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Zusammenfass ung  

 

Die Stämme IBE100 und IBE200 wurden aus Belebtschlamm einer Kläranlage mit 

Methylpropen (MP) als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle isoliert. Mittels Vergleich der 

16S rRNA sowie hsp65 Gensequenzabschnitte und Genom-basierter Taxonomie wurden die 

Stämme IBE100 und IBE200 den Spezies Mycolicibacterium gadium und Mycobacterium 

gordonae zugeordnet. Diese obligat aeroben Bakterien sind Oxidase- und Katalase-positiv, 

säurefest, nicht motil und bilden gelb-pigmentierte, kreisförmige, flache Kolonien aus. 

Aufgrund der wachsartigen Beschaffenheit der Zellen wurden Flüssigkulturen mit dem 

Detergenz Triton X-100 versetzt, um ein starkes Verklumpen zu vermeiden. 

Neben dem Isolationssubstrat Methylpropen (IBE100: µ = 0,018 h-1 und IBE200: µ = 0,025 h-1) 

unterscheiden sich die Stämme in der Nutzung der Substrate, die als alleinige Kohlenstoff- 

und Energiequellen verwendet werden können. Stamm IBE100 ist in der Lage, auf den 

vermuteten Metaboliten von MP, 1,2-Epoxy-2-methylpropan, 2-Methylpropan-1,2-diol, 

2-Hydroxyisobuttersäure, 3-Hydroxybuttersäure sowie Glucose, Fructose und Vollmedien (LB, 

NB, TB) zu wachsen, Stamm IBE200 hingegen nicht. Strukturanaloga von MP und seinen 

Metaboliten (verzweigte kurzkettige Alkene, Epoxide, vicinale Diole), zyklische aliphatische 

Verbindungen und Aromaten induzierten bei beiden Stämmen kein Wachstum. Die 

cometabolische subterminale Oxidation von n-Butan durch dieselbe Monooxygenase, die MP 

oxidiert, wurde ebenso nachgewiesen wie ihre Induzierbarkeit durch MP und die Indigobildung 

aus Indol. 

Eine am Abbauweg von MP beteiligte Alkohol-Dehydrogenase, welche die Oxidation von 

2-Methylpropan-1,2-diol katalysiert, ist nicht homolog zu beschriebenen Enzymen gleicher 

Funktion, die in Abbauwegen von tert-Butanol und 2-Methylpropan-1,2-diol vorkommen. Es 

konnte gezeigt werden, dass die Dehydrogenase im Zellextrakt NADP gegenüber NAD 

bevorzugt. 

Aus der Sequenzierung des Gesamtgenoms, einer differenziellen Expressionsanalyse und 

einem Peptidmassen Fingerprint wurde ein Abbauweg für Methylpropen abgeleitet. Die 

identifizierten Schlüsselgene codieren für eine lösliche 4-Komponenten-di-Eisen-

Monooxygenase mit Epoxidase-Aktivität, eine Epoxid-Hydrolase und eine 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase. Die Tertiärstrukturen dieser Enzyme wurden modelliert. In 

beiden Stämmen sind die beteiligten Gene in Clustern von 61,0 bzw. 58,5 kbp in einer 

erstaunlich hoch konservierten Operonstruktur angeordnet. Diese Cluster enthalten auch die 

Gene, die für Teile des aeroben Synthesewegs von Adenosylcobalamin codieren, einem 

Vitamin, das für die von der Mutase katalysierte Kohlenstoffumlagerungsreaktion erforderlich 

ist. Eine Konvergenz mit dem tert-Butanol-Abbauweg wurde ersichtlich, jedoch konnte der 
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Alkohol selbst aufgrund des Fehlens der erforderlichen spezifischen Oxygenase nicht als 

Kohlenstoffquelle genutzt werden. 

Dies ist der erste Nachweis eines Abbauweges für MP auf genetischer Ebene (Helbich et al. 

2023), der bisher rein auf Transformationsanalysen mit vermuteten Metaboliten beruht, die 

aus MTBE-Abbauexperimenten postuliert wurden. 

Die für die Epoxidierung von MP verantwortliche Monooxygenase wurde als Mitglied der 

Gruppe 2 der löslichen Monooxygenasen des Aromaten-/Alken-/Isopren-Typs identifiziert, die 

aus einer Oxygenase-Ŭ-Untereinheit IbeA, einer ɔ-Untereinheit IbeB, einem Ferredoxin vom 

Rieske-Typ IbeC, einem Kopplungsprotein IbeD, einer ɓ-Untereinheit IbeE und einer 

flavinhaltigen NAD(P)H-Reduktase IbeF besteht. Die Tertiªrstruktur der Ŭ-Untereinheit IbeA 

wurde modelliert und mit ihrer nächsten Verwandten, der Isopren-Monooxygenase aus 

Rhodococcus sp. AD45, verglichen. Die Geometrien des vorhergesagten aktiven Zentrums 

und der Substrattunnel lassen auf eine gewisse sterische Einschränkung bei der 

Substratverwertung schließen. 

Die Monooxygenase wurde in dem n-Alkan abbauenden Mycobacterium fluoranthenivorans 

BUT6 mit pST-K, einem E. coli-Mycobacterium-Shuttle- und Expressionsvektor, heterolog 

exprimiert. Für die Ausbildung einer katalytischen Aktivität war eine Inkubationstemperatur von 

~20 °C erforderlich. Die Monooxygenase war trotz der gescheiterten Expression der 

Reduktase-Komponente IsoF aktiv. Die Umwandlung von MP in 1,2-Epoxy-2-methylpropan in 

ruhenden Zellen wurde kolorimetrisch mit dem NBP-Assay nachgewiesen (KM = 271 mM, 

vmax = 46 mM ẗ h-1). 

 

 

Schlagwörter: Methylpropen, mikrobiologischer Abbau, Umweltmikrobiologie, Isobuten-

Monooxygenase, Genomanalyse, Proteomanalyse, Transkriptomanalyse, Mycolicibacterium 

gadium, Mycobacterium paragordonae 
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Abstract  

 

Strains IBE100 and IBE200 ï using methylpropene (MP) as the sole source of carbon and 

energy ï were isolated from activated sludge from a wastewater treatment plant. Based on the 

16S rRNA gene sequence and the partial hsp65 gene sequence comparison, as well as 

genome-based taxonomy, the strains IBE100 and IBE200 were identified as Mycolicibacterium 

gadium and Mycobacterium paragordonae, respectively. These obligately aerobic bacteria are 

oxidase and catalase positive, acid fast, non-motile, and form circular flat colonies of yellow 

color. Due to the waxy nature of the cells, liquid cultures were supplemented with the detergent 

Triton X-100 to mitigate severe clumping. 

Apart from the substrate of isolation, 2-methylpropene (IBE100: µ = 0.018 h-1 and IBE200: 

µ = 0.025 h-1), the strains differ in the variety of substrates which can be used as sole sources 

of carbon and energy. Strain IBE100 is able to grow on presumed metabolites of MP, 1,2-

epoxy-2-methylpropane, 2-methylpropane-1,2-diol, 2-hydroxyisobutyric acid, 3-hydroxybutyric 

acid as well as glucose, fructose, and rich media (LB, NB, TB), while strain IBE200 is not. 

Structural analogues of MP and its metabolites (branched short chain alkenes, epoxides, 

vicinal diols), cyclic aliphatic compounds and aromatics did not induce growth in both strains. 

Co-metabolic subterminal oxidation of n-butane by the very monooxygenase that oxidizes MP 

was shown as well as its inducibility by MP and indigo formation from indole. 

An alcohol dehydrogenase involved in the degradation pathway of MP, which catalyzes the 

oxidation of 2-methylpropane-1,2-diol, is not homologous to previously described enzymes 

with the same function occurring in degradation pathways of tert-butanol and 2-methylpropane-

1,2-diol. It could be shown that the dehydrogenase in the cell extract prefers NADP to NAD. 

A degradation pathway of methylpropene derived from whole genome sequencing, differential 

expression analysis and peptide-mass fingerprinting was postulated. Key genes identified are 

coding for a 4-component soluble diiron monooxygenase with epoxidase activity, an epoxide 

hydrolase, and a 2-hydroxyisobutyryl-CoA mutase. Tertiary structures of these enzymes were 

modeled. In both strains, involved genes are arranged in clusters of 61.0 and 58.5 kbp, 

respectively, with a surprisingly highly conserved operon structure. These clusters also contain 

the genes coding for parts of the aerobic pathway of adenosylcobalamin synthesis, a vitamin 

essential for the carbon rearrangement reaction catalyzed by the mutase. Convergence with 

the tert-butanol degradation pathway became apparent, although the alcohol could not be used 

as a carbon source due to the lack of the required specific oxygenase. 

This is the first proof of a degradation pathway of MP on the genetic level (Helbich et al. 2023), 

which up to now has been solely based on transformation analysis with presumptive 

metabolites, postulated from MTBE degradation experiments. 
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The monooxygenase which is responsible for the epoxidation of MP was identified to be a 

member of the group 2 aromatic-/alkene-/isoprene-type soluble diiron monooxygenases, 

consisting of an oxygenase Ŭ-subunit IbeA, a ɔ-subunit IbeB, a Rieske-type ferredoxin IbeC, a 

coupling protein IbeD, a ɓ-subunit IbeE, and a flavin containing NAD(P)H reductase IbeF. The 

tertiary structure of Ŭ-subunit IbeA was modeled and compared to its closest neighbor, the 

isoprene monooxygenase from Rhodococcus sp. AD45. The geometries of the predicted 

active site and the substrate tunnels inferred a steric constraint regarding substrate utilization. 

The monooxygenase was heterologously expressed in n-alkane degrading Mycobacterium 

fluoranthenivorans BUT6 with pST-K, an E. coli-Mycobacterium shuttle and expression vector. 

An incubation temperature of ~20 °C was needed for catalytic activity. The monooxygenase 

was active, despite the failed expression of the reductase component IsoF. Conversion of MP 

into 1,2-epoxy-2-methylpropane within resting cells was proven colorimetrically by means of 

the NBP-assay (KM = 271 mM, vmax = 46 mM ẗ h-1). 

 

 

Keywords: methylpropene, microbial degradation, environmental microbiology, isobutene 

monooxygenase, genome analysis, proteome analysis, transcriptome analysis, 

Mycolicibacterium gadium, Mycobacterium paragordonae 
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1 Einleitung  

 

Methylpropen (Isobuten, MP) ist ein farbloses Gas mit einer weltweiten Jahresproduktion 

(2011) von etwa 3 ẗ 106 Mg. Natürliche Vorkommen sind unbekannt. Es gibt Bestrebungen, 

diesen industriell wichtigen Synthesebaustein auf biologischem Wege herzustellen (van 

Leeuwen et al. 2012; Escobedo-Hinojosa et al. 2021). MP findet vielfältige Anwendungen und 

dient unter anderem als Ausgangsverbindung für die Synthese von Harzen und Polymeren, 

Vernetzern und Härtern, Kraftstoff- und Schmierstoffadditiven, Dispergatoren, Antioxidantien, 

Vitaminen und Duftstoffen. Es wird auch als Treibmittel verwendet und gelangt so bei der 

Verwendung und dem Recycling von Spraydosen in die Atmosphäre. Eine weitere 

Emissionsquelle stellt die Herstellung von tert-Butylhydroperoxiden, genauer die 

nachgeschaltete Abluftbehandlung des Prozesses, dar. 

Die strukturelle Homologie des Moleküls zu Isopren sowie der Aggregatszustand lassen auf 

eine vergleichbare Wirkung auf die Atmosphärenchemie schließen. Während Reaktionen des 

Alkens mit OH-Radikalen und NOx die Ozonbildung in der Troposphäre fördern, wird das Ozon 

in der Stratosphäre durch die Bildung von Ozonid- und Criegée-Zwischenprodukten abgebaut 

(Pacifico et al. 2009). 

Um diese negativen Effekte zu verringern, gilt es gemäß den Grundsätzen der Umweltpolitik 

(Vorsorge- oder Vermeidungsprinzip; Verursacherprinzip) Emissionsminderungsmaßnahmen 

umzusetzen. Da es sich um einen gasförmigen Stoff handelt, sind diese hauptsächlich 

quellenbezogen in der Abluftbehandlung zu suchen. Eine Möglichkeit dafür bietet die 

biologische Abluftreinigung, die bei mesophilen Bedingungen, ohne Chemikalieneinsatz und 

unter geringen Abfallstoffströmen einen breiten Frachtbereich behandeln und somit eine 

energie- und kosteneffiziente Lösung gegenüber chemischen und physikalischen 

Vergleichsverfahren bieten kann. Hierfür bedarf es für die Entwicklung und Implementierung 

von technischen Lösungen über die Kenntnisse zur (photo-)chemischen Degradation hinaus 

vor allem Kenntnisse zum biologischen Degradationspotenzial. 

Bislang sind nur wenige Bakterienstämme bekannt, die Methylpropen oxidieren. Während 

Xanthobacter autotrophicus Py2 und Nocardioides sp. JS614 1,2-Epoxy-2-methylpropan 

(Isobutylenoxid) als Dead-End-Produkt akkumulieren (Ensign 1996; Owens et al. 2009), war 

Mycobacterium sp. ELW1 bisher der einzige Bakterienstamm, der Methylpropen als alleinige 

Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen kann (Kottegoda et al. 2015). Das Wissen zu dem 

Abbauweg in diesem Stamm beruhte nur auf Transformationsanalysen mit mutmaßlichen 

Metaboliten, die aus MTBE-Abbauexperimenten postuliert wurden. 

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung von Bakterienstämmen, die MP als alleinige Kohlenstoff- 

und Energiequelle nutzen, die Aufklärung der/des Abbauwege/s auf genetischer/ 
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enzymatischer Ebene sowie die Identifizierung von Schlüsselenzymen mit Fokus auf der 

initialen Oxidation des Substrats. 

Die gewonnenen Isolate wurden mikrobiologisch und metabolisch charakterisiert. 

Wachstumstests, Substratverwertung, Sauerstoffzehrung und Reduktionsäquivalenten-

nutzung hatten die Aufgabe, Hinweise zu postulierten Reaktionsschritten und Enzymen zu 

liefern. Die Sequenzierung und Analyse der Genome beider Stämme sollte die Identifizierung 

der am Abbau beteiligten Gene ermöglichen. Die Kombination aus differenzieller 

Transkriptomanalyse sowie Peptidmassen Fingerprint sollte die gewonnenen Erkenntnisse 

verifizieren. Datenbankrecherchen wurden angestellt, um das Vorhandensein von Stämmen 

mit Abbaupotenzial gegenüber verzweigten kurzkettigen Aliphaten anzuzeigen. Die Erstellung 

von Homologiemodellen ausgewählter Enzyme sollte Vorhersagen zu deren 

Charakterisierung ermöglichen. Abschließend wurde die lösliche di-Eisen-Monooxygenase für 

die initiale Oxidation von MP heterolog exprimiert und auf ihre Epoxidase-Aktivität hin 

untersucht. 
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2 Grundlagen  

 

2.1 Methylpropen , chemisch e und physikalische Eigenschaften  

Methylpropen (MP) ist ein verzweigter, ungesättigter Aliphat und eines der vier Isomere von 

Buten. Unter Normalbedingungen handelt es sich um ein farbloses, brennbares Gas, welches 

unter Druck verflüssigt werden kann. Synonyme sind 2-Methylprop-1-en, 2-Methylpropen, 

2-Methylpropylen, Isobuten, Isobutylen, ɔ-Butylen. Die chemischen und physikalischen 

Eigenschaften sind in Tabelle 2-1 gelistet. 

 

Tabelle 2-1 Eigenschaften von Methylpropen  

Strukturformel  

 

 

CAS-Nummer  115-11-7  
molare Masse  56,108 g ẗ mol-1 
Schmelzpunkt  ï140,34 °C 
Siedepunkt  ï6,90 °C 
Gasdichte (0 °C, 101,3 kPa)  2,582 kg ẗ m-3 
Dampfdruck (20 °C)  257,0 kPa 
Koeffizienten Antoine -Gleichung    

A 6,84134  
B 923,20  
C 240,00  

Hcp 2,8ï8,6 ẗ 10-5 mol ẗ m-3 ẗ Pa-1 
Flammpunkt  ï80 °C 
Zündtemperatur  465 °C 
Löslichkeit  in Wasser (25 °C) 263 mg/L, mischbar in Ethanol, Ether 
log  KOW 2,35  
LC50 Ratte  620.000 mg/m³, 4 h 
LC50 Maus 415.000 mg/m³, 2 h 

log10p = A ï B/(t + C), p in mm Hg, t in °C. Quellen: GESTIS-Stoffdatenbank ZVG 13720, PubChem 

(Kim et al. 2023), (Sander 2015). 

 

MP wird über die Atemwege resorbiert und ist beim Tier gering toxisch. Aufgrund der höheren 

Dichte als Luft kann es die Atemluft in der Lunge verdrängen. Als Vergiftungssymptome treten 

narkoseähnliche Symptome auf. Untersuchungen an mehreren Modellen 

(Salmonella/Mikrosomen-Test, E. coli, Maus-Lymphoma-Zellen, Mikronukleustest mit 

Humanlymphozyten in vitro) ergaben keine Hinweise auf mutagene Wirkung. In Maus und 

Ratte wird MP durch mikrosomale Cytochrom P450 Monooxygenasen in 2-Methyl-1,2-

epoxypropan umgewandelt, welches erwartungsgemäß mutagen wirkt (Berufsgenossenschaft 

der chemischen Industrie 1997). 
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2.2 Vorkommen  

Mehrere biologische Systeme, nativ wie rekombinant, konnten identifiziert werden, welche MP 

produzieren (van Leeuwen et al. 2012). Erste Berichte stammen aus den Jahren 1984 und 

1987, bei denen 178 Mikroorganismen aus drei Stammdatenbanken gescreent wurden, von 

denen 33 Pilze, 31 Hefen und 6 Bakterien unter oxischen Bedingungen Spuren von MP 

produzierten (Fukuda et al. 1984). Die Hefe Rhodotorula minuta var. texensis IFO 1102 zeigte 

dabei die höchste Umsatzrate (0,45 mgMP ẗ LMedium
-1 ẗ h-1 bzw. 41 ɛgMP ẗ g-1 ẗ h-1) in Anwesenheit 

von L-Phenylalanin (Fukuda et al. 1985). Dabei wurde MP durch Decarboxylierung von 

Isovalerat produziert, welches beim Abbau von L-Leucin als Metabolit auftritt. Das dafür 

verantwortliche mikrosomale Cytochrom P450 (cyt P450rm), eine NADPH-abhängige 

Reduktase, stammt aus dem Abbauweg von L-Phenylalanin und katalysiert dort die para-

Hydroxylierung von Benzoat (Fujii et al. 1988). 

Die Diphosphomevalonat-Decarboxylase (MDD) kann in einer unspezifischen Nebenreaktion 

aus 3-Hydroxyisovalerat mittels Decarboxylierung mit anschließender Dehydrierung MP bilden 

(Gogerty und Bobik 2010). Dies konnte mit einer MDD aus Saccharomyces cerevisiae in E. coli 

in vivo (154 pmol ẗ h-1 ẗ g Zellen-1) als auch mit dem gereinigten Enzym (1,33 pmol ẗ min-1 ẗ mg-1 

Protein) gezeigt werden. 

Keines der Buten-Isomere kommt in der Natur quantitativ vor; die Gewinnung erfolgt rein 

industriell aus fossilen Rohstoffen (Abschnitt 2.3). 

 

2.3 Produktion  und  Verwendung  

Die Jahresproduktion von MP betrug 2011 weltweit 2,99 ẗ 106 Mg, davon entfielen 66 % auf 

Europa, 17,5 % auf Japan, 10 % auf den Mittleren Osten und 6,5 % auf Afrika. MP wird in 

Steamcrackern oder Raffinerien aus der C4-Fraktion gewonnen. Die Siedepunkte aller 

Komponenten liegen nahe beieinander (ï11,7 ï ï1 °C); eine Trennung durch Destillation ist 

somit nicht möglich. MP wird mittels schwefelsaurer oder kationentausch-katalysierter 

Hydratisierung (zu tert-Butanol) sowie Etherifizierung (zu MTBE) vom Gemisch selektiv 

getrennt (Reinheit >99,9 %) und kann bei Bedarf anschließend zurückgespalten werden 

(Geilen et al. 2000). 

MP findet Verwendung in der Herstellung von Elastomeren (Butylkautschuk), Harzen und 

anderen Kunststoffen (PMMA), Vernetzern und Härtern, Kraftstoff- und Schmierstoffadditiven 

(ETBE, MTBE, Isooctan, Polyisobuten), Dispergatoren, Antioxidantien (Butylhydroxytoluol), 

Vitaminen (Vitamin A), Duftstoffen (Citral, Linalool, Geraniol) sowie als Ausgangsverbindung 

u.a. für tert-Butanol, tert-Butylamin, Methacrolein, Methacrylsäure, Isopren und Isobutenoxid. 

Weiter wird es in Gemischen mit anderen gasförmigen Aliphaten als Treibgas in Druckdosen 

eingesetzt. 
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Die Bedeutung von MP als Industriechemikalie wird durch die Erweiterung der 

Produktionskapazität in Deutschland deutlich. Die Firma Global Bioenergies S.A. schätzt den 

globalen Markt derzeit auf 1,5 ẗ 107 Mg und nahm 2017 am Standort Leuna eine 

Demonstrationsanlage mit einer Kapazität von 100 Mg in Betrieb. Hier wird an die Arbeiten 

von Gogerty und Bobik (2010) angeknüpft (Abschnitt 2.2). Glucose wird durch einen 

rekombinanten E. coli fermentiert. Aus dem entstehenden Acetyl-CoA wird über Acetoacetyl-

CoA 3-Hydroxyisovaleryl-CoA gebildet, welches anschließend zu 3-Methylcrotonyl-CoA 

dehydriert wird. Zwei Decarboxylierungsreaktionen erzeugen das gewünschte Isobuten 

(US 11,124,806 B2). 

Die Firmen BASF SE und OMV nahmen Ende 2021 eine Anlage am Standort Burghausen mit 

einer Kapazität von 6 ẗ 104 Mg/a in Betrieb. Ein neu entwickelter Katalysator soll die direkte 

Gewinnung von MP aus der C4-Fraktion ermöglichen und macht somit die Zwischenschritte 

über die Hydratisierung oder Etherifizierung obsolet. 

 

2.4 Stand der Forschung  zum Abbau  ungesättigte r und verzweigter Aliphaten  

MP ist aufgrund seiner Molekülstruktur den reduzierten sowie verzweigten Aliphaten 

zuzuordnen. Der aerobe mikrobielle Abbau aliphatischer Verbindungen wird im Regelfall durch 

einen Monooxygenase-Angriff eingeleitet (Rojo 2009). Bei MP ist die Oxygenierung sowohl 

am sp3-hybridisierten Kohlenstoffatom durch eine Methan-Monooxygenase, als auch an der 

C=C-Bindung durch eine Alken-Monooxygenase denkbar, wobei der Angriff an der 

Doppelbindung aufgrund der Anfälligkeit des -́Elektronensystems für die Oxidation durch 

aktivierten Sauerstoff wahrscheinlicher ist. Aus den jeweils entstehenden potenziellen 

Metaboliten, einem terminalen Alkohol (2-Methylprop-2-en-1-ol) bzw. einem Epoxid (1,2-

Epoxy-2-methylpropan), ergeben sich verschiedene Möglichkeiten für den weiteren 

Abbauweg. 

2-Methylprop-2-en-1-ol könnte durch zweimalige Dehydrogenierung zur korrespondierenden 

Säure oxidiert werden und nach anschließender CoA-Aktivierung als Methacrylyl-CoA in den 

L-Valin-Abbauweg eingehen (Abbildung 2-1 linke Seite und Abschnitt 2.4.5.2). 

1,2-Epoxy-2-methylpropan kann aufgrund seiner Epoxidgruppe u.a. mit Peptiden und DNA 

reagieren. Dieses hochreaktive Zwischenprodukt sollte rasch einem entgiftenden 

Ringöffnungsschritt unterzogen werden, der auf drei verschiedene Arten und mit 

unterschiedlichen Nukleophilen durchgeführt werden kann (Abbildung 2-1 rechte Seite). Der 

aktuelle Wissensstand zu den weiteren Abbauwegen ist im Folgenden zusammengefasst. 
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Abbildung 2-1 Mögliche Abbauwege für M ethylpropen  

Der aerobe mikrobielle Abbau aliphatischer Verbindungen wird durch einen Monooxygenase-Angriff 

eingeleitet. Es können Alkohole oder Epoxide gebildet werden, wobei Alkohole eine weitere terminale 

(linker Zweig) oder subterminale Oxidation und Epoxide eine Ringöffnung (rechter Zweig) durchlaufen. 

Hierbei können drei verschiedene Nukleophile (blau) zum Einsatz kommen: Glutathion mittels 

Glutathion-S-Transferase, Coenzym M mittels Epoxyalkan-Coenzym M-Transferase oder Wasser 

mittels Cofaktor-unabhängiger Epoxid-Hydrolase. MMO: Methan-Monooxygenase, AlkMO: Alken-

Monooxygenase, EPH: Epoxid-Hydrolase, CoM: Coenzym M, EaCoMT: Epoxyalkan-Coenzym 

M-Transferase, GSH: Glutathion, GST: Glutathion-S-Transferase, VC: Vinylchlorid, 2-HIBA: 

2-Hydroxyisobuttersäure. 

 

2.4.1 Lösliche di -Eisen -Monooxygenasen   

Die Nutzung von Monooxygenasen (MOs) für den aeroben Katabolismus ermöglicht es 

Bakterien, ein immenses Spektrum an Substraten zu erschließen. Die initiale Reaktion beim 

Abbau reduzierter Aliphaten wird für gewöhnlich durch Monooxygenasen katalysiert (Rojo 
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2009). Das Substrat wird in einer Redoxreaktion mittels molekularem Sauerstoff oxidiert. Dabei 

verbleibt ein Sauerstoffatom kovalent gebunden am Substrat; das zweite Sauerstoffatom wird 

zu Wasser reduziert. NAD(P)H fungiert dabei als Elektronendonor. Die Familie der löslichen, 

nicht-Häm-di-Eisen-Monooxygenasen (Soluble Di-iron Monooxygenases, SDMs) kann 

Monohydroxylierungen und Epoxidierungen katalysieren (Leahy et al. 2003); 

Beispielreaktionen sind in Abbildung 2-2 dargestellt. 

 

 

Abbildung 2-2 Initiale Oxygenierungsreaktionen durch lösliche di -Eisen -Monooxygenasen  

ortho-Hydroxylierung von Phenol (1), Hydroxylierung von Toluol (2a), Epoxidierung von Alkenen und 

Styrol (2b), terminale Hydroxylierung von kurzkettigen Alkanen (3), subterminale Hydroxylierung von 

Alkanen und Tetrahydrofuran. 

 

SDMs sind Mehrkomponenten-Enzyme, bestehend aus drei oder vier Komponenten mit 

jeweils vier bis sechs Untereinheiten (Abbildung 2-3): Eine Oxygenase ist zusammengesetzt 

aus zwei oder drei Untereinheiten mit dem katalytischen Zentrum in der Ŭ-Untereinheit 

lokalisiert, einem Kopplungs-/Effektorprotein, einer Reduktase und in manchen Fällen einem 

Rieske-Typ Ferredoxin (Leahy et al. 2003). 
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Abbildung 2-3 Operonstruktur ausgewählter lösliche r di -Eisen -Monooxygenasen  

Toluol-Monooxygenase touABCDEF aus Ps. stutzeri OX1, Alken-Monooxygenase aamoABCDEF aus 

X. autotrophicus Py2, Isopren-Monooxygenase isoABCDEF aus Rhodococcus sp. AD45, Ethen-

Monooxygenase etnABCD aus Nocardioides sp. JS614. Eine Oxygenase ist zusammengesetzt aus 

zwei oder drei Untereinheiten mit dem katalytischen Zentrum lokalisiert in der Ŭ-Untereinheit, einem 

Kopplungsprotein, einer Reduktase und in manchen Fällen einem Rieske-Typ Ferredoxin. 

 

SDMs werden bezüglich der Aminosäuresequenz ihrer Ŭ-Untereinheit klassifiziert. Fast 

zeitgleich wurden zwei im Kern identische Systeme vorgestellt: Notomista und Kollegen 

entwarfen ein 6-Gruppensystem (Notomista et al. 2003), Leahy und Kollegen ein 

4-Gruppensystem (Leahy et al. 2003). Später erweiterten Coleman und Kollegen letzteres 

System um zwei Gruppen mit in der Zwischenzeit neu charakterisierten Monooxygenasen 

(Coleman et al. 2006). Die bei diesem Aminosäuresequenzvergleich entstehenden Gruppen 

stellen keine Gruppierung im Sinne der biologischen Systematik dar. Eine Vielzahl an Spezies 

unterschiedlicher Abteilungen können eine oder mehrere SDMs beherbergen (Coleman et al. 

2011). Vielmehr spiegeln die Gruppen gleichzeitig die Substrataffinität der SDMs sowie die 

Anzahl und Reihenfolge der Untereinheiten wieder, wie Abbildung 2-4 verdeutlicht. Hierbei 

können SDMs der Gruppen 2 und 3 sowohl aromatische als auch aliphatische Verbindungen 

oxygenieren (McClay et al. 2000; Colby et al. 1977; Ensign 2001; van Hylckama Vlieg et al. 

1998), wohingegen Vertreter aus den anderen Gruppen entsprechend nur aromatische 

(CF600) oder aliphatische (JS614) Verbindungen transformieren. Die Benennung der Gruppen 

erfolgte nach den transformierten Substraten: Gruppe 1: Phenol-MOs, Gruppe 2: Aromaten-

/Alken-/Isopren-MOs, Gruppe 3: lösliche Methan-MOs, Gruppe 4: Alken-MOs, Gruppe 5: 

2-Propan-/Tetrahydrofuran-MOs, Gruppe 6: 1-Propan-MOs. Selbstverständlich wurden seither 

weitere SDMs mit entsprechender und neuer Substrataffinität beschrieben, die sich einerseits 

in dieses System einordnen lassen, andererseits eine Verfeinerung der Aufgliederung 

erfordern. Dies wird mit den in dieser Arbeit vorgestellten SDMs verdeutlicht (Abschnitt 3.4.1) 

und in den Abschnitten 4.5.1 sowie 4.5.7 diskutiert. 
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Abbildung 2-4 Evoluti onªre Beziehungen von Ŭ-Untereinheiten ausgewählter SDMs  

Substrataffinität und Operonstruktur werden durch verwandtschaftliche Gruppierung abgebildet. 

O: Oxygenase (Ŭ/ɓ/ɔ-Untereinheit), K: Kopplungsprotein, R: Reduktase, F: Rieske-Typ Ferredoxin, 

Xs: Kupfer-Schalter, Ax: Regulator. Abbildung modifiziert nach Holmes und Coleman (Holmes und 

Coleman 2008). 

 

SDMs aus der Gruppe 2 bestehen aus sechs Untereinheiten, die vier Komponenten bilden. 

Die Oxygenase besteht aus den Komponenten A, E und B, welche die Ŭ-, ɓ- und 

ɔ-Untereinheiten ausmachen. Zusammen konstituieren sie ein (Ŭɓɔ)2-Heterohexamer 

(Sazinsky et al. 2004; McClay et al. 2000). 

Komponente A: In der Ŭ-Untereinheit (56ï59 kDa) ist das aktive Zentrum lokalisiert, in dem 

sich ein carboxyl-gebrücktes di-Eisen-Zentrum zwischen einem B¿ndel aus vier Ŭ-Helices 

befindet. Die Eisenliganden werden durch das für diese Enzymklasse charakteristische 

EéE/DXXH -Motiv koordiniert (Nordlund und Eklund 1995). Ein gegabelter Substrattunnel 

führt das Substrat zum aktiven Zentrum bzw. das Produkt wieder heraus (siehe Effektor-

Protein, Komponente D). Insgesamt kann eine hohe Konservierung bezogen auf Sequenz und 

Struktur der Untereinheit über alle Gruppen der SDMs hinweg festgestellt werden. Dies wird 

durch die Notwendigkeit der Beibehaltung spezifischer Liganden am aktiven Zentrum und der 

Erhaltung einer gewissen Topologie um das aktive Zentrum begründet (Leahy et al. 2003). 

Komponente E: Die ɓ-Untereinheit (36ï38 kDa) besitzt keine katalytische Aktivität und ist 

deshalb von den Einschränkungen der Konservierung befreit. Aufgrund ihrer Struktur- aber 

nicht Sequenzªhnlichkeit zur Ŭ-Untereinheit ist sie vermutlich ein evolutionäres Duplikat, 

welches jedoch das aktive Zentrum verloren hat (Leahy et al. 2003). Die ɓ-Untereinheit hat 
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eine strukturgebende Funktion. Zusammen mit der Ŭ-Untereinheit wird eine Schlucht gebildet, 

welche die Berührungsfläche der Dimerstrukturen ausmacht (Sazinsky et al. 2004). 

Komponente B: Bisher unbekannt ist die Rolle der ɔ-Untereinheit (8ï12 kDa). Es wird vermutet, 

dass sie eine stabilisierende Funktion für den Oxygenase-Komplex ausübt (Sazinsky et al. 

2004). Allerdings könnte es sich auch um eine rein rudimentäre Untereinheit handeln, da 

SDMs der Gruppen 4, 5 und 6 ohne diese auskommen. 

Die Elektronen für die Hydroxylierung oder Epoxidierung des Substrats der SDM stammen von 

NADH. Sie werden von einer Reduktase aufgenommen und über ein Ferredoxin sowie ein 

Kopplungsprotein zum aktiven Zentrum der Oxygenase transportiert. Das allgemeine Schema 

des Elektronentransports ist in Abbildung 2-5 dargestellt. 

 

 

Abbildung 2-5 Elektronenübergang einer Alken -Monooxygenase  mit vier Komponenten  

NADH wird von der Reduktase oxidiert, die Elektronen werden über ein Rieske-Typ Ferredoxin und ein 

Kopplungsprotein dem aktiven Zentrum zugeführt, wo über das di-Eisen-Zentrum der Oxygenase 

molekularer Sauerstoff für eine Hydroxylierungs- oder Epoxidierungsreaktion aktiviert wird. 

 

Komponente F: Die NADH-Oxidoreduktase (36ï39 kDa) ist ein Eisen-Schwefel Flavoprotein. 

Es beinhaltet eine N-terminale Ferredoxin-Domäne und eine C-terminale FAD- sowie eine 

NADH-Bindedomäne. FAD bildet eine prosthetische Gruppe des Proteins. Ein 

CX4CX2CX31-32C-Motiv koordiniert die Eisenliganden des [2Fe-2S] Clusters. Die 

Oxidoreduktase wird durch NADH reduziert, die Elektronen auf die prosthetische Gruppe 

übertragen. Danach bildet das Protein einen temporären Komplex mit dem Ferredoxin aus, in 

dem der Elektronenübergang vom FAD über den [2Fe-2S] Cluster der Oxidoreduktase auf den 

[2Fe-2S] Cluster des Ferredoxins stattfindet. Die somit oxidierte Oxidoreduktase löst sich 

abschließend vom reduzierten Ferredoxin ab (Acheson et al. 2015). Leahy und Kollegen 

bemerkten, dass das für die Ferredoxin-Untereinheit codierende Gen immer am Ende des 

Operons lokalisiert ist. Sie zogen daraus den Schluss, dass die Expression einer 

Oxidoreduktase ohne die anderen Untereinheiten nachteilig für die Zelle sei (Leahy et al. 

2003). Mit der Charakterisierung der subterminal hydroxylierenden SDMs der Gruppe 5 

(Abbildung 2-4) wurde jedoch gezeigt, dass das entsprechende Gen auch an anderer Stelle 

im Operon gereiht sein kann (Holmes und Coleman 2008). 

Komponente C: Ein Ferredoxin (12ï15 kDa) fungiert als obligater Elektronenmediator 

zwischen der Reduktase und dem aktiven Zentrum des Oxygenase-Komplexes (Small und 

Ensign 1997). Es ist wie die ɔ-Untereinheit der Oxygenase nur in SDMs der Gruppen 1, 2 und 
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3 vorzufinden. Ein CXHéCX2H-Motiv bindet die Eisenliganden des Rieske [2Fe-2S] Clusters, 

der für den Elektronenübergang zuständig ist (Elsen et al. 2007). Das Protein ist für seine 

jeweilige SDM spezifisch und besitzt eine konservierte Topologie, da es sowohl an der 

Oxidoreduktase als auch der Schlucht des Oxygenasekomplexes für den Elektronentransport 

funktional binden muss. Im reduzierten Zustand geht es einen Komplex mit der Oxygenase 

ein, um die Elektronen des [2Fe-2S] Clusters auf das di-Eisen-Zentrum der Oxygenase zu 

übertragen. 

 

 

Abbildung 2-6 Hydroxylase -Effektorprotein -Komplex TouABED aus Ps. mendocina KR1 

Modell (pdb: 3q3m) der Kristallstruktur des Heterohexamers der Oxygenase TmouABE aus 

Ps. mendocina KR1 im Komplex mit dem Effektorprotein TouD. TouA in grün mit di-Eisen-Zentrum, 

TouB in blau, TouE in orange, Tou D in violett. 

 

Komponente D: Das Kopplungs- oder Effektorprotein (11ï13 kDa) ist ein Polypeptid ohne 

Cofaktor und katalytische Aktivität (Zhou et al. 1999). Nach der Dissoziation des Ferredoxin-

Oxygenase-Komplexes bindet es an die gleiche Stelle der Oxygenase (Acheson et al. 2015). 

Es bewirkt Konformationsänderungen der Ŭ-Untereinheit der Oxygenase, was eine 

Volumenänderung des aktiven Zentrums, die Änderung des Redoxpotenzials des di-Eisen-

Zentrums sowie den Kollaps des Eingangs der Gabel des Substrattunnels zur Folge hat (Bailey 

et al. 2008b; Acheson et al. 2014). 
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Im Gegensatz zu Hydroxylierungen ist der Reaktionsmechanismus der Epoxidierung im 

aktiven Zentrum einer SDM bisher nicht beschrieben. Es ist jedoch zu vermuten, dass analog 

zur Hydroxylierung von Toluol ein Peroxo-Intermediat mit dem Alken gebildet wird, das nach 

Protonierung eines der Eisenatome homolytisch gespalten wird (Acheson et al. 2017). 

 

2.4.2 Epoxid -Hydrolasen  

Epoxid-Hydrolasen sind Teil einer von drei Familien an Enzymen, welche die Ringöffnung von 

Epoxiden bei der Transformation kurzkettiger Aliphaten katalysieren. Es wird jeweils ein 

spezifisches Nukleophil verwendet: Epoxyalkan-CoM-Transferasen nutzen das Coenzym M 

(Krishnakumar et al. 2008), Glutathion-S-Transferasen das Tripeptid Glutathion (Allocati et al. 

2009) und Epoxid-Hydrolasen Wassermoleküle. Epoxide gelten aufgrund ihrer gespannten, 

energiereichen Ringstruktur als besonders reaktiv und können leicht mit Nukleotiden und 

Peptiden reagieren ï mit entsprechend negativen Auswirkungen auf den Organismus (Arand 

et al. 2003a). Diese Enzyme spielen somit eine wichtige Rolle in der Entgiftung, sind aber auch 

bei der Virulenz (Bahl et al. 2016) und im Katabolismus (van Loo et al. 2006) relevant. 

Die Öffnung eines Epoxidrings ist irreversibel und produziert im Fall der Epoxid-Hydrolasen 

ein nicht toxisches sowie wasserlöslicheres 1,2-Diol (Abbildung 2-7), welches je nach 

Substituenten optisch aktiv sein kann. 

 

 

Abbildung 2-7 Reaktionsschema vo n Epoxid -Hydrolasen  

Epoxide können durch Epoxid-Hydrolasen mit Wasser als Nukleophil zu 1,2-Diolen gespalten werden. 

 

Die Superfamilie der Epoxid-Hydrolasen kann weiter unterteilt werden in Leukotrien A4 (LTA4)-

Hydrolasen und Ŭ/ɓ-fold-Hydrolasen, wobei letztere Gruppe aufgrund struktureller und 

katalytischer Unterschiede wiederum in Limonenepoxid-Hydrolasen (LEH) und Epoxid-

Hydrolasen aufgegliedert werden kann (Arand et al. 2003a). 

Obwohl genomische Analysen mikrobielle Epoxid-Hydrolasen ubiquitär bezeugen (van Loo et 

al. 2006; Stojanovski et al. 2020), sind Beschreibungen katabolisch involvierter Epoxid-

Hydrolasen rar. In Nocardia sp. A60 konnte Propan-1,2-diol im Zellextrakt nach Zugabe von 

1,2-Epoxypropan nachgewiesen werden (de Bont et al. 1982). Der Umsatz wurde einer nicht 

weiter charakterisierten Epoxid-Hydrolase zugeschrieben. In Corynebacterium sp. N-1074 

wurde im Zellextrakt gezeigt, dass der Abbau von 1,3-Dichlor-2-propanol zu R-3-Chlor-1,2-

propandiol über das Epoxid-Intermediat Epichlorhydrin abläuft (Nakamura et al. 1992; 
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Watanabe et al. 2015). Auch hier schrieb man die Epoxid-Spaltung einer Hydrolase zu. In 

Mycobacterium sp. ELW1 wurde der Umsatz von Isobutylenoxid zu Methylpropan-1,2-diol 

mittels Ruhezellen gezeigt und für diese Reaktion eine Epoxid-Hydrolase postuliert (Kottegoda 

et al. 2015). 

 

 

Abbildung 2-8 Epoxid -Hydrolase aus Agrobacterium tumefaciens  AD1 

Modell (pdb: 1ehy) der Kristallstruktur des Homotetramers der Epoxid-Hydrolase EchA aus 

Agrobacterium tumefaciens AD1. Monomer in gold, Kalium in violett. 

 

In Rhodococcus erythropolis DCL 14 wird bei der Mineralisierung von D-Limonen der Metabolit 

(4R)-1,2-Epoxymenth-8-en mittels LEH zum korrespondierenden Diol umgewandelt (van der 

Werf et al. 1998; van der Werf et al. 1999). Agrobacterium tumefaciens AD1 wächst auf 

Epichlorhydrin; im Zellextrakt konnte ein Umsatz von Epichlorhydrin, Epibromhydrin, Glycidol 

und Epoxypropan zu den entsprechenden Diolen gezeigt werden (van den Wijngaard et al. 

1989). Die Kristallstrukturen der LEH (pdb: 1nu3) aus Stamm DCL 14 (Arand et al. 2003b) und 

der Epichlorhydrin-Hydrolase (1ehy) aus Stamm AD1 (Nardini et al. 1999) konnten aufgelöst 
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werden. Im Folgenden wird weiter auf die Epichlorhydrin-Hydrolase aus Stamm AD1 

eingegangen. 

 

Das Enzym bildet ein Ŭ4-Homotetramer (Abbildung 2-8). Die Struktur eines Monomers kann in 

zwei Domänen aufgeteilt werden, die katalytische core-domain, bestehend aus acht 

ɓ-Strängen verbunden durch Ŭ-Helices (Ollis et al. 1992) und die cap-domain. Das aktive 

Zentrum befindet sich in einer Spalte zwischen diesen beiden Domänen. Zwei konservierte 

Tyrosin-Reste der cap-domain koordinieren das Heteroatom im Epoxidring des Substrats. In 

der core-domain befindet sich eine konservierte Triade an Aminosäuren (Asp-His-Asp/Glu), 

die für die Aktivierung des Wassermoleküls und die Öffnung des Epoxidringes zuständig ist. 

Ein konserviertes HGXP-Motiv sitzt direkt hinter dem ringöffnenden Asparaginsäure-Rest der 

Triade und soll den Enzym-Substrat-Komplex stabilisieren. In einer Zwei-Schritt Reaktion 

(Abbildung 2-9) wird zunächst eines der Kohlenstoffatome des Epoxidrings nukleophil durch 

diesen Asparaginsäure-Rest kovalent gebunden. Ein Ladungsverschiebungsnetzwerk 

bestehend aus den beiden anderen Mitgliedern der Triade, der Base Histidin und einer Säure 

(Asparagin- oder Glutaminsäure), aktiviert ein Wassermolekül und induziert so die Hydrolyse 

des Enzym-Substrat-Intermediates. 

 

 

Abbildung 2-9 Epoxidhydrolyse  

Zwei-Schritt Reaktionsmechanismus der Epoxidhydrolyse. Zwei Tyrosinreste koordinieren das Substrat 

(blau). Im ersten Schritt attackiert ein Asparaginsäure-Rest das Substrat und bildet ein kovalentes 

Enzym-Substrat-Intermediat. Im zweiten Schritt wird das Intermediat durch ein aktiviertes 

Wassermolekül (rot) hydrolysiert. Abbildung modifiziert nach van Loo und Kollegen (van Loo et al. 2006). 

 

2.4.3 Acyl -CoA-Mutasen  

Acyl-CoA-Mutasen können den Grad der Verzweigung einer Verbindung verändern und so ein 

breiteres Spektrum von Molekülen dem zentralen Metabolismus verfügbar machen. Sie 

katalysieren reversible Radikalreaktionen benachbarter Wasserstoffatome und CoA-aktivierter 
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Carboxylgruppen (Abbildung 2-10) mit Hilfe des Cofaktors Adenosylcobalamin (Vitamin B12, 

Abbildung 2-13). Das schwach kovalent gebundene Zentralion Cobalt ermöglicht eine 

homolytische Spaltung des Vitamins und die daraus resultierende Erzeugung eines Radikals 

(Marsh und Meléndez 2012). Dieses kann mit dem Substrat interagieren. Die Enzyme 

bestehen aus zwei Untereinheiten, bei der die große Untereinheit das Substrat und die kleine 

den Cofaktor koordiniert. Mit den Mutasen eng assoziiert sind GTP-abhängige Chaperone. Sie 

helfen beim korrekten Aufbau der Holo-Mutase, dienen als Schutzgruppe für die radikalischen 

Intermediate gegen oxidative Inaktivierung während der Reaktionskaskade und lösen den 

Cofaktor aus inaktiven Enzymen heraus (Padovani und Banerjee 2006; Cracan et al. 2010). 

 

 

Abbildung 2-10 Reaktionsschema der Acyl -CoA-Mutasen  

Vicinale Wasserstoffatome und CoA-aktivierte Carboxylgruppen können reversibel durch Acyl-CoA-

Mutasen getauscht werden. 

 

Acyl-CoA-Mutasen haben ein sehr enges Substratspektrum. Mit einer Ausnahme ist jeweils 

die Umwandlung nur eines Edukt-Produkt-Paares pro Enzymklasse bekannt. Die 

Methylmalonyl-CoA-Mutase MCM spielt eine Rolle im Abbau ungeradzahliger Fettsäuren, 

verzweigter Aminosäuren und in der Bereitstellung von Methylmalonyl-CoA für die Polyketid-

Synthese, indem sie Methylmalonyl-CoA und Succinyl-CoA ineinander umwandelt (Dayem et 

al. 2002). Ebenfalls für die Polyketid-Synthese relevant sind Isobutyryl-CoA und n-Butyryl-

CoA, welche von der Isobutyryl-CoA-Mutase ICM mutiert werden (Brendelberger et al. 1988). 

Die Assimilation von Acetat im Ethylmalonyl-CoA-Weg läuft über die Ethylmalonyl-CoA-

Mutase ECM ab, die R-Ethylmalonyl-CoA und S-Methylsuccinyl-CoA isomerisiert (Erb et al. 

2008). Im Abbau verzweigter Ether-Oxygenate wie ETBE und MTBE kommt die 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HCM zum Einsatz, welche 2-Hydroxyisobutyryl-CoA und 

S- bzw. R-3-Hydroxybutyryl-CoA ineinander umwandelt (Yaneva et al. 2012; Weichler et al. 

2015). Die Umwandlung von Pivalyl-CoA und Isovaleryl-CoA konnte mit einer Pivalyl-CoA-

Mutase PCM (Kitanishi et al. 2015) und der Variante einer Isobutyryl-CoA-Mutase IcmF 

demonstriert werden (Cracan und Banerjee 2012). 

Die Kristallstruktur der 2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase aus Aquincola tertiaricarbonis L108 

konnte bestimmt werden (Kurteva-Yaneva et al. 2015). Das Enzym bildet ein Ŭ2ɓ2-

Heterotetramer (Abbildung 2-11, nur das Ŭɓ-Dimer dargestellt), welches durch die zwei großen 

Untereinheiten HcmA verbunden ist. Das mechanistische Modell dieser Reaktion ist in 
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Abbildung 2-12 für das Substrat 2-HIBA-CoA veranschaulicht, ist aber allgemein gültig für die 

Umlagerung anderer Substrate (z. B. Glutamat, Methylmalonyl-CoA, Isobutyryl-CoA, 

Ethylmalonyl-CoA, Pivalyl-CoA) durch korrespondierende spezifische Mutasen (Marsh und 

Meléndez 2012). 

 

 

Abbildung 2-11 2-Hydroxyisobutyryl -CoA-Mutase HcmAB aus A. tertiaricarbonis  L108 

Modell (pdb: 4r3u) der Kristallstruktur der 2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HcmAB aus 

A. tertiaricarbonis L108. Ŭɓ-Dimer des Ŭ2ɓ2-Heterotetramers. HcmA in grün, HcmB in rot, 

Adenosylcobalamin in türkis, 3-Hydroxybutyryl-CoA in blau. 

 

Die kleine Untereinheit HcmB bindet Adenosylcob(III)alamin und bietet es der großen 

Untereinheit HcmA dar. Mittels Homolyse wird aus dem Vitamin ein Adenosylradikal (Ado) 

geschaffen, welches an HcmA bindet, während der Corrin-Ring mit HcmB verbunden bleibt. 

Dieses Radikal abstrahiert und inkorporiert ein Wasserstoffatom des an HcmA gebundenen 

Substrates 2-HIBA-CoA, wodurch ein Substratradikal sowie ein hydriertes Adenosyl-Molekül 

erzeugt werden. Die CoA-aktivierte Carbonylgruppe des Substrats erfährt eine 1,2-

Umlagerung durch HcmA; es entsteht ein lineares Produktradikal. Dieses abstrahiert nun 

wieder ein Wasserstoffatom des hydrierten Adenosyl-Moleküls und bildet so das finale Produkt 

3-HBA-CoA sowie ein neues Adenosylradikal, welches wieder mit dem Cob(II)alamin 
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rekombiniert und sich von HcmB löst. Das Vitamin kann in einem nächsten Zyklus 

wiederverwendet werden (Marsh und Meléndez 2012). Die Umlagerung findet nicht mit der 

freien Säure statt. Die katalysierten Reaktionen sind reversibel, das in vitro Gleichgewicht liegt 

auf der Seite des Substrats (Yaneva et al. 2012). 

 

 

Abbildung 2-12 Reaktionsschema der 2 -Hydroxyisobutyryl -CoA-Mutase  

Radikalische, Vitamin B12-abhängige Linearisierung von 2-HIBA zu 3-HBA und Adenosylcobalamin-

Zyklus. Die zu bewegende CoA-aktivierte Carboxylgruppe ist in rot, die zu bewegenden 

Wasserstoffatome in grün und violett dargestellt. Die beteiligten Untereinheiten sind in Ovalen 

eingefasst, Co(x) im Rhomboid stellt den planaren Corrinring mit dem Cobaltion im jeweiligen 

Oxidationszustand dar. HcmB bindet Adenosylcobalamin, welches von HcmA und HcmB durch 

Homolyse gespalten wird. HcmA bindet das Substrat und das Adenosyl-Radikal (Ado), abstrahiert 

Wasserstoff (H) und mutiert das Substrat. Abbildung modifiziert nach Marsh und Meléndez (Marsh und 

Meléndez 2012). 

 

2.4.4 Synthese von Adenosylc obalamin  

Adenosylcobalamin (AdoCbl) ist ein essenzielles Coenzym für Acyl-CoA Mutasen, welche 

vicinale Wasserstoffatome und CoA-aktivierte Carboxylgruppen reversibel tauschen können 

(Abschnitt 2.4.3). Es ist dasjenige Vitamin mit der größten Molekülstruktur, bestehend aus 

einem Cobalt-chelatierenden Corrin sowie einem Dimethylbenzimidazolribonucleotid- und 

einem Adenosyl-Liganden (Abbildung 2-13). Letzterer wird bei der Mutasereaktion radikalisch 

abgespalten. 
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Drei bakterielle Synthesewege sind hierfür beschrieben (Fang et al. 2017), die de novo-

Synthese, welche es in einer aeroben sowie einer anaeroben Variante gibt sowie der 

sogenannte salvage-Weg (Abbildung 2-14). Letzterer erfordert eine externe Cobinamid-Quelle 

sowie einen entsprechenden ABC-Transporter, wohingegen der Porphyrin-Ring bei den de 

novo-Wegen aus 5-Aminolaevulinat synthetisiert wird. Die de novo-Synthese kann entweder 

über den C4- oder den C5-Weg eingeleitet werden, wobei die Vorstufe 5-Aminolaevulinat 

entweder aus Glutamat (C5) oder Succinyl-CoA (C4) in Kombination mit Glycin synthetisiert 

wird. 

 

 

Abbildung 2-13 Adenosylcobalamin  

Adenosylcobalamin ist das Vitamin mit der größten Molekülstruktur. Im Zentrum steht ein Corrin, ein 

Cobalt-chelatierender Tetrapyrrol-Ring. Dieser ist mit einem Propionsäure-Rest sowie mehreren 

Methyl-, Acetamid- und Propionamid-Resten substituiert. Am Propionsäure-Rest ist über einen Amino-

2-propanol-Linker ein 5,6-Dimethylbenzimidazolribonucleotid verbunden, welches mit dem freien 

Stickstoffatom des Imidazol-Ringes das Cobalt-Ion von der Unterseite des Corrins mit chelatiert. Der 

namengebende Adenosyl-Rest befindet sich oberhalb des Corrins und ist mit dem Cobalt-Ion kovalent 

verknüpft. Diese Bindung wird bei der Mutasereaktion radikalisch gespalten. Abbildung gemäß Hodgkin 

und Kollegen (Hodgkin et al. 1957). 

 

Zwei Moleküle 5-Aminolaevulinat werden zu Porphobilinogen kondensiert, wovon wiederum 

vier Moleküle polymerisiert und zu Uroporphyrinogen III zyklisiert werden. Es erfolgen 

schrittweise acht Methylierungsreaktionen des Ringes sowie die Ringverkürzung zum Corrin-

Gerüst. Anschließend werden zwei Carboxylreste amidisiert. Das Cobalt-Ion wird nun in den 

Corrin-Ring eingebracht und der Adenosin-Ligand damit verknüpft. Alle bis auf einen 

Carboxylrest werden amidisiert. Am verbliebenen freien Propionsäure-Rest wird ein Amino-2-
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propanol-Linker angehängt, dessen Hydroxygruppe phosphoryliert und danach über GTP 

aktiviert wird. In einem Nebenweg wird aus einem Molekül Flavinmononukleotid das Ŭ-Ribazol-

5ô-phosphat synthetisiert sowie mit dem Adenosylcobinamid-GDP verbunden. Im 

abschließenden Schritt chelatiert das freie Stickstoffatom des Imidazol-Ringes mit dem Cobalt-

Ion, und der Phosphatrest an der 5ô-Position wird entfernt. 

 

 

Abbildung 2-14 Syntheseweg von Adenosylcobalamin  

Vereinfachte Darstellung des aeroben de novo-Synthesewegs von Adenosylcobalamin inklusive der C4- 

und C5-Wege der 5-Aminolaevulinat-Synthese. Fließschema gemäß Fang und Kollegen (Fang et al. 

2017). 

 

2.4.5 Abbau von MP, strukturanaloger Stoffe  und möglicher Metabolite  

Es sind verschiedene Bakterien beschrieben, die MP oxidieren können oder mit deren 

Zellextrakt eine Transformation des Stoffes gezeigt werden konnte (Abschnitt 2.4.5.1). Jedoch 

ist bisher nur ein einziger Stamm bekannt, der MP als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle 

nutzen kann. Der entsprechende Abbauweg wurde basierend auf der Analyse von Metaboliten 

im Medium und Wachstum des Stammes auf diesen Metaboliten postuliert (Abschnitt 2.4.5.6). 
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Aufbauend auf Abbildung 2-1 werden Oxidationsschritte und Abbauwege vorgestellt, welche 

strukturanaloge Stoffe oder mögliche Metabolite behandeln. Diese können in Gänze oder in 

Teilen für MP anwendbar sein. 

 

2.4.5.1 Oxidation von M ethyl propen  

Die initiale Oxidation von MP gibt die Folgeschritte des Abbauweges vor (Abbildung 2-1). 

Sowohl die Monohydroxylierung zu 2-Methylprop-2-en-1-ol als auch die Epoxidierung zu 1,2-

Epoxy-2-methylpropan konnten gezeigt werden. 

In einem Ruhezellen-Ansatz mit E. coli JM109 pIP107D konnte nach 20 Stunden Inkubation 

der terminale Alkohol per GC-MS nachgewiesen werden. Der Beweis erfolgte sowohl per 

Abgleich der Retentionszeit mit einem Standard als auch über das Massenspektrum (Takami 

et al. 1999). Das eingesetzte Plasmid trägt die Gene für die Cumen-Dioxygenase 

(cumA1A2orf3A3A4) aus Pseudomonas fluorescens IP01 (Aoki et al. 1996). 

Der Autorengruppe um Takami gelang ebenfalls in einem Ruhezellen-Ansatz mit E. coli pAU96 

die Transformation zu 1,2-Epoxy-2-methylpropan. Das dort eingesetzte Plasmid trägt die Gene 

für die Dimethylsulfid-Monooxygenase (dsoABCDEF) aus Acinetobacter sp. 20B (Horinouchi 

et al. 1997). 

In der löslichen Fraktion von Zellextrakten des Methanotrophen Methylobacterium sp. CRL-26 

(Patel et al. 1982) und des Propan-Abbauers Brevibacterium sp. CRL56 (Hou et al. 1983) 

wurde nach NADH-Umsatzversuch mit MP das Epoxid per GC-FID im Vergleich der 

Retentionszeiten mit Standards detektiert. Im Falle des Stammes CRL-26 wurde diese 

Transformation einer löslichen Methan-Monooxygenase zugeschrieben. 

Ruhezellen des Propen-Abbauers X. autotrophicus Py2 (Ensign 1996) sowie Ethen-Abbauers 

Nocardioides sp. JS614 (Owens et al. 2009) waren in der Lage, MP zu epoxidieren. Bei Stamm 

Py2 wurde das Produkt in der Flüssigphase, bei Stamm JS614 im Gasraum, jeweils mittels 

GC-FID, nachgewiesen. Der Umsatz wurde der Propen-Monooxygenase XamoABCDEF bzw. 

der Ethen-Monooxygenase EtnABCD zugeschrieben. 

 

2.4.5.2 Aerober Abbau von L-Valin  

L-Valin ist neben L-Leucin und L-Isoleucin eine der drei verzweigten proteinogenen 

Aminosäuren. Identische Abbauwege existieren mit wenigen Ausnahmen (E. coli, 

S. cerevisiae Ÿ Stickland-Gärung und Abbauweg nach Ehrlich) in allen Lebewesen; die 

meisten Untersuchungen bei Prokaryoten wurden jedoch an Bacillus sp. und Pseudomonas 

sp. durchgeführt (Norton und Sokatch 1970; Namba et al. 1969; Bannerjee et al. 1970). Die 

ersten drei Schritte erfolgen für alle verzweigten Aminosäuren gleichermaßen: Initial wird 

mittels Aminotransferase eine Transaminierung durchgeführt, bei der die Aminogruppe auf 

Ŭ-Ketoglutarat übertragen wird (Abbildung 2-15). Die entstehende Ŭ-Ketosäure wird von einem 
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spezifischen Dehydrogenase-Komplex (Decarboxylase f¿r verzweigtkettige Ŭ-Ketosäuren 

(E1), Lipoamid-Acyltransferase (E2), Lipoamid-Dehydrogenase (E3)) decarboxyliert und die 

Ŭ-Ketocarbonsäure mit Coenzym A aktiviert. Neben letzterem werden die Cofaktoren TPP, 

Liponsäure, FAD und NAD benötigt. Das verzweigte Acyl-CoA wird analog der Reaktion zum 

ersten Schritt der ɓ-Oxidation durch eine Acyl-CoA-Dehydrogenase dehydriert; beim L-Valin-

Abbau entsteht Methacrylyl-CoA. Eine mögliche Hydroxylierung von Methylpropen und weitere 

Oxidation würden 2-Methylprop-2-en-1-ol und Methacrylsäure ergeben, welche nach CoA-

Aktivierung in den L-Valin-Abbau einmünden könnte (Abbildung 2-1). 

Die folgenden Schritte sind L-Valin-spezifisch: Eine Enoyl-CoA Hydratase addiert Wasser 

endständig. Es entsteht 3-Hydroxy-Isobutanoyl-CoA. Der Thioester wird anschließend durch 

eine Hydrolase zur freien Säure gespalten, welche in einem Folgeschritt zu S-Methylmalonat-

Semialdehyd dehydriert wird. In einer weiteren oxidativen Decarboxylierung wird das 

Semialdehyd durch die Methylmalonat-Semialdehyd-Dehydrogenase MMSD in CO2 und 

Propanoyl-CoA gespalten. Propanoyl-CoA kann nach Carboxylierung und der Vitamin B12-

abhängigen Linearisierung durch die Methylmalonyl-CoA-Mutase MCM als Succinyl-CoA in 

den Zitronensäurezyklus eingehen (Massey et al. 1976). 

 

 

Abbildung 2-15 Aerober Abbau von L-Valin  

Aerober Abbauweg der verzweigten Aminosäure L-Valin zu Propionyl-CoA nach Massey und Kollegen 

(Massey et al. 1976). Eine mögliche Hydroxylierung von Methylpropen und weitere Oxidation würden 

2-Methylprop-2-en-1-ol und Methacrylsäure ergeben (Abbildung 2-1), die nach CoA-Aktivierung in den 

L-Valin-Abbau einmünden könnte. 

 

2.4.5.3 Aerober Abbau von Ethen, Vinylchlorid, Propen  

Kurzkettige 1-Alkene sind wichtige Industriegase, von denen Ethen auch natürlicherweise von 

Pflanzen produziert wird. Als Phytohormon dient es der Blütenausbildung und Fruchtreifung, 

des Blattabwurfs sowie als Signalstoff zwischen Individuen zur Giftstoffproduktion bei 

Schädlingsbefall oder Verwundung. 
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1-Alkene können von verschiedenen Bakterien mineralisiert werden, u.a. von solchen, die aus 

Boden: Nocardioides sp. JS614, Gordonia rubripertincta B-276, aus Wasser: Xanthobacter 

autotrophicus Py2, aus Süßwassersediment: Mycobacterium chubuense NBB4, aus 

Grundwasser: Mycolicibacterium rhodesiae JS60, und aus Belebtschlamm: Pseudomonas 

aeruginosa MF1 isoliert wurden (Furuhashi et al. 1981; van Ginkel und Bont 1986; Verce et al. 

2000; Coleman et al. 2002; Coleman et al. 2006). So wurde beispielsweise Nocardioides sp. 

JS614 auf Ethen aus Boden einer Industrieanlage isoliert und kann Vinylchlorid sowie 

Vinylfluorid als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen (Coleman et al. 2002). Unter 

Supplementierung von Ethenoxid ist ein Wachstum auf Propen und für einen kurzen Zeitraum 

auch auf 1-Buten möglich. Während das Wachstum auf Ethen unabhängig von der 

Anwesenheit von CO2 stattfand, war bei CO2-freier Atmosphäre kein Wachstum auf Propen zu 

verzeichnen (Taylor et al. 2010). Nicht alle beschriebenen Mikroorganismen weisen dieses 

Substratspektrum auf. Mycolicibacterium rhodesiae JS60 kann ebenfalls Ethen und 

Vinylchlorid mineralisieren, nicht jedoch Propen (Coleman und Spain 2003b). In Gordonia 

rubripertincta B-276 und Xanthobacter autotrophicus Py2 wurde verstärkt der Propen-Abbau 

untersucht. Stamm B-276 kann ebenfalls u.a. auf Ethen und 1-Buten wachsen, Py2 auf Ethen 

(Furuhashi et al. 1981; van Ginkel und Bont 1986). 

Der Abbau von 1-Alkenen beginnt mit einer Monooxygenasereaktion an der Doppelbindung; 

es werden entsprechende Epoxide erzeugt (Abbildung 2-17). Im Falle von Propen entsteht ein 

Racemat an L- und D-Epoxypropan. Die Ringöffnung des Epoxids wird durch die Addition von 

Coenzym M (CoM) durch eine Zink-abhängige Epoxyalkan-CoM-Transferase (EaCoMT) 

erreicht. Diese akzeptiert beide Epoxypropan-Isomere. War Vinylchlorid das ursprüngliche 

Substrat, geht die Chloridgruppe spontan ab; es entsteht ein Aldehyd-CoM-Konjugat. Wurde 

Ethen oxidiert, wird der endständige Alkohol durch eine Dehydrogenase zum 

korrespondierenden Aldehyd oxidiert. Beide Male unterläuft das Aldehyd einen weiteren 

Dehydrogenase-katalysierten Oxidationsschritt zur entsprechenden Säure. Eine 

carboxylierende 2-Oxoethyl-CoM-Reduktase reduziert die Thioether-Bindung, setzt somit den 

CoM-Rest frei und carboxyliert das Carbanion zur Malonylsäure. Diese kann im zentralen 

Metabolismus verwertet werden. 

Bei der Propenoxidation werden die 2-Hydroxypropyl-CoM-Enantiomere jeweils durch eine 

spezifische Dehydrogenase zum nicht chiralen 2-Ketopropyl-CoM oxidiert. Der nächste Schritt 

läuft analog zur Ethenoxidation ab: Eine 2-Oxopropyl-CoM-Reduktase erzeugt Acetoacetat, 

welches nach CoA-Aktivierung in zwei Acetyl-CoA Moleküle gespalten werden kann. 
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Abbildung 2-16 Ethen -Monooxygenase -Operonstruktur in Nocar dioides  sp. JS614  

etnABCD: Ethen-Monooxygenase (CP000508.1), etnE: Epoxyalkan-CoM-Transferase, 

Dehydrogenase: Alkohol/Aldehyd-Dehydrogenase, Reduktase: 2-Oxoalkyl-CoM-Reduktase, 

<> Abstand nicht maßstabsgetreu. 

 

Die Gene für den Abbau von Ethen liegen in Nocardioides sp. JS614 auf einem linearen 

Megaplasmid vor (Abbildung 2-16). Nach Entfernung desselben konnte der Stamm nicht mehr 

auf Ethen und VC wachsen. Die Aktivität der Ethen-Monooxygenase EtnABCD sowie der 

EaCoMT EtnE konnte im Rohextrakt gezeigt werden. Gene für die beiden Enzyme liegen in 

einem Operon organisiert zusammen mit einer CoA-Transferase, Acyl-CoA-Synthetase, 

Dehydrogenase und Reduktase vor (Mattes et al. 2005). Die Ergebnisse konnten später mittels 

 

 

Abbildung 2-17 Aerober Abbau von kurzkettigen Alkenen  

Aerober Abbau von Ethen/Propen/Vinylchlorid (Chuang und Mattes 2007; Broberg und Clark 2010). Das 

Alken wird durch eine Monooxygenase epoxidiert und der Ring mittels CoM-Transferase geöffnet. War 

Vinylchlorid (VC) das ursprüngliche Substrat, geht die Chloridgruppe spontan ab. Es entsteht ein 

Aldehyd-CoM-Konjugat, welches im Falle der Oxidation von Ethen durch eine Dehydrogenase erzeugt 

wird. Beide Male unterläuft das Aldehyd einen weiteren Dehydrogenase-katalysierten Schritt zur 

entsprechenden Säure. Der CoM-Rest wird anschließend durch eine Reduktion entfernt und das 

Carbanion zur Malonylsäure carboxyliert. 

Das bei der Propen-Oxidation entstehende 2-Ketopropyl-CoM wird zu Acetoessigsäure carboxyliert und 

nach CoA-Aktivierung in zwei Acetyl-CoA gespalten. 
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Peptidmassen Fingerprint in einer differenziellen SDS-PAGE (Ethen, VC, Ethenoxid gegen 

Acetat) verifiziert und verfeinert werden (Chuang und Mattes 2007). 

Auch in den Propen-abbauenden Stämmen B-276 und Py2 liegen die entsprechenden Gene 

für den Abbau jeweils auf einem Megaplasmid (Saeki et al. 1999; Krum und Ensign 2001). 

Sowohl die Propen-Monooxygenasen XamoABCDEF (Py2) und AmoABCD (B-276) als auch 

die beiden EaCoMT wurden heterolog funktional exprimiert (Zhou et al. 1999; Smith et al. 

1999; Krum und Ensign 2001). Im Rohextrakt von Stamm B-276 konnte eine CO2-, NAD- sowie 

Dithiothreitol-abhängige Konversion von Epoxypropan zu Acetoacetat gezeigt werden (Allen, 

1998). 

 

2.4.5.4 Aerober Abbau von Isopren  

Isopren wird von vielen Pflanzen produziert und hat mit 5 ẗ 108 Mg/a den drittgrößten Anteil an 

in die Atmosphäre entweichendem Kohlenstoff (Guenther et al. 2012). Eine Vielzahl an 

Mikroorganismen unterschiedlicher Gattungen, welche Isopren als alleinige Kohlenstoff- und 

Energiequelle nutzen können, konnte aus verschiedenen Umweltkompartimenten isoliert 

werden, z. B. Frischwassersediment: Rhodococcus sp. AD45, Micrococcus sp. i61b, Blätter: 

Rhodococcus sp. ACPA4, Sphingopyxis sp. OPL5, Boden: Ramlibacter sp. WS9, Variovorax 

sp. WS11, Meerwasser: Gordonia sp. i37, Mycobacterium sp. AT1 (van Hylckama Vlieg et al. 

1998; Alvarez et al. 2009; Johnston et al. 2017; Crombie et al. 2017; Larke-Mejía et al. 2019). 

Ihnen gemein ist ein einziger, jedoch bisher nicht vollständig aufgeklärter Abbauweg. Weder 

Archaeen oder Pilze, noch Anaerobier, die Isopren abbauen können, sind bis dato bekannt 

(McGenity et al. 2018).  

In den aeroben Bakterien wird Isopren initial von einer löslichen di-Eisen-Monooxygenase 

unter Verbrauch von NADH an der Doppelbindung von Kohlenstoff 2 und 4 attackiert 

(Abbildung 2-19). Das gebildete Epoxid wird mittels einer Glutathion-S-Transferase geöffnet 

und mit Glutathion konjugiert; es entsteht 2-(Glutathion-S-yl)-2-methylbut-3-en-1-ol. Glutathion 

als essenzieller Cofaktor konnte ausgemacht und das Konjugat per NMR-Spektroskopie 

identifiziert werden (van Hylckama Vlieg et al. 1998; van Hylckama Vlieg et al. 1999). Der 

Alkohol-Rest wird anschließend von einer Dehydrogenase unter Regeneration von NAD zur 

Carbonsäure oxidiert (van Hylckama Vlieg et al. 1999). Die weiteren Schritte sind unbekannt. 

Es wird vermutet, dass zunächst der Säurerest CoA-aktiviert, der Glutathionyl-Rest 

abgespalten wird und dann das entstehende chirale Produkt, vorzugsweise (2S)-

Methylbutanoyl-CoA, in den L-Isoleucin-Abbau einfließt (Dawson et al. 2022).  

Die für die bekannten Schritte notwendigen Gene liegen auf einem Megaplasmid in einem 

konservierten Cluster vor (Abbildung 2-18), erstmals identifiziert im Stamm Rhodococcus sp. 

AD45. Upstream der Isopren-Monooxygenase (isoABCDEF) liegen die Gene für die 

Transferase (isoI) und Dehydrogenase (isoH) (van Hylckama Vlieg et al. 2000). 
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Abbildung 2-18 iso -Operonstruktur in Rhodococcus  sp. A D45 

gshAB: Glutathion-Synthase, isoABCDEF: Isopren-Monooxygenase (JYOP01000009), isoJ: 

unbekannte Funktion, isoI: Glutathion-S-Transferase, isoH: Dehydrogenase, isoG: CoA-Ligase. 

 

IsoA, IsoE, IsoF, GshB, IsoJ, IsoI, und IsoH konnten per Peptidmassen Fingerprint in einer 

differenziellen SDS-PAGE (Isopren gegen Succinat) identifiziert werden. Ein Knock-out von 

IsoA sowie die Entfernung des Megaplasmids führten dazu, dass Stamm AD45 nicht mehr auf 

Isopren wuchs. Die durch Isopren sowie Epoxyisopren induzierte Gene isoGHIJABCDEF 

konnten per Transkriptom-Analyse bestätigt werden (Crombie et al. 2015). 

 

 

Abbildung 2-19 Aerober Abbau von Isopren  

Partiell aufgeklärter aerober Abbauweg von Isopren nach van Hylckama Vlieg und Kollegen (van 

Hylckama Vlieg et al. 1998). Eine Monooxygenase epoxidiert die Doppelbindung der Kohlenstoffatome 

2 und 4, der Epoxidring wird mittels Glutathion-Transferase geöffnet. Der Alkohol-Rest wird zur Säure 

oxidiert. Die weiteren Schritte sind unbekannt. 

 

Kürzlich konnte der Stamm Alcaligenes sp. 13f auf Isopren als alleiniger Kohlenstoff- und 

Energiequelle isoliert werden; sein Genom beinhaltet weder die typische Isopren-

Monooxygenase noch die Glutathion-Transferase (Uttarotai et al. 2022). Untersuchungen zu 

einem neuartigen Isopren-Abbauweg stehen aus. 

 

2.4.5.5 Aerober Abbau von tert -Butanol  

MTBE und ETBE lösten in den 1990er Jahren Tetraethylblei als Klopfschutzmittel in 

Ottokraftstoffen ab. Seither kam es zu Tankleckagen, woraufhin die Etherverbindungen 

quantitativ in die Umwelt eingetragen wurden. Dies förderte die Erforschung der Abbauwege, 
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wobei tert-Butanol als zentraler Metabolit ausgemacht wurde. Mehrere Bakterienstämme 

wurden isoliert, welche diese Etherverbindungen sowie tert-BuOH mineralisieren: Methylibium 

petroleiphilum PM1 aus einem Kompost-Biofilter (Hanson et al. 1999), Aquincola 

tertiaricarbonis L108 aus Grundwasser einer MTBE-kontaminierten Industriefläche 

(Rohwerder et al. 2006), Burkholderia cepacia CIP I-2052, Mycobacterium austroafricanum 

IFP 2012 sowie Aquincola tertiaricarbonis TBA200 je aus Belebtschlamm einer kommunalen 

Kläranlage (Piveteau et al. 2001; François et al. 2002; Dobslaw et al. 2019), Hydrogenophaga 

flava ENV 735 aus einer MTBE-Anreicherung (Steffan et al. 2000) und Mycobacterium 

austroafricanum TBA100 aus Filtermaterial eines Biotrickling-Filters für ein Abluftgemisch aus 

Aceton und tert-Butanol (Dobslaw et al. 2019). 

tert-Butanol wird zunächst durch eine Monooxygenase-Reaktion zu 2-Methylpropan-1,2-diol 

hydroxyliert. In den Stämmen PM1 und L108 wird dies von einer Rieske-Monooxygenase 

MdpJK, im Stamm IFP 2012 von einer AlkB-Oxygenase durchgeführt. Der Nachweis in Stamm 

PM1 erfolgte mittels Transkriptomanalyse, in L108 durch 2D-Protein-Gelelektrophorese sowie 

Peptidmassen Fingerprint und in Stamm IFP 2012 mittels Southern Blot Hybridisierung und 

RT-PCR (Hristova et al. 2007; Schäfer et al. 2007; Lopes Ferreira et al. 2007). Ebenfalls in 

Stamm IFP 2012 konnten nachfolgende Oxidationsschritte ausgehend vom Diol über 

2-Hydroxyisobutyraldehyd (2-HIBAL) zu 2-Hydroxyisobuttersäure (2-HIBA) aufgedeckt 

werden. Die beteiligte Alkohol-Dehydrogenase MpdB wurde als Flavoprotein aus der Familie 

der Glucose-Methanol-Cholin Oxidoreduktasen identifiziert. Die Aldehyd-Dehydrogenase 

MpdC katalysiert den nachfolgenden Schritt zur Säure. Beide Enzyme konnten mittels 

Peptidmassen Fingerprint von prominenten Banden aus einer differenziellen SDS-PAGE 

identifiziert werden. Mit den abgeleiteten Nukleotidsequenzen konnten die dafür codierenden 

Gene erfasst und heterolog funktional exprimiert werden (Ferreira et al. 2006). In 

Mycobacterium vaccae JOB5 konnte im Medium Hydroxyaceton detektiert werden, worauf die 

Decarboxylierung von 2-HIBA zu CO2 und 2-Propanol mit anschließender Oxidation des 

sekundären Alkohols zu Aceton und Hydroxyaceton postuliert wurde (Steffan et al. 1997). Ein 

Beweis dafür steht bisher jedoch aus. In Stamm L108 wurde gezeigt, dass 2-HIBA durch eine 

Mutasereaktion linearisiert wird (Rohwerder et al. 2006). Hierzu muss zunächst die Säure 

mittels Coenzym A-Ligase HCL aktiviert werden, was durch Knock-out sowie eine in vitro 

Reaktion des gereinigten Enzyms bewiesen wurde (Zahn et al. 2019). Der Thioester kann 

anschließend in Abhängigkeit von Cobalamin (Vitamin B12) radikalisch durch die 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HcmAB zu S-3-Hydroxybutyryl-CoA ungeformt werden; der 

Beweis dafür erfolgte ebenfalls über einen Knock-out der Ŭ-Untereinheit (Yaneva et al. 2012). 

Per Auswertung einer Transkriptomanalyse wurden die finalen Schritte des Abbauweges in 

PM1 postuliert. So waren eine 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase sowie eine Acetyl-CoA-

Acetyltransferase hochreguliert, die entsprechend für die Dehydrogenierung von 3-HBA-CoA 
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zu Acetoacetyl-CoA und dessen Spaltung in zwei Acetyl-CoA zugeordnet wurden (Hristova et 

al. 2007).  

Die Gene für die am Abbau beteiligten Enzyme sind in Stamm PM1 (Abbildung 4-1) sowohl 

chromosomal als auch auf einem Megaplasmid zu verorten (Hristova et al. 2007). Zur 

Lokalisation entsprechender Gene in den Stämmen L108 und IFP 2012 liegen keine 

Informationen vor. 

 

 

Abbildung 2-20 Aerober Abbau von tert -Butanol  

Aerober Abbauweg von tert-Butanol nach Hristova und Kollegen (Hristova et al. 2007). Nach 

Monooxygenierung zu einem Diol wird der endständige Alkohol-Rest zur Säure oxidiert, CoA-aktiviert 

und das verzweigte Molekül in einer Mutase-Reaktion linearisiert. Nach Dehydrogenierung des 

verbleibenden Alkohol-Restes wird das Molekül in zwei Acetyl-CoA gespalten. 

 

2.4.5.6 Aerober Abbau von M ethylpropen  

Methylpropen (MP) ist das Kernsubstrat dieser Arbeit. Bakterienstämme wurden in der 

Vergangenheit bezüglich des Wachstums auf MP hin untersucht, jedoch nur Mycobacterium 

sp. ELW1 kann das Substrat als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen. Stamm ELW1 wurde 

aus Sediment eines Baches isoliert. Aus Untersuchungen mit potenziellen Metaboliten und 

Supplementen wurde ein Abbauweg postuliert. Wie bei den bisher vorgestellten Abbauwegen 

zu Alkenen (Abschnitte 2.4.5.3 und 2.4.5.4) initiiert auch hier vermutlich eine Alken-

Monooxygenase diesen. Es entsteht zunächst 1,2-Epoxy-2-methylpropan. Mehrere 

Möglichkeiten der Ringöffnung sind denkbar, z. B. eine Konjugation mit Coenzym M oder 

Glutathion (analog dem Alken- bzw. Isopren-Abbau) sowie eine Hydrolyse (Abbildung 2-1). 

Stamm ELW1 hydrolysiert das Epoxid zu 2-Methylpropan-1,2-diol. Die übrigen Schritte 
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verlaufen mutmaßlich wie für den Abbau von tert-Butanol (Abschnitt 2.4.5.5) beschrieben 

(Kottegoda et al. 2015). 

Ein Wachstum konnte auf den postulierten Metaboliten Epoxymethylpropan, 2-Methylpropan-

1,2-diol, 2-HIBA und 3-HBA, sowie die Produktion und der Verbrauch des Diols und der Säuren 

über die Zeit nach Zugabe von Epoxymethylpropan mit auf MP gewachsenen Ruhezellen 

mittels GC-FID gezeigt werden. Die Monooxygenase wurde durch für diesen MO-Typ 

erfolgreiche charakteristische Inhibition durch Octin als Alken-Monooxygenase identifiziert. Im 

Ruhezellenversuch konnte hier keine MP-Abnahme gemessen werden. Epoxymethylpropan 

als postulierter erster Metabolit im Abbauweg konnte in keinem der Versuche nachgewiesen 

werden, jedoch erfolgte die Oxidation von Ethen zu Ethenoxid mit entsprechendem 

analytischem Nachweis. Die Involvierung einer Hydrolase als Ringöffner wurde angenommen, 

da Epoxymethylpropan von Ruhezellen stöchiometrisch zum Diol umgesetzt wird und nach 

Zugabe des Coenzym M-Analogons und EaCoMT-Inhibitors 2-Bromethansulfonsäure keine 

Änderung der Umsatzkinetik feststellbar war. In Cobalt-defizitärem Medium war kein 

Wachstum auf MP, Epoxymethylpropan, 2-Methylpropan-1,2-diol und 2-HIBA möglich, wohl 

aber auf 3-HBA. Daraus wurde geschlossen, dass 2-HIBA von einer Cobalt-abhängigen 

Mutase zu 3-HBA linearisiert wird (Kottegoda et al. 2015). 

Eine dem Stamm zugeordnete Plasmidsequenz (CP032156) ist in der NCBI nucleotide 

database eingetragen. Sie beinhaltet mögliche Abbaugene; jedoch existiert dazu bisher keine 

Publikation in der Fachliteratur. Die Sequenz wird im Abschnitt 4.5.7 diskutiert. 

 

 

Abbildung 2-21 Aerober Abbau von M ethylpropen  

Aerober Abbauweg nach Kottegoda und Kollegen (Kottegoda et al. 2015). Der durch eine 

Monooxygenase erzeugte Epoxidring wird hydrolytisch zum Diol gespalten, welches analog zum Abbau 

von tert-Butanol zu zwei Acetyl-CoA transformiert wird. 
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2.4.5.7 Aerober Abbau  von 2-HIBA bzw. 1,2-MPD 

Die Mineralisierung von 2-HIBA ist bekannt aus dem Abbau der Ether ETBE/MTBE sowie 

deren Abbauprodukt tert-Butanol und folgt nach CoA-Aktivierung einer Mutase-katalysierten 

Linearisierung des Kohlenstoffgerüsts (Abschnitt 2.4.5.5). Der Stamm Actinomycetospora 

chiangmaiensis DSM 45062 kann sowohl auf 2-HIBA als auch seinem Vorprodukt 

2-Methylpropan-1,2-diol wachsen. Entgegen des bekannten Abbauweges für tert-Butanol wird 

hier die aktivierte Säure durch eine Thiamin-Pyrophosphat-(TPP)-abhängige Lyase gespalten 

(Rohwerder et al. 2020). Als Produkte entstehen Aceton und Formyl-CoA, wobei Aceton 

wahrscheinlich weiter über Acetol und Methylglyoxal zu Pyruvat ï und diese Carbonsäure 

weiter zu CO2 ï oxidiert wird (Abbildung 2-22). 

In A. chiangmaiensis DSM 45062 konnten alle Metabolite mittels HPLC-RI, GC-FID oder GC-

MS nachgewiesen werden. Die Gene für die beteiligten Enzyme ï TPP-Lyase, 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Ligase HCL, 2-Methyl-propan-1,2-diol-Dehydrogenase MdpB und 

Aldehyd-Dehydrogenase MdpC ï befinden sich in einem Cluster, während die Gene für die 

Aceton-Monooxygenase und die Dehydrogenasen nicht gruppiert auftreten. 

 

 

Abbildung 2-22 Aerober Abbau von 2-Methylpropan -1,2-diol / 2-HIBA 

Aerober Abbauweg von 2-Methylpropan-1,2-diol bzw. 2-HIBA nach Rohwerder und Kollegen 

(Rohwerder et al. 2020). Das Diol wird analog zu den Abbauwegen von tert-Butanol und MP zur 

korrespondierenden Säure oxidiert sowie CoA-aktiviert. Anstelle einer Mutierung wird das Molekül in 

einer Thiamin-Pyrophosphat-abhängigen Reaktion zu Aceton und Formyl-CoA gespalten. Die Produkte 

werden jeweils zu Pyruvat bzw. CO2 oxidiert. 

 

Über die heterologe Expression des Lyase-Gens in E. coli konnte eine entsprechende Aktivität 

bezüglich der Spaltung von 2-HIBA-CoA gezeigt werden. Die Zugabe von TPP zu den 

Rohextrakten von Wildtyp bzw. Expressionswirt konnte den Umsatz von 2-HIBA steigern. Die 

Kristallstruktur der Lyase konnte ebenfalls aufgeklärt werden (Zahn et al. 2022). Die Zugabe 
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von Selenit zum Medium verringerte die Akkumulation von Formiat, was außer über die 

Gensequenz auf eine Selenocystein-haltige Formiat-Dehydrogenase schließen lässt. Das auf 

2-HIBA induzierte Proteom zeigte eine starke Häufigkeit des Lyase-Clusters, während das auf 

Aceton induzierte Proteom kaum Proteine daraus enthielt. Beide Proteome enthielten große 

Mengen einer löslichen di-Eisen-Monooxygenase, welche vermutlich die Oxidation des 

Metaboliten Aceton katalysiert und homolog zu den Aceton-Monooxygenasen von 

Mycolicibacterium goodii 12523 und Mycolicibacterium smegmatis MC2 155 ist (Rohwerder et 

al. 2020). 

 

2.4.5.8 Anaerober Abbau von Aceton  

Die Sulfat-reduzierenden Bakterien Desulfococcus biacutus, Desulfotomaculum arcticum und 

Desulfotomaculum geothermicum gehen den von Actinomycetospora chiangmaiensis DSM 

45062 durchgeführten Abbauweg von der anderen Seite an (Abbildung 2-23). Sie können auf 

2-Propanol, Aceton, Butanon, 2-Pentanon und 3-Pentanon als Kohlenstoffquelle wachsen 

(Frey et al. 2018; Frey et al. 2021b; Frey et al. 2021a). Die Ketone werden zusammen mit 

Formyl-CoA in einer postulierten, Thiamin-Pyrophosphat-abhängigen Reaktion zu den 

korrespondierenden CoA-aktivierten tertiären Carbonsäuren kondensiert. Im Falle von Aceton 

entsteht 2-HIBA-CoA. Analog zum Abbauweg von tert-Butanol wird in einer Vitamin B12ï

abhängigen, Mutase-katalysierten Reaktion das Molekül zu 3-HBA-CoA linearisiert, die 

Hydroxyl- zur Ketogruppe dehydrogeniert und das Produkt thiolytisch in zwei Acetyl-CoA 

gespalten. 

 

 

Abbildung 2-23 Anaerober Abbau von Aceton  

Anaerober Abbauweg von Aceton nach Frey und Kollegen (Frey et al. 2018). Aceton wird zusammen 

mit Formyl-CoA in einer postulierten Thiamin-Pyrophosphat-abhängigen Reaktion zur 

korrespondierenden CoA-aktivierten tertiären Carbonsäure kondensiert. Es entsteht 2-HIBA-CoA. 

Analog zum Abbauweg von tert-Butanol wird in einer Vitamin B12ïabhängigen, Mutase-katalysierten 

Reaktion das Molekül zu 3-HBA-CoA linearisiert, die Hydroxyl- zur Ketogruppe dehydrogeniert und das 

Produkt thiolytisch in zwei Acetyl-CoA gespalten. 
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Mittels differenzieller 2D-SDS-PAGE (Frey et al. 2018; Frey et al. 2021b) bzw. differenzieller 

Gesamtproteomanalyse (Frey et al. 2021a) und Peptidmassen Fingerprint konnten 

Peptidsequenzen gewonnen und Gensequenzen aus den Genomen der Stämme zugeordnet 

werden, die für Thiamin-abhängige Enzyme, Mutasen, 3-HBA-CoA Dehydrogenasen und 

Acetyl-CoA-Acetyltransferasen codieren (Frey et al. 2018; Frey et al. 2021b; Frey et al. 2021a). 

Im Zellextrakt von D. biacutus konnten mittels HPLC-MS und HPLC-UV die Abnahme von 

2-HIBA-CoA sowie die Zunahme von 3-HBA-CoA nach Zugabe von Adenosylcobalamin 

nachgewiesen werden. Die Mutase von D. biacutus wurde in E. coli Rosetta 2 kloniert und das 

Enzym gereinigt, womit in einem Assay die Reaktion von 2-HIBA-CoA zu 3-HBA-CoA ï wie 

schon zuvor im Zellextrakt ï gezeigt werden konnte. Ebenfalls kloniert und gereinigt wurde die 

3-HBA-CoA-Dehydrogenase, wonach in einem Assay nach Zugabe von 3-HBA-CoA und NAD 

mittels HPLC-MS das erwartete Produkt Acetoacetyl-CoA nachgewiesen werden konnte (Frey 

et al. 2018). 
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3 Ergebnisse  

 

3.1 Isol ierung  von Reinstämmen und deren Taxonomie  

Es konnten zwei Reinstämme aus Belebtschlamm aus einer Kläranlage in Basel isoliert 

werden, die Methylpropen (MP) als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen können. 

Sie waren phänotypisch (Abschnitt 3.2) und genetisch eindeutig unterscheidbar, weshalb auf 

ein BOX-Fingerprinting verzichtet wurde. Die partiellen Sequenzen der 16S rRNA Gene 

konnten zunächst per PCR amplifiziert und sequenziert werden, später die vollständigen 

Sequenzabschnitte aus der Genomsequenzierung für die Nomenklatur herangezogen werden 

(NCBI: IBE100: MNO81_29630, IBE200: GKP29_RS26675). Gleiches gilt für die 

Gensequenzen des Hitzeschockproteins 65 hsp65 (IBE100: MNO81_27715, IBE200: 

GKP29_RS22280). 

Es erfolgte ein Abgleich basierend auf der 16S rRNA Gensequenz und dem Gesamtgenom 

mit der NCBI nucleotide collection sowie dem Type Strain Genome Server. Demnach wurden 

der Stamm IBE100 Mycolicibacterium gadium strain CIP 105388T und der Stamm IBE200 

Mycobacterium paragordonae 49061T zugeordnet. Der Abgleich der partiellen Sequenzen der 

hsp65-Gene (nicht dargestellt) bestätigte in beiden Fällen die Ergebnisse aus dem 16S rRNA- 

und Gesamtgenom-Abgleich. Beide Organismen sind laut den Technischen Regeln für 

Biologische Arbeitsstoffe 466 der Risikogruppe 1 zugeordnet. Ein phylogenetischer Baum der 

Verwandtschaftsbeziehungen ist in Abbildung 3-1 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-1 Phylogenetische  Einordnung der Stämme IBE100 und IBE200  

Verwandtschaftsbeziehungen der Isolate innerhalb der Familie der Mycobacteriaceae, basierend auf 

dem Abgleich der 16S rRNA Gene. 
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Beide Stämme waren Gegenstand der Aufklärung des Abbauweges von MP. Nicht jeder 

Stamm eignete sich für alle durchgeführten Versuche, jedoch ergänzten deren Ergebnisse 

sich zu einem Gesamtbild. 

 

3.2 Mikrobie lle Charakterisierung  

M. gadium IBE100 bildet gelockte Kolonien mit glattem Rand. Das Profil ist erhaben, die 

Oberfläche stark unregelmäßig gefurcht und vermittelt einen trockenen Eindruck, ähnlich den 

Kolonien von M. tuberculosis. Die matt-gelben Kolonien wachsen auf einen Durchmesser von 

0,7ï1,2 mm heran. Die Pigmentierung nimmt mit der Zeit an Intensität zu (Abbildung 3-2 links). 

Die Zellen sind extrem hydrophob, neigen in Flüssigkultur zur Verklumpung und wachsen 

bevorzugt an der Glaswand im Gasraum der Kulturflasche (Abbildung 3-4 links). Die Zugabe 

von Detergenzien zum Medium, z. B. Triton X-100, vermögen kaum eine homogene 

Dispergierung. 

M. paragordonae IBE200 bildet kreisrunde Kolonien mit glattem Rand. Das Profil ist konvex, 

die Oberfläche glatt und glänzend. Die gelben Kolonien wachsen auf einen Durchmesser von 

1,0ï1,5 mm heran. Die Pigmentierung nimmt mit der Zeit einen satten orangefarbenen Ton an 

(Abbildung 3-2 rechts). Auch diese Zellen sind hydrophob; sie lassen sich jedoch wesentlich 

besser als die von Stamm IBE100 mit Triton X-100 in Flüssigkultur dispergieren. 

Beide Stämme bilden innerhalb einer Woche gut sichtbare Kolonien auf Festmedium aus; 

somit zählen sie zu den schnell wachsenden Mycobakterien (rapidly growing Mycobacteria, 

RGM). Farbpigmente werden auch unter Lichtausschluss gebildet; somit gehören die Stämme 

zur Klasse der Skotochromogenen. 

 

  
Abbildung 3-2 Koloniemorphologie der Stämme  IBE100 und IBE200  

IBE-Stämme nach zwei Wochen Wachstum auf Minimalmedium-Agar und MP. Links: M. gadium 

IBE100, rechts: M. paragordonae IBE200. Beide Stämme zählen zu den Skotochromogenen, bilden 

also auch unter Lichtausschluss Farbpigmente. Die Intensität der Pigmentierung nimmt mit 

zunehmendem Alter der Zellen sowie bei erhöhter Lichtexposition zu. 

 

Unter dem Mikroskop, bei 1.000-facher Vergrößerung betrachtet, lässt sich die kokkoid-

plumpe Stäbchenform von M. gadium IBE100 erkennen, wohingegen M. paragordonae 
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IBE200 Stäbchen mit runden Enden ausbildet (Abbildung 3-3 oben). Beide Stämme sind nicht 

motil. 

 

  

  
Abbildung 3-3 Zellmorphologie  der Stämme IBE100 und IBE200  

Mikroskopische Aufnahmen von M. gadium IBE100 (links) und M. paragordonae IBE200 (rechts) bei 

1.000-facher Vergrößerung im Phasenkontrast (oben) und bei 400-facher Vergrößerung im Hellfeld 

nach Ziehl-Neelsen-Färbung (unten). 

 

Die Stämme IBE100 und IBE200 sind ï dem Genus entsprechend ï erwartungsgemäß 

grampositiv und säurefest (Tabelle 3-1), wie KOH- und Aminopeptidase-Tests sowie die Ziehl-

Neelsen-Färbung (Abbildung 3-3 unten) bestätigten. Weiterhin besitzen sie die Enzyme 

Katalase und Cytochrom c-Oxidase. Beide Stämme stellen ihr Wachstum ein, wenn der 

Sauerstoff verbraucht, aber noch Substrat vorhanden ist, und setzen ihr Wachstum fort, wenn 

wieder Sauerstoff zugeführt wird; sie sind somit obligate Aerobier. 

 

Tabelle 3-1 Ergebnisse der Schnelltests  

Stamm  KOH Aminopeptidase  Katalase  Oxidase  Säurefestigkeit  

IBE100 ï ï + + + 
IBE200 ï ï + + + 
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3.3 Katabolische Charakterisierung  

3.3.1 Wachstumsk urven  

Die Wachstumsparameter bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen wurden für die 

Stämme IBE100 und IBE200 ermittelt. Hierbei waren primär zwei Besonderheiten zu 

beachten, die Neigung zur Klumpenbildung sowie der Aggregatszustand des Substrats. 

Mykolsäuren, die namensgebenden Fettsäuren des Mycobacteria-Taxons, sitzen auf der 

Peptidoglycanschicht und verleihen den Zellen eine besonders wachsartige Eigenschaft. 

Diese Hydrophobizität fördert Klumpenbildung, das Aufschwimmen auf der 

Flüssigkeitsoberfläche des Mediums sowie bevorzugtes Wachstum der Zellen im Gasraum. 

Zur Dispergierung wurde dem Medium Triton X-100 zugegeben; zusätzlich wurden die 

Kulturen gerührt anstatt geschüttelt inkubiert. Einerseits werden Zellklumpen durch den 

Rührfisch geschert, andererseits spritzt das Medium weniger, wodurch die Zellen größtenteils 

in der Flüssigphase verbleiben (Abbildung 3-4 rechts). 

 

  
Abbildung 3-4 Wachstum in Flüssigkultur  

Flüssigkultur von Stamm IBE100 in Schikanekolben bei geschüttelter Inkubation (links) mit bevorzugtem 

Zellwachstum an der Glaswand im Gasraum und in der Glasflasche bei gerührter Inkubation (rechts) 

mit Zellwachstum fast ausschließlich in der Flüssigphase. 
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MP ist bei Raumtemperatur gasförmig und konkurriert bei Zugabe in das Kulturgefäß um 

Volumen mit dem für den Metabolismus notwendigen Sauerstoff. Bei der Substratdosierung 

musste deswegen darauf geachtet werden, dass der Sauerstoff nicht komplett ausgeblasen 

wurde; alternativ wurde das Substrat im Überdruck zugegeben. Bei der Erstellung der 

Wachstumskurven wurde letztere Variante gewählt, da hier mit gasdichten Spritzen definierte 

Mengen an Substrat appliziert werden konnten. Weiter war darauf zu achten, dass bei der 

Probenahme für die photometrische Messung weder die Sauerstoff- noch 

Substratkonzentration in der Batch-Kultur wesentlich verändert wurde. Deshalb wurde hier zur 

Entnahme der Kulturflüssigkeit ebenfalls mit Spritzen gearbeitet. 

Die Batch-Kulturen wurden in 1 L Glasflaschen mit 100 mL Minimalmedium, einer Start-OD600 

an MP-induzierten Zellen von mindestens 0,15 inokuliert und mit Konzentrationen von 0,63ï

21,02 mM (bezogen auf die Flüssigphase) an MP versetzt. Die Inkubation erfolgte gerührt bei 

30 °C im Dunkeln über eine Woche hinweg. Die OD der Kulturen wurde regelmäßig 

photometrisch erfasst, die resultierenden Wachstumskurven sind in Abbildung 3-5 für Stamm 

IBE100 und in Abbildung 3-6 für Stamm IBE200 dargestellt. Die Wachstumskonstante µ für 

die jeweiligen Konzentrationen wurden aus den Werten der exponentiellen Phase berechnet, 

die Generationszeit td wiederum aus der Wachstumskonstanten. Die Ergebnisse sind in 

Tabelle 3-2 zusammengestellt. 

 

 

Abbildung 3-5 Wachstumskurven von  Stamm  IBE100 auf  Methylpropen  

Die OD600 der Flüssigkulturen, versetzt mit unterschiedlichen Konzentrationen an Methylpropen im 

Überdruck, wurde über einen Zeitraum von 96 Stunden intervallweise ermittelt. 
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Abbildung 3-6 Wachstumskurven  von  Stamm  IBE200 auf  Methylpropen   

Die OD600 der Flüssigkulturen, versetzt mit unterschiedlichen Konzentrationen an Methylpropen im 

Überdruck, wurde über einen Zeitraum von 96 Stunden intervallweise ermittelt. 

 

Bei beiden Stämmen war bei initialen Substratkonzentrationen von weniger als 2,1 mM kein 

Wachstum zu verzeichnen. Anfängliche Konzentrationen von 2,1 mM oder mehr ermöglichten 

beiden Stämmen Wachstum, jedoch waren aufgrund von Klumpenbildung nicht alle Daten 

verwertbar (z. B. Abbildung 3-5, 4,2 mM: 52 h). So waren für den Stamm IBE100 bei initialen 

Konzentrationen von 12,6 und 21,0 mM keine Wachstumskurven erstellbar (Ergebnisse nicht 

dargestellt). Eine mechanische Homogenisierung der Proben führte ebenfalls zu keiner 

Verbesserung. Die nichthomogene Klumpenverteilung im Medium ermöglichte keine 

repräsentative Probenahme. Weiter führte die Homogenisierung zu einer vermehrten 

Scherung der Zellen und damit zu einer Verfälschung der OD. 

 

Tabelle 3-2 Wachstumsparameter der Stämme  IBE100 und IBE200  

Konzentration  mM 4,2 8,4 12,6 16,8 21,0 

µIBE100    h-1 0,019 0,018 - 0,012 - 
td, IBE100    h 36,500 38,500 - 57,800 - 
µIBE200

    h-1 0,015 0,025 0,029 0,030 0,032 
td, IBE200    h 46,200 27,700 23,900 23,100 21,700 
µELW1    h-1 - 0,050 - - - 
td, ELW1    h - 13,900 - - - 

Wachstumskonstanten µ und Generationszeiten td der Stämme IBE100 und IBE200 bei verschiedenen 

initialen Konzentrationen an Methylpropen. Vergleichend der Literaturwert für Stamm ELW1 (Kottegoda 

et al. 2015). 

 

Aus den Wachstumskonstanten von Stamm IBE200 bei verschiedenen Konzentrationen 

(Abbildung 3-7) konnten die Michaelis-Menten-Konstante KM = 6,9007 mM und die maximale 

Reaktionsgeschwindigkeit µmax = 0,0432 h-1 berechnet werden. Die Zunahme der 

Wachstumskonstante steht im hyperbolischen Verhältnis zur eingesetzten 
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Substratkonzentration, welche sich durch die Michaelis-Menten-Gleichung beschreiben lässt. 

Eine Sättigung tritt demnach bei einer Substratkonzentration zwischen 8,5 und 12,5 mM auf. 

Ein vergleichbarer Zusammenhang konnte für Stamm IBE100 nicht beobachtet werden. Die 

maximale Wachstumskonstante µmax = 0,015 h-1 war bei einer initialen Substratkonzentration 

von c = 4,2 mM erreicht. 

 

 

Abbildung 3-7 Wachstumskonstanten im Vergleich  

Vergleich der Wachstumskonstanten der Stämme IBE100, IBE200 und ELW1 bei unterschiedlichen 

initialen Substratkonzentrationen an Methylpropen. Für Stamm IBE200 konnten die Michaelis-Menten-

Konstante KM = 6,901 mM und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit µmax = 0,043 h-1 berechnet 

werden. 

 

3.3.2 Substrat verwertung  

Verschiedene Substrate wurden den Stämmen als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle in 

flüssigem Minimalmedium in Batch-Kulturen angeboten. Neben der Untersuchung der 

allgemeinen metabolischen Fähigkeiten wurden gezielt Substrate eingesetzt, die mögliche 

Metabolite denkbarer Abbauwege für MP oder Strukturanaloga derselben darstellen. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 3-3 dargestellt, wobei ï kein Wachstum und + mindestens eine 

Verdopplung der Start-OD600 von ungefähr 0,15 nach einer Woche Inkubation bedeuten. 
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Tabelle 3-3 Substratverwertung  der Stämme IBE100 und IBE200  

Substrat  IBE100 IBE200 ELW1 

Methan, 20 mL ï ï ï 
Propan, 10 mL ï ï ï 
Butan, 10 mL ï ï ï 
Hexan ï + ï 
Decan + + + 
1-Hexen ï ï N/A 
Methanol ï ï ï 
Ethanol ï ï + 
1-Propanol + + + 
1-Butanol + + + 
1-Hexanol + + N/A 
2-Propanol ï ï ï 
2-Butanol ï ï ï 
2-Hexanol ï ï N/A 
tert-Butanol ï ï ï 
iso-Butanol + ï + 
1,2-Epoxy-2-methylpropan + ï + 
Epoxypropan ï ï ï 
DL-Propan-1,2-diol ï ï ï 
2-Methylpropan-1,2-diol + ï + 
Butan-2,3-diol ï ï + 
Glycerol ï ï N/A 
Propanal + + N/A 
Aceton ï ï ï 
Ameisensäure ï ï N/A 
Essigsäure + ï + 
Propansäure + + + 
Succinat + ï + 
Citrat ï ï N/A 
2-Hydroxyisobuttersäure + ï + 
DL-3-Hydroxybuttersäure + ï + 
L-Valin + ï N/A 
3-Hydroxy-2-methylpropen ï ï + 
Methacrylat ï ï N/A 
3-Chlor-2-methylpropen ï ï N/A 
2-Methylbut-1-en ï ï ï 
2-Methylbut-2-en ï ï ï 
Isopren ï ï ï 
Squalen + + N/A 
D-Limonen ï ï N/A 
D-Fructose + ï + 
D-Glucose + ï + 
LB, NB, TB + ï N/A 
Cyclohexan ï ï N/A 
Methylcyclohexen ï ï N/A 
Methylencyclohexan ï ï N/A 
Benzol ï ï ï 
Benzoesäure ï ï N/A 
Toluol ï ï ï 
Styrol ï ï N/A 
Ŭ-Methylstyrol ï ï N/A 

Getestete Substrate als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle in Flüssig-Minimalmedium. ï kein 

Wachstum, + mindestens eine Verdopplung der Start-OD600 von ungefähr 0,15 nach einer Woche 

Inkubation bei 30 °C. Zum Vergleich sind die von Mycobacterium sp. ELW1 verwerteten Substrate 

angegeben (Kottegoda et al. 2015). N/A: keine Daten. 
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In einem Co-Oxidationsversuch wurde Stamm IBE200 zusätzlich zu MP Butan angeboten, was 

selbst kein verwertbares Substrat war. Das Wachstum erfolgte auf Minimalmedium-Agar im 

Exsikkator. Nach Inkubation und Öffnen des Gefäßes war der typische Geruch von 2-Butanol 

wahrnehmbar, was ebenfalls kein verwertbares Substrat für den Stamm darstellte. Die GC-

MS-Analyse einer Gasprobe aus dem Exsikkator bestätigte die Vermutung. Daraufhin wurde 

auf Minimalmedium-Agar neben den Stämmen IBE100 und IBE200 der Stamm Pseudomonas 

veronii MEK700, ein bekannter 2-Butanol- und Butanon-Verwerter (Onaca et al. 2007), 

ausgestrichen und unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert. Stamm MEK700 kann 

weder MP noch Butan oxidieren. In Abbildung 3-8 ist zu sehen, dass in der Nähe zu den Zellen 

der Stämme IBE100 und IBE200 jeweils mehr Zellmasse von Stamm MEK700 aufgewachsen 

war. 

 

  
Abbildung 3-8 MP/Butan -Co-Oxidation durch die Stämme  IBE100 und IBE200  

Butan wurde von den Stämmen IBE100 (links) und IBE200 (rechts) bei gleichzeitigem Angebot von MP 

zu 2-Butanol oxidiert. Stamm MEK700 konnte den Alkohol als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle 

nutzen, was durch vermehrtes Zellwachstum nahe den Oxidations-Stämmen sichtbar wurde. 

 

Gleiches Verhalten konnte mit der Substratkombination MP+n-Pentan beobachtet werden, 

jedoch mit deutlich schwächerem Wachstum von Stamm MEK700, mit 2-Pentanol als 

vermutetes Oxidationsprodukt. 

Wurde 1-Hexanol anstelle von MP als Kohlenstoffquelle angeboten, erfolgte keine Oxidation 

von n-Butan. 

 

3.3.3 Indigobildung aus Indol  

Der Indol-Test wird zum kolorimetrischen Nachweis von Monooxygenasen verwendet. Wird 

Indol in 3-Position hydroxyliert, entsteht Indoxyl, welches wiederum im tautomeren Verhältnis 

zu 3-Oxindol steht. In Gegenwart von Sauerstoff dimerisieren diese Stoffe abiotisch zu Indigo 

(Abbildung 3-9). 
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Abbildung 3-9 Indigobildung aus Indol  

Indol wird von manchen Monooxygenasen in 3-Position hydroxyliert. Das entstehende Indoxyl steht im 

tautomeren Verhältnis zu Oxindol, mit dem Gleichgewicht auf der Oxindol-Seite. In Anwesenheit von 

Sauerstoff dimerisieren diese Stoffe spontan zu Indigo. 

 

Auf MM-Festmedium und MP gewachsene Zellen der Stämme IBE100 und IBE200 wurden 

mit einer Indol-Lösung (farblos) besprüht und eine Stunde lang bei RT ohne MP inkubiert. Eine 

grünliche Färbung konnte um die ausgestrichenen Zellen herum wahrgenommen werden, was 

aus der subtraktiven Farbmischung der gelben Zellen und des Indigo-Farbstoffs resultierte 

(Abbildung 3-10). Auf 1-Hexanol gewachsene Zellen zeigten unter gleichen Bedingungen 

keine Indigobildung. Die Expression einer induzierbaren, MP-spezifischen Monooxygenase in 

den Stämmen ist somit wahrscheinlich. 

 

  
Abbildung 3-10 Indigo -Bildung durch  die Stämme  IBE100 und IBE200  

Mit Indol-Lösung besprühte MP-induzierte Zellen der Stämme IBE100 (links) und IBE200 (rechts) 

zeigten eine Grün-Färbung, die aus der subtraktiven Farbmischung der gelben Zellen und des Indigo-

Farbstoffs herrührte. 

 

3.3.4 Ruhezellen -Ansatz  der  Stämme IBE100 und IBE200  

Der Kulturüberstand MP-induzierter Zellen der Stämme IBE100 und IBE200 im Ruhezellen-

Ansatz wurde auf mögliche Metabolite hin untersucht. Weder die GC-MS-Headspace-Analyse 

noch 4-(4-Nitrobenzyl)pyridin (NBP)-abhängige photometrische Assays für Epoxide zeigten 
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mit Sicherheit einen Metaboliten auf. Auch die Derivatisierung mit Phenylborsäure, die 

anschließende Flüssig-Flüssig-Extraktion und die GC-MS-Analyse, die auf Diol-Verbindungen 

abzielten, sowie die Ethylveresterung, Flüssig-Flüssig-Extraktion und GC-MS-Analyse auf der 

Suche nach Carbonsäuren waren erfolglos. 

 

3.3.5 Sauerstoff zehrung  

Zur Ermittlung der Möglichkeit zur Oxidation verschiedener Substrate durch Stamm IBE200 

ohne eine zwingend vollständige Mineralisierung wurde die Sauerstoffzehrung aufgezeichnet. 

Auf MP gewachsenen Kulturen wurden neben MP und möglichen Metaboliten Strukturanaloga 

angeboten. Die optischen Dichten der Ansätze in PBS betrugen OD600 = 2,2ï2,4. Es wurde 

zunächst die Ruheatmung aufgezeichnet, anschließend das Substrat hinzugegeben und die 

resultierende Atmungsrate mit der Ruheatmung verrechnet, um die effektive Atmung zu 

erhalten. Aufgrund unterschiedlicher Dampfdrücke, Löslichkeiten und Aggregatszustände der 

getesteten Substrate konnte nicht in allen Fällen dieselbe Konzentration eingestellt werden 

(2,2ï50 mM). Ein Vergleich untereinander ist qualitativ möglich. Die Ergebnisse sind in Tabelle 

3-4 dargestellt. 

 

Tabelle 3-4 Atmungsraten von  Stamm  IBE200 

Substrat  cSubstrat  Ruheatmung  Substrat -Atmung  effektive Atmung  

Methylpropen 2,2 mM 0,070 0,195 0,126 
1,2-Epoxy-2-methylpropan 38 mM 0,072 0,118 0,046 
2-Methylpropan-1,2-diol 38 mM 0,081 0,124 0,042 
2-HIBA 33 mM 0,096 0,110 0,014 
3-HBA 33 mM 0,073 0,058 ï0,015 
2-Methyl-1-buten 31 mM 0,091 0,089 ï0,002 
Isopren 33 mM 0,095 0,155 0,060 
3-Hydroxy-MP 40 mM 0,113 0,050 ï0,062 
3-Chlor-MP 34 mM 0,119 0,066 ï0,053 
Epoxypropan 48 mM 0,130 0,057 ï0,073 
DL-Propan-1,2-diol 46 mM 0,120 0,053 ï0,067 
1-Hexen 27 mM 0,113 0,099 ï0,014 
Styrol 29 mM 0,122 0,095 ï0,027 
n-Hexan 26 mM 0,105 0,107 0,002 
1-Hexanol 27 mM 0,072 0,224 0,152 

Atmungsraten (µmol O2 ẗ L-1 ẗ s-1 ẗ OD600
-1) der auf MP induzierten Zellen vor (Ruheatmung) und nach 

Zugabe verschiedener Substrate (Substrat-Atmung). Die effektive Atmungsrate ergibt sich aus der 

Differenz der beiden Werte. Die substratbezogenen Raten sind Mittelwerte aus jeweils drei Ansätzen 

(Ausnahme: sechs bei MP und 3-Hydroxy-MP, zwei bei Propan-1,2-diol). 

 

Die Zugabe von MP erzeugte eine erwartungsgemäß hohe Sauerstoffzehrung. Die 

postulierten Metabolite 1,2-Epoxy-2-methylpropan, 2-Methylpropan-1,2-diol und 2-HIBA 

wurden ebenfalls oxidiert, jedoch mit geringerer Rate. Die Zugabe des postulierten Metaboliten 

3-HBA induzierte hingegen keine Sauerstoffzehrung. 

Strukturanaloga zu MP riefen unterschiedliches Verhalten hervor. Bei Zugabe von Isopren 

erfolgte eine Sauerstoffzehrung, bei 2-Methyl-1-buten und 3-Chlor-MP nicht. Strukturanaloga 
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zu 1,2-Epoxy-2-methylpropan und Methylpropan-1,2-diol, Epoxypropan und Propan-1,2-diol 

induzierten keinen Sauerstoffverbrauch. 

3-Hydroxy-MP, der Metabolit einer möglichen Methan-Monooxygenase nach Oxidation von 

MP, verursachte keine Sauerstoffzehrung. 

Styrol und Hexen sind beide relativ große unpolare Moleküle mit Vinylrest, der potenziell 

epoxidiert werden kann. Eine Sauerstoffzehrung bei Zugabe dieser Substrate konnte nicht 

beobachtet werden, vermutlich aus sterischen Gründen. 

1-Hexanol wurde von den MP-induzierten Zellen oxidiert. Die Gene für dessen Abbau werden 

somit entweder konstitutiv exprimiert oder unspezifische Dehydrogenasen katalysieren die 

Reaktionen. 

Hexan könnte mittels Alkan-Monooxygenasen des Typs lösliche di-Eisen-Monooxygenase, 

AlkB oder Cytochrom P450 Oxygenase zu 1-Hexanol oxidiert werden. Da keine erhöhte 

Sauerstoffzehrung messbar war, wird ein entsprechendes Enzym nicht konstitutiv exprimiert. 

 

3.3.6 NAD(P)/NADH-Umsatz im Zellextrakt  

Im Zellextrakt wurde überprüft, ob die Zugabe gewisser Substrate einen NAD(P)-Verbrauch 

auslösen. Dies ließe auf eine NAD(P)-Abhängigkeit der am Abbau von MP beteiligten Alkohol-

Dehydrogenase schließen. Der NAD(P)-Umsatz wäre dabei proportional zum umgesetzten 

Substrat und könnte als NAD(P)H-Zunahme photometrisch gemessen werden. Zellextrakt 

wurde jeweils von 1-Hexanol- und MP-induzierten Zellen von Stamm IBE200 gewonnen. Die 

Umsatzraten ï bezogen auf den Gesamtproteingehalt der Proben ï sind in Tabelle 3-5 

dargestellt. 

 

Im Zellextrakt MP-induzierter Zellen war bei der Zugabe von 1-Hexanol und Methylpropan-1,2-

diol unter Verwendung von NAD ein Umsatz messbar. Kein Umsatz war hingegen bei der 

Zugabe der zu Methylpropan-1,2-diol strukturanalogen Stoffe Propan-1,2-diol, Ethan-1,2-diol 

bzw. Glycerol messbar. 

Unter Verwendung von NADP im Zellextrakt MP-induzierter Zellen war bei der Zugabe von 

1-Hexanol, Methylpropan-1,2-diol, Propan-1,2-diol, Ethan-1,2-diol, 1,2-Butandiol, 

2,3-Butandiol bzw. Glycerol ein Umsatz messbar. 

Im Zellextrakt 1-Hexanol-induzierter Zellen war ein Umsatz messbar bei der Zugabe von 

1-Hexanol, 1-Heptanol oder 1-Octanol unter Verwendung von NAD. Kein Umsatz war messbar 

bei der Zugabe von Methylpropan-1,2-diol (NAD sowie NADP), 1-Propanol, 1-Butanol oder 

1-Pentanol. 

Die Zugabe des Alkohol-Dehydrogenase-Inhibitors 4-Methylpyrazol zu den Ansätzen mit 

1-Hexanol (NAD) bzw. Methylpropan-1,2-diol (NADP) konnte die Reaktionen sofort vollständig 

stoppen (Abbildung 3-11). 
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Tabelle 3-5 NAD(P)-Umsatz im Zellextrakt von Stamm IBE200 

Substrat  Umsatz  T Reduktionsäquivalent  Zellen  

1-Hexanol 263 30 NAD MP 
Methylpropan-1,2-diol 34 30 NAD MP 
DL-Propan-1,2-diol 0 30 NAD MP 
Ethan-1,2-diol 0 30 NAD MP 
DL-2,3-Butandiol 0 30 NAD MP 
DL-1,2-Butandiol 0 30 NAD MP 
Glycerol 0 30 NAD MP 

1-Hexanol 206 30 NADP MP 
Methylpropan-1,2-diol 101 30 NADP MP 
Methylpropan-1,2-diol 62 35 NADP MP 
DL-Propan-1,2-diol 76 30 NADP MP 
Ethan-1,2-diol 66 30 NADP MP 
DL-2,3-Butandiol 71 30 NADP MP 
DL-1,2-Butandiol 73 30 NADP MP 
Glycerol 68 30 NADP MP 

1-Hexanol 331 30 NAD 1-Hexanol 
Methylpropan-1,2-diol 0 30 NAD 1-Hexanol 
Methylpropan-1,2-diol 0 30 NADP 1-Hexanol 
1-Propanol 0 30 NAD 1-Hexanol 
1-Butanol 0 30 NAD 1-Hexanol 
1-Pentanol 0 30 NAD 1-Hexanol 
1-Hexanol 221 35 NAD 1-Hexanol 
1-Heptanol 509 30 NAD 1-Hexanol 
1-Octanol 307 30 NAD 1-Hexanol 

Umsatzrate in nmol ẗ g-1 ẗ s-1, bezogen auf den Gesamtproteingehalt, Temperatur in °C, als 

Reduktionsäquivalente kamen NAD und NADP zum Einsatz. Der Zellextrakt wurde entweder aus MP- 

oder 1-Hexanol-induzierten Zellen gewonnen. 

 

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass es sich beim Umsatz von 1-Hexanol 

und Methylpropan-1,2-diol um zwei unterschiedliche Alkohol-Dehydrogenasen handelt, die 

sich jedoch beide durch 4-Methylpyrazol vollständig inhibieren lassen. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass die Methylpropan-1,2-diol-Dehydrogenase NADP-abhängig 

(3-fache Umsatzgeschwindigkeit verglichen mit NAD) ist. Die 1-Hexanol-Dehydrogenase war 

mit beiden Reduktionsäquivalenten katalytisch aktiv, jedoch mit einer Umsatzrate von lediglich 

62 % unter Verwendung von NADP bezogen auf NAD. Weiter wird die 1-Hexanol-

Dehydrogenase wahrscheinlich konstitutiv exprimiert, während die Methylpropan-1,2-diol-

Dehydrogenase durch MP induziert wird. 

Unter NADP-Verbrauch werden weitere Diole (Propan-1,2-diol, Ethan-1,2-diol, 1,2-Butandiol, 

2,3-Butandiol und Glycerol) im Zellextrakt umgesetzt, mit Raten zwischen 65ï75 % bezogen 

auf den Umsatz von Methylpropan-1,2-diol. Dies ist wahrscheinlich der Methylpropan-1,2-diol-

Dehydrogenase zuzuschreiben. 

Beide Dehydrogenasen wiesen bei einer Temperatur von 35 °C verglichen mit 30 °C im 

Reaktionsansatz eine niedrigere Umsatzrate auf (1-Hexanol-Dehydrogenase: 67 %, 

Methylpropan-1,2-diol-Dehydrogenase: 61 %). 
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Abbildung 3-11 Enzymaktivität en der  Alkohol -Dehydrogenasen  aus Stamm  IBE200 

Enzymaktivitäten und Inhibition der 1-Hexanol-Dehydrogenase und Methylpropan-1,2-diol-

Dehydrogenase aus Stamm IBE200. 

 

In weiteren Ansätzen wurde versucht, die NADH-Abhängigkeit der MP-oxidierenden löslichen 

di-Eisen-Monooxygenase im Zellextrakt von Stamm IBE200 nachzuweisen. Es war jedoch ein 

Grundumsatz von ca. 800 nmol ẗ g-1 ẗ s-1 NADH zu NAD im Zellextrakt messbar, von dem sich 

die Rate nach Zugabe von MP oder strukturanaloger Stoffe (Methylbuten, Isopren) nicht 

unterschied (Ergebnisse nicht dargestellt). 

 

3.3.7 Zink -, Coenzym M -, Glutathion - und Cobalt -Einfluss auf das Wachstum  

In Abbildung 2-1 wurden mögliche Abbauwege für MP vorgestellt. Bestimmte enzymatische 

Schritte sind dabei charakteristisch für die einzelnen Abbauwege und erfordern darüber hinaus 

spezifische Cofaktoren. Der Epoxid-Ringöffnungsschritt beim Abbau von Alkenen durch die 

Epoxyalkan-CoM-Transferase EaCoMT benötigt Zinkionen im katalytischen Zentrum. Beim 

Abbau von Isopren wird das Epoxid durch Konjugation mit dem Tripeptid Glutathion geöffnet. 

Die Mutasereaktion beim tert-Butanol-Abbau ist Vitamin B12- und somit Cobalt-abhängig. 

In Batch-Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Zinkchlorid und Coenzym M 

oder Glutathion zum Medium keinen Einfluss auf das Wachstum der Stämme IBE100 und 

IBE200 hatte, wohingegen ein Cobaltionen-defizitäres Medium kein Wachstum auf MP 

ermöglichte. 

 

3.4 Genomanalyse  der Isolate  

Das Genom von M. gadium IBE100 ist etwa 6.036.732 bp groß und hat einen GC-Gehalt von 

66,5 %. Es enthält 5.831 proteincodierende, 47 tRNA-codierende und 3 rRNA-codierende 
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Gene. Die Genomsequenz, die aus 87 Contigs besteht, ist bei GenBank unter dem BioProject 

PRJNA814055 mit der Zugangsnummer JAKZMO000000000 einsehbar. 

Das Genom von M. paragordonae IBE200 ist etwa 7.136.091 bp groß und hat einen GC-Gehalt 

von 66,8 %. Es enthält 6.279 proteincodierende, 50 tRNA-codierende und 6 rRNA-codierende 

Gene. Die Genomsequenz, bestehend aus 262 Contigs, ist bei GenBank unter dem BioProject 

PRJNA590116 mit der Zugangsnummer WNWV00000000 einsehbar. 

Bei MP handelt es sich um ein verzweigtes Alken mit vier Kohlenstoffatomen. Folglich wurde 

das Genom mit Hilfe des tblastn-Algorithmus (Altschul et al. 1997) in der NCBI nucleotide 

collection database nach Genen durchsucht, die für Monooxygenasen codieren, welche an 

der Oxidation kurzkettiger Alkene beteiligt sind (AAO48576.1, ACZ56346.1, ACM61846.1, 

AAV52084.1 wurden als Abfrage verwendet). In beiden Stämmen konnten homologe Gene 

(mmoX und ibeA) innerhalb eines Clusters von Genen identifiziert werden, die möglicherweise 

mit dem Abbau von Alkenen in Verbindung stehen. Diese Cluster enthalten Gene, die für zwei 

Multikomponenten-Monooxygenasen, mmoXYBR und ibeABCDEF, zwei Alkohol-

Dehydrogenasen, mdpB und fadB, eine Aldehyd-Dehydrogenase, mdpC, eine 

Multikomponenten-Mutase, hcmAB und ihr Chaperon, meaH, eine CoA-Ligase, hcl, Gene für 

die Cobalamin-Synthese, ein Zweikomponenten-Cobalttransporter, cbtAB, eine Acetyl-CoA-

Acetyltransferase, phaA und mehrere Transkriptionsregulatoren codieren. Diese Cluster sind 

in Abbildung 3-12 dargestellt, und die Gene mit den vorhergesagten Funktionen sind in Tabelle 

3-6 aufgeführt. In den Abschnitten 3.4.1 bis 3.4.7 werden die einzelnen codierten Enzyme 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-12 Organisation  der am M ethylpropen -Abbau beteiligten Gene  

Organisation der postulierten, am MP-Abbau beteiligten Gene in den Stämmen IBE100 und IBE200. 

Gene, die für Enzyme mit übereinstimmend vorhergesagten Funktionen codieren, sind farbcodiert und 

mit Balken zwischen den beiden Clustern verbunden. Regulatoren sind grau dargestellt, Transposon-

Elemente schwarz, offene Leserahmen, die nicht mit dem Abbauweg in Verbindung stehen oder deren 

Funktion unbekannt ist, in weiß. Die Funktionen der einzelnen Gene sind über den Locus tag in Tabelle 

3-6 einsehbar. 

 

Beide Cluster haben eine ähnliche Länge, 61,0 (IBE100: contig 3, JAKZMO010000003.1) bzw. 

58,5 kbp (IBE200: contig 14, WNWV01000007.1), und weisen eine ähnliche 

Zusammensetzung und Reihenfolge der Gene auf. Jedoch konnten drei Unterschiede 
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ausgemacht werden: Erstens enthält der Stamm IBE100 mehrere Transposon-Elemente ï 

upstream von ibeABCDEF sowie mmoXYBR und upstream (nicht gezeigt) sowie innerhalb des 

Cobalamin-Synthese-Genclusters. Diese Regulatoren sind im Stamm IBE200 nicht 

vorhanden. Der zweite Unterschied ist die Lage der mdpB Alkohol-Dehydrogenase-, mdpC 

Aldehyd-Dehydrogenase- und eph Epoxid-Hydrolase-codierenden Gene, die sich zwischen 

den beiden Monooxygenase-codierenden Genen in Stamm IBE100 und upstream der 

Cobalamin-Synthesegene in Stamm IBE200 befinden. Drittens codiert der IBE100-Gencluster  

 

Tabelle 3-6 Mit dem Abbau von MP assoziierte Gene  

Die Ähnlichkeiten der übersetzten Aminosäuren zwischen den Enzymen der gleichen prognostizierten 

Funktion sind angegeben. Das Inkrement der Locus tags beträgt 5. Der Farbcode bezieht sich auf 

Abbildung 3-12. 

 

Beschreibung/prognostizierte Fu nktion  Gen 
Locus tag 

IBE100 
MNO81_0 

Locus tag 
IBE200 

GKP29_RS0 

Ähnlich -
keit  

Farb-
code  

Transkriptionsregulator araC - 8415 -   

Alkohol-Dehydrogenase aus der Familie 
der GMC-Oxidoreduktasen 

mdpB 4035 8420 96,5 %  

Hydroxyisobutyraldehyd-Dehydrogenase mdpC 4045 8430 92,4 %  

Epoxid-Hydrolase eph 4050 8435 95,7 %  

Cobalaminsynthese, unterer Pfad cobX Details: Tabelle 3-7   

Zwei-Komponenten-Cobalt-Transporter cbtAB 
3860ï
3865 

8.545ï 
8550 

  

Acetyl-CoA C-Acetyltransferase phaA 3915 8530 92,8 %  

Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase, 
ɓ-Untereinheit 

hcmB 3930 8555 95,7 %  

Hydroxyisobutyryl-CoA-Ligase hcl 3935 8560 92,5 %  

G Protein Chaperon meaH 3940 8565 90,2 %  

Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase, 
Ŭ- Untereinheit 

hcmA 3945 8570 96,0 %  

Transkriptionsregulator gntR 3950 8575 91,6 %  

3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase fadB 3965 8585 90,7 %  

Isobuten-Monooxygenase, Ŭ- Untereinheit ibeA 4000 8605 92,3 %  

Isobuten-Monooxygenase, ɔ- Untereinheit ibeB 4005 8610 87,1 %  

Isobuten-Monooxygenase, 
Kopplungsprotein 

ibeC 4010 8615 86,8 %  

Isobuten-Monooxygenase, 2Fe-2S ibeD 4015 8620 91,7 %  

Isobuten-Monooxygenase, ɓ- Untereinheit ibeE 4020 8625 83,7 %  

Isobuten-Monooxygenase, Reduktase ibeF 4025 8630 81,5 %  

Methan-Monooxygenase, 2Fe-2S mmoR 4060 8645 75,3 %   

Methan-Monooxygenase, 
Kopplungsprotein 

mmoB 4065 8650 85,9 %   

Methan-Monooxygenase, ɓ- Untereinheit mmoY 4070 8655 85,4 %   

Methan-Monooxygenase, Ŭ- Untereinheit mmoX 4075 8660 91,8 %   

Zwei-Komponenten-Systemregulator  4080 8665 85,7 %   

Histidin-Kinase  4085 8670 87,9 %   
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für zwei mutmaßliche Transkriptionsregulatoren downstream des Mutase-codierenden Gens 

und mmoXYBR, während Stamm IBE200 für einen zusätzlichen mutmaßlichen Regulator 

downstream der mdpB/mdpC/eph-Gene codiert. 

 

3.4.1 Lösliche  di -Eisen -Monooxygenase n (SDMs) 

In den Genomen der Stämme IBE100 und IBE200 konnten Gene identifiziert werden, die für 

zwei lösliche oxo-verbrückte di-Eisen-Monooxygenasen (soluble diiron monooxygenases, 

SDMs) codieren, wobei jede von ihnen potenziell an der Transformation von Methylpropen 

beteiligt sein könnte. Der mmoXYBR-Gencluster codiert für drei Komponenten, eine 

Hydroxylase bestehend aus einer Ŭ-Untereinheit MmoX (IBE100: 513 aa; IBE200: 514 aa) und 

einer ɓ-Untereinheit MmoY (366 aa; 366 aa), ein Kopplungsprotein MmoB (111 aa; 112 aa) 

und eine Reduktase MmoR (342 aa; 344 aa). Diese weisen alle eine hohe Sequenzähnlichkeit  

 

 

Abbildung 3-13 Evolutionäre Beziehungen  zwischen Ŭ-Untereinheiten von SDMs  

Evolutionäre Beziehungen zwischen ausgewªhlten Ŭ-Untereinheiten löslicher di-Eisen-

Monooxygenasen. Die Gruppierungen spiegeln die Substratspezifität wieder: Phenol (1), 

Aromaten/Alken/Isopren (2), Methan (3), Alken (4), 2-Propan/Tetrahydrofuran (5) und 1-Propan (6) -

Monooxygenasen. * bestätigte und ** postulierte Epoxidierung von MP. 
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zu den Methan-Monooxygenasen auf, insbesondere zu denjenigen, die an der 

Propanoxidation beteiligt sind (Abbildung 3-13 Gruppe 7). 

Ein mögliches Produkt der terminalen Oxidation von MP wäre 2-Methylprop-2-en-1-ol, das 

weiter zur Methacrylsäure oxidiert und über den unteren L-Valin-Abbauweg in den zentralen 

Metabolismus geleitet werden könnte (Abbildung 2-1). 

Upstream von mmoXYBR ist eine zweite SDM codiert. Gemäß ihrer Sechs-Komponenten-

Operon-Struktur und Aminosäuresequenz ist sie eng mit Isopren-Monooxygenasen verwandt 

(Abbildung 3-13 Gruppe 2). Im Folgenden wird sie als ibeABCDEF bezeichnet. Sie besteht 

aus einer Monooxygenase-Ŭ-Untereinheit IbeA (505 aa; 506 aa), einer ɔ-Untereinheit IbeB 

(92 aa; 92 aa), einem Ferredoxin vom Rieske-Typ IbeC (113 aa; 113 aa), einem 

Kopplungsprotein IbeD (108 aa; 109 aa), einer ɓ-Untereinheit IbeE (316 aa; 342 aa), und einer 

flavinhaltigen NAD(P)H-Reduktase IbeF (319 aa; 339 aa). Weitergehende Sequenzanalysen 

der Ŭ-Untereinheiten IbeA sind in Abschnitt 3.8.1 dargestellt. 

Durch Oxidation der C=C-Bindung würde 1,2-Epoxy-2-methylpropan entstehen (Abbildung 

3-22, Reaktion 1). 

 

3.4.2 Epoxid -Hydrolase (EPH) 

Eine Suche in den Genomen nach Genen, die für ähnliche Proteine wie die Epoxyalkan-

Coenzym M-Transferase (Q56837.1) aus der CoM-abhängigen Spaltung von Propenoxid in 

Xanthobacter sp. Py2, Glutathion-S-Transferase IsoI (KJF19166.1) aus der GSH-abhängigen 

Isoprenoxid-Spaltung in Rhodococcus sp. AD45 und Epoxid-Hydrolase 1EHY (1EHY_A) aus 

der Cofaktor-unabhängigen Spaltung von Epichlorhydrin in Agrobacterium tumefaciens AD1 

codieren, ergaben Epoxid-Hydrolasen mit 70 % bzw. 72 % Identität. Entsprechende Gene 

befanden sich upstream von mmoXYBR in Stamm IBE100 (MNO81_04050) und upstream von 

den Cobalamin-Synthesegenen in Stamm IBE200 (GKP29_RS08420). 

 

 

Abbildung 3-14 Evolutionäre Beziehungen zwischen Epoxid -Hydrolasen  (EPH) 

* bestätigte und ** postulierte Hydrolyse von 1,2-Epoxy-2-Methylpropan. 
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Die entsprechenden codierten Enzyme (303 aa; 304 aa) werden folglich mit EPH bezeichnet, 

und ihre Strukturen sind in Abschnitt 3.8.2 weiter analysiert. Evolutionäre Beziehungen nah 

verwandter Hydrolasen sind in Abbildung 3-14 dargestellt. 

Die hydrolytische Spaltung des postulierten Zwischenprodukts 1,2-Epoxy-2-methylpropan 

durch EPH führt wahrscheinlich zu 2-Methylpropan-1,2-diol (Abbildung 3-22, Reaktion 2). 

 

3.4.3 Alkohol -Dehydrogenase (MdpB) und Aldehyd -Dehydrogenase (MdpC)  

Es wird davon ausgegangen, dass die bei der Hydrolyse von Epoxiden entstehenden Diole zu 

den entsprechenden terminalen Säuren oxidiert werden. Die tert-Butanol oxidierenden 

Stämme Aquincola tertiaricarbonis L108 (Rohwerder et al. 2006), Mycolicibacterium 

austroafricanum IFP 2012 (Ferreira et al. 2006) und Methylibium petroleiphilum PM1 (Hristova 

et al. 2007) sowie der 2-Methylpropan-1,2-diol-abbauende Stamm Actinomycetospora 

chiangmaiensis DSM 45062 (Rohwerder et al. 2020) verwenden für diese Schritte spezifische 

Alkohol-Dehydrogenasen und Aldehyd-Dehydrogenasen. Diese sind jedoch nicht näher 

verwandt. 

 

 

Abbildung 3-15 Evolutionäre Beziehungen zwischen Alkohol -Dehydrogenasen  (MdpB)  

* bestätigte und ** postulierte Dehydrogenierung von 2-Methylpropan-1,2-diol. 

 

 

Abbildung 3-16 Evolutionäre Beziehungen zwischen Aldehyd -Dehydrogenasen  (MdpC) 

* bestätigte und ** postulierte Dehydrogenierung von 2-Hydroxyisobutyraldehyd. 
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Gene, die für Enzyme mit diesen Funktionen codieren, die Alkohol-Dehydrogenase aus der 

Familie der GMC-Oxidoreduktasen MdpB (MNO81_04035, 545 aa; GKP29_RS08420, 545 aa) 

und die Aldehyd-Dehydrogenase MdpC (MNO81_04045, 484 aa; GKP29_RS08430, 484 aa), 

konnten in beiden Clustern identifiziert werden. Die evolutionären Beziehungen zu nah 

verwandten Dehydrogenasen sind in Abbildung 3-15 und Abbildung 3-16 aufgezeigt. 

Die entsprechenden Oxidationsprodukte wären 2-Hydroxyisobutyraldehyd und 

2-Hydroxyisobuttersäure (Abbildung 3-22, Reaktionen 3 und 4). 

 

3.4.4 CoA-Ligase  (HCL), Mutase (HCM) und zugehöriges Chaperon (MeaH)  

Verzweigtkettige Säuren, z. B. Methylmalonsäure, Ethylmalonsäure, Isobuttersäure und 

2-Hydroxyisobuttersäure (2-HIBA), unterliegen in der Regel einer Umlagerung des 

Kohlenstoffskelettes, wie für die Methylmalonyl-CoA-Mutase MCM, Ethylmalonyl-CoA-Mutase 

ECM, Isobutyryl-CoA-Mutase ICM und Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HCM gezeigt werden 

konnte (Abschnitt 2.4.3). Diese Umlagerung erfordert eine vorherige CoA-Aktivierung durch 

eine CoA-Ligase (Zahn et al. 2019). 

Sequenzen, die für Enzyme mit homologer Funktion zur Hydroxyisobutyryl-CoA-Ligase aus 

Aquincola tertiaricarbonis (AFK77666.1) codieren, konnten in beiden Stämmen gefunden 

werden. Eine CoA-Ligase mit 56 % Identität (472 aa) in Stamm IBE100 (MNO81_03935) und 

56 % Identität (473 aa) in Stamm IBE200 (GKP29_RS08445) wurde jeweils in den postulierten 

Clustern lokalisiert. Bei diesen Enzymen aus der Gruppe der Phenylacetat-CoA-Ligasen 

handelt es sich wahrscheinlich um Hydroxyisobutyryl-CoA-Ligasen. Weitere evolutionäre 

Beziehungen nahe verwandter Enzyme sind in Abbildung 3-17 dargestellt. 

Das Reaktionsprodukt der Ligase wäre 2-Hydroxyisobutyryl-CoA (Abbildung 3-22, 

Reaktion 5). 

 

 

Abbildung 3-17 Evolutionäre Beziehungen zwischen 2 -Hydroxyisobutyryl -CoA-Ligasen  

* bestätigte und ** postulierte CoA-Ligierung von 2-Hydroxyisobuttersäure. 
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Die Gene, die für die 2-HIBA-CoA-Ligase HCL codieren, sind von Genen umgeben, die 

wiederum für eine mögliche Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HcmAB und deren Chaperon 

MeaH codieren. Die Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HCM ist ein Vitamin B12-abhängiges 

radikalisches Enzym (Abschnitt 2.4.3) und besteht aus einer Substrat-koordinierenden großen 

Untereinheit HcmA (MNO81_03945, 575 aa; GKP29_RS08570, 573 aa) und einer Cofaktor-

koordinierenden kleinen Untereinheit HcmB (MNO81_03930, 140 aa; GKP29_RS08555, 

140 aa). Beide Strukturen werden in Abschnitt 3.8.3 näher analysiert. Evolutionäre 

Beziehungen nahe verwandter großer Untereinheiten sind in Abbildung 3-18 aufgezeigt. 

 

 

Abbildung 3-18 Evolutionäre Beziehungen zwischen 2 -Hydroxyisobutyryl -CoA-Mutasen  

* bestätigte und ** postulierte Linearisierung von 2-Hydroxyisobutyryl-CoA. 

 

Das mutmaßliche Chaperon MeaH (MNO81_03940, 329 aa; GKP29_RS08565, 331 aa) ist in 

beiden Stämmen als eigenständiges Protein codiert (Abbildung 3-12) und nicht wie bei der 

Isobutyryl-CoA Mutase IcmF mit der großen Untereinheit fusioniert (Cracan et al. 2010). Es 

dient u.a. zum Schutz der Mutase vor oxidativer Inaktivierung während der radikalischen 

Katalyse (Abschnitt 2.4.3). 

Die Linearisierung von 2-HIBA-CoA würde 3-Hydroxybutyryl-CoA erzeugen (Abbildung 3-22, 

Reaktion 6). 

 

3.4.5 Hydroxy acyl -CoA-Dehydrogenase (FadB) und Acetyltransferase (PhaA)  

Das nach der Umlagerung des Kohlenstoffskeletts gebildete 3-Hydroxybutyryl-CoA kann durch 

Dehydrierung zu 3-Acetoacetyl-CoA (Abbildung 3-22, Reaktion 7) und anschließender 

Spaltung in den zentralen Stoffwechsel gelangen. Verschiedene Gene, die für Enzyme 

codieren, die der 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase FadB (QNF04532.1) aus 

M. tuberculosis H37Rv ähnlich sind, konnten in beiden Genomen gefunden werden 

(MNO81_03965, 288 aa; GKP29_RS08585, 287 aa). Hierbei liegt fadB zwischen den Genen, 

die für die Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase sowie die lösliche di-Eisen-Monooxygenasen 

ibeABCDEF codieren (Abbildung 3-12). 
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Die thiolytische Spaltung in zwei Acetyl-CoA (Abbildung 3-22, Reaktion 8) wird möglicherweise 

von den Acetyl-CoA C-Acetyltransferasen MNO81_03915 (403 aa) in Stamm IBE100 und 

GKP29_RS08439 (393 aa) in Stamm IBE200 katalysiert, die sich innerhalb der Cobalamin-

Synthese-Gencluster befinden (Abbildung 3-12). 

 

3.4.6 Cobalamin -Synthese  

Adenosylcobalamin (AdoCbl) wird als Coenzym für die Umwandlung von 2-HIBA zu 3-HBA 

benötigt, die durch die 2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase katalysiert wird (Abbildung 3-22, 

Reaktion 6). 

 

Tabelle 3-7 Mit de r Synthese  von Adenosylcobalamin  assoziierte Gene  

Beschreibung/prognostizierte Funktion  Gen 
Locus tag 

IBE100 
MNO81_ 

Locus tag 
IBE200 

GKP29_RS 
Ähnlichkeit  

Glutamyl-tRNA-Reduktase hemA 22775 23190 88,0 % 
ŭ-Aminolaevulinsäure-Dehydratase hemB 22760 23175 87,5 % 
Porphobilinogen-Deaminase hemC 22770 23185 90,8 % 
Uroporphyrinogen-III-Synthase hemD 22765 21380 90,5 % 
Glutamat-1-semialdehyd-Aminotransferase hemL 22695 23100 89,4 % 
Glutamat-tRNA-Ligase gltX 12240 00160 88,6 % 
Cobalt-Transporter cbtA 03860 08545 41,1 % 
Cobalt-Transporter cbtB 03865 08550 62,0 % 
Uroporphyrinogen-III C-Methyltransferase cobA 03925 08540 78,2 % 
Hydrogenobyrinsäure a,c-diamid-Synthase cobB 03870 08485 80,5 % 
Adenosylcobinamidphosphat-Synthase cobC 04330 25095 78,9 % 
Threoninphosphat-Decarboxylase cobD 03840 08460 75,6 % 
Precorrin-6A-Synthase cobF 03825 08445 83,7 % 
Precorrin-3B-Synthase cobG *) 08525 36,6 % 
Precorrin-8X-Methylmutase cobH 03910 08520 88,9 % 
Precorrin-2-C20-Methyltransferase cobI 15825 17590 91,3 % 
Precorrin-3B-C17-Methyltransferase cobJ 03905 08515 87,3 % 
Precorrin-6A-Reduktase cobK 03835 08455 75,5 % 
Precorrin-6Y-C5,15-Methyltransferase  cobL 03890 08500 82,5 % 
Precorrin-4-C11-Methyltransferase cobM 03900 08510 81,9 % 
Cobalt-Chelatase, Ŭ-Untereinheit cobN 03820 08440 90,0 % 
Cob(I)yrinsäure a,c-diamid- 

Adenosyltransferase 
cobO1 
cobO2 

03875 
03920 

08490 
08535 

89,2 % 
91,1 % 

Adenosylcobyrsäure-Synthase cobQ 03830 08450 86,4 % 
Cob(II)yrinsäure a,c-diamid-Reduktase cobR ï ï ï 
Cobalt-Chelatase, ɓ-Untereinheit cobS 03880 08495 81,7 % 
Cobalt-Chelatase, ɔ-Untereinheit cobT 03855 08480 81,2 % 
Adenosylcobinamid-Kinase cobU 03845 08465 73,7 % 
Adenosylcobinamid-GDP-Ribazoltransferase cobV 03850 ï ï 
5,6-Dimethylbenzimidazol-Synthase bluB 03895 08505 85,1 % 

Die Ähnlichkeiten der übersetzten Aminosäuren zwischen den Enzymen der gleichen prognostizierten 

Funktion sind angegeben. Das Inkrement der Locus tags beträgt 5. *) Designierte Precorrin-3B-

Synthase CobG (Nukleotide 47.817ï48.899, minus strand, contig 3). 

 

In den Stämmen IBE100 und IBE200 sind neben Genen, die für Enzyme für den Transport 

von Cobalt-Ionen codieren, auch jene für die aerobe de novo-Synthese ï sowohl ausgehend 

vom C4- als auch vom C5-Weg ï in den Genomen vorhanden (Tabelle 3-7). Die Gene des 
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unteren Syntheseweges befinden sich hauptsächlich downstream des Mutase-codierenden 

Gens hcmB (Abbildung 3-12). Die Gene des C4- und C5-Weges sind nicht Bestandteile der 

Cluster. 

Die Stämme IBE100 und IBE200 besitzen beide keine Gene, die für die Cob(II)yrinsäure a,c-

diamid-Reduktase CobR codieren. Diese Oxidoreduktase reduziert das Co(II)- zum Co(I)-Ion 

unter Zuhilfenahme von Flavinmononukleotid als Vorbereitung für die kovalente Bindung des 

Adenosyl-Liganden durch Cob(I)yrinsäure a,c-diamid-Adenosyltransferase CobO (Abbildung 

2-14). Hiervon besitzen beide Stämme jeweils zwei Gene (cobO1 und cobO2), die laut 

Annotation für dieses Enzym codieren. CobO1 und CobO2 sind jedoch nicht homolog 

zueinander. In den Datenbanken sind bisher nur wenige Sequenzen für CobR hinterlegt bzw. 

es existieren keine aus mycobacteriellen Isolaten. Gegebenenfalls ist entweder CobO1 oder 

CobO2 eine solche Oxidoreduktase vom CobR-Typ. Alternativ kann auch aus Ermangelung 

an CobR freies Flavinmononukleotid die Reduktase-Funktion übernehmen (Fang et al. 2017). 

 

Das Enzym Adenosylcobinamid-GDP-Ribazoltransferase CobV katalysiert die Bindung des 

Ŭ-Ribazol-5ô-phosphat Moleküls mit dem Adenosylcobinamid-GDP. Stamm IBE200 besitzt 

kein Gen, welches für dieses Enzym codiert. Es ist jedoch möglich, dass die Cobalt-Chelatase 

ɓ-Untereinheit diese Funktion übernehmen kann (Fang et al. 2017). 

Stamm IBE100 besaß nach Annotierung durch RASTtk sowie PGAP kein Gen, welches für die 

Precorrin-3B-Synthase CobG codiert. Über den tblastn-Algorithmus konnte ein orf (Nukleotide 

47.817ï48.899, minus strand, contig 3) zwischen cobH und phaA ermittelt werden, dessen 

Translationsprodukt eine 36,6 %-ige Ähnlichkeit zu CobG von Stamm IBE200 aufweist. Aus 

Mangel an Homologen mit höherer Ähnlichkeit im Genom wird diesem orf die entsprechende 

Funktion zugewiesen. 

 

3.4.7 Andere  offene Leserahmen  

Es befinden sich insgesamt 18 offene Leserahmen im Degradationscluster von Stamm IBE100 

und 15 im Cluster von Stamm IBE200 (Tabelle 3-8), die nicht mit dem Stoffwechselweg von 

MP in Verbindung gebracht werden konnten. Jeweils zehn dieser codierten Proteine weisen 

ähnliche Sequenzen und relative Positionen in den jeweiligen Clustern auf, was auf 

evolutionäre Bezüge hindeuten kann. 

Das hypothetical protein MNO81_04040/GKP29_RS08425 ist zu 82,2 % identisch. Homologe 

hierzu sind in mehreren Destruenten verzweigten Alkene zu finden, z. B. in Mycobacterium sp. 

ELW1 und den Isoprenabbauern Rhodococcus sp. AD45, WS3, ACPA4 und ACS1; es konnte  

jedoch keine Funktion vorhergesagt werden. Es kommt in Stämmen mit Epoxid-Hydrolase- 

und GSH-Weg vor, nicht aber in Stämmen mit EaCoMT-Weg. Es ist immer mit einer Alkohol-

Dehydrogenase aus der Familie der GMC-Oxidoreduktasen geclustert. 
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Tabelle 3-8 Mit dem Abbau von MP nicht assoziierte Gene in den Clustern  

Beschreibung/prognostizierte Funktion  
Locus tag 

IBE100 
MNO81_0 

Locus tag 
IBE200 

GKP29_RS0 

Ähnlich -
keit  

Farb-
code  

Protein der Xaa-Pro-Peptidase-Familie ï 8470   

Transporter der B-4DMT-Familie ï 8475   

Transposase der IS110-Familie 3885 ï   

Ketol-Säure-Reduktoisomerase  3955 8580 82,7 %  

MFS Transporter der MHS-Familie 3960 ï   

Hypothetisches Protein 3970 ï   

Protein der Histidin-Phosphatase-Familie ï 8590   

Acetolactat-Synthase, große Untereinheit, 
Thiaminpyrophosphat-Bindeprotein 

3975 8595 92,3 % 
 

Hypothetisches Protein ï 8600   

Transposase 3980 ï   

Rekombinase/Integrase vom Tyrosin-Typ 3985 ï   

Rekombinase/Integrase vom Tyrosin-Typ 3990 ï   

Transposase der IS256-Familie 3995 ï   

Protein der Aldehyd-Dehydrogenasen-
Familie 

4030 8635 73,5 % 
 

Hypothetisches Protein 4040 8425 91,8 %  

Protein der PPE-Familie ï 8640   

Transposase der IS1634-Familie 4055 ï   

Die Ähnlichkeiten der übersetzten Aminosäuren zwischen den Enzymen der gleichen prognostizierten 

Funktion oder Position im Cluster sind angegeben. Das Inkrement der Locus tags beträgt 5. Der 

Farbcode bezieht sich auf Abbildung 3-12. 

 

MNO81_03955/GKP29_RS08580 (88,2 % Identität), eine Ketolsäure-Reduktoisomerase, und 

MNO81_03975/GKP29_RS08595 (86,5 % Identität), eine Acetolactat-Synthase, konnten dem 

Stoffwechsel der verzweigten Aminosäuren Valin, Leucin und Isoleucin zugeordnet werden. 

Downstream von ibeF liegt eine Aldehyd-Dehydrogenase (MNO81_04030/GKP29_RS08635, 

60,9 % Identität). Diese Clusterung ist häufig mit Alken-Monooxygenasen zu beobachten. 

Proteine mit Identitäten von 60 bis 30 % finden sich unter anderem in den Alkenabbauern 

Rhodococcus sp. AD45 (WP_088288037.1), Rhodococcus opacus PD630 (UDH00368.1), 

Mycobacterium sp. AT1 (OPX05309.1), Mycobacterium sp. ELW1 (QEN17567.1), Gordonia 

sp. i37 (OPX15009.1) und X. autotrophicus Py2 (WP_011992978.1), jedoch konnte keine 

Funktion im Zusammenhang mit dem Alkenabbau identifiziert werden (McGenity et al. 2018). 

MNO81_03885, _03980, _03985, _03990, _03995 und _04055, die nur im Stamm IBE100 

gefunden wurden, sind Transposase-assoziierte Proteine. Dies weist darauf hin, dass der 

Cluster teilweise oder in Gänze durch horizontalen Gentransfer erworben wurde. 

 

3.5 Differen zielle SDS -PAGE und Peptidanalyse  in Stamm IBE100 

Stamm IBE100 war im Gegensatz zu Stamm IBE200 in der Lage, potenzielle Metabolite von 

MP als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen. Dies ermöglichte den Ansatz einer 
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differenziellen SDS-PAGE. Jedoch konnte nur die Mutase-Untereinheit HcmA mit diesem 

Ansatz visuell eingegrenzt werden (Abbildung 3-19, Bande 7). Folglich wurden alle Banden 

aus der Bahn des Zellextrakts von auf MP gewachsenen Zellen ausgeschnitten und 

weiterverarbeitet. Mittels Peptidmassen Fingerprint ermittelte Peptidsequenzen konnten 

gegen die aus den Genomsequenzen abgeleiteten Proteomsequenzen abgeglichen werden. 

 

 

Abbildung 3-19 Differen zielle SDS -PAGE von  Stamm  IBE100 

Coomassie-gefärbtes Acrylamid-Gel mit den löslichen Anteilen der Zellextrakte mit verschiedenen 

Substraten (MP, IBO: Isobutylenoxid, MPD: 2-Methylpropan-1,2-diol, 2-HIBA, 3-HBA und Fru: Fructose) 

induzierter Zellen von Stamm IBE100. IBO, MPD, 2-HIBA und 3-HBA sind postulierte Metabolite von 

MP. Die entsprechenden Zellextrakte sind in der Abbaureihenfolge von rechts nach links aufgetragen. 

Das Extrakt mit Fructose induzierter Zellen diente als Negativkontrolle. Die farbigen Dreiecke markieren 

die erwartete Position der Enzyme, die in der Folgereaktion nicht mehr exprimiert sein sollten. Der 

Farbcode entspricht dem aus Tabelle 3-6 und Abbildung 3-12; die Nummerierung der Banden entspricht 

der aus Tabelle 3-9. Die Massen der Referenzbanden in den äußeren Bahnen sind in kDa angegeben. 

 

Verschiedene Enzyme, codiert durch Gene aus dem postulierten Cluster (Abbildung 3-12), 

konnten mittels einzigartiger Peptidsequenzen (unique peptides) identifiziert und mit 

Übereinstimmungen von 24ï95 % der jeweiligen Gesamtsequenz verifiziert werden (Tabelle 

3-9). Alle identifizierten Proteine waren größer als 30 kDa und umfassten u.a. die IbeA-, IbeE- 
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und IbeF-Untereinheiten der Isobuten-Monooxygenase, während Methan-Monooxygenase-

Untereinheiten (MmoX, MmoY und MmoR mit vorhergesagten Massen von 59,6, 40,9 bzw. 

37,9 kDa) nicht identifiziert werden konnten. Weitere Enzyme aus dem Cluster, Epoxid-

Hydrolase EPH, Alkohol- (MdpB) und Aldehyd- (MdpC) Dehydrogenase, 2-Hydroxyisobutyryl-

CoA-Ligase HCL, 2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase HcmA sowie deren Chaperon MeaH, 

3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase FadB und Acetyl-CoA C-Acetyltransferase PhaA 

waren exprimiert. Nur die Untereinheiten IbeB, IbeC, IbeD der Isobuten-Monooxygenase und 

HcmB der Hydroxyisobutyryl-CoA-Mutase waren aufgrund ihrer geringen Größe (10,2, 12,5, 

12,3 bzw. 15,3 kDa) mit diesem Ansatz nicht nachweisbar. 

 

Tabelle 3-9 Peptid massen  Fingerprint von Stamm IBE100 

Banden -
Nr. 

Protein  Übereinstimmung  
unique  

peptides  
erwartete Masse 

(kDa) 
Farbe-
code  

1 IbeA 278/505 aa (55 %) 29 58,1  
2 IbeE 205/340 aa (60 %) 16 38,3  
3 IbeF 109/340 aa (32 %) 7 36,3  
4 EPH 182/303 aa (60 %) 11 34,6  
5 MdpB 516/545 aa (95 %) 41 59,8  
6 MdpC 392/484 aa (81 %) 32 52,2  
7 HcmA 342/575 aa (59 %) 29 64,0  
8 HCL 193/472 aa (41 %) 17 53,1  
9 MeaH 106/329 aa (32 %) 7 34,8  
10 FadB 101/288 aa (35 %) 8 30,6  
11 PhaA 98/403 aa (24 %) 5 41,7  

Massenspektrometrische Identifizierung von aus dem Gel ausgeschnittenen Proteinbanden, von denen 

angenommen wird, dass sie am Abbau von MP in M. gadium IBE100 beteiligt sind. 

 

3.6 Transkriptomanalyse  in Stamm IBE200 

Um die Beteiligung der vom MP-Gencluster codierten Genprodukte in Stamm IBE200 zu 

überprüfen, wurde eine Genexpressionsanalyse mit auf MP gewachsenen Zellen im Vergleich 

zu auf 1-Hexanol gewachsenen Zellen durchgeführt. Hexanol wurde als Negativkontrolle 

gewählt, da keine Überschneidungen zwischen den beiden Abbauwegen zu erwarten waren 

und weil die Zellmasse und die Wachstumsrate im Vergleich zu auf MP gewachsenen Zellen 

ähnlich sind. Die RNA-Sequenzen sind bei GenBank unter dem BioProject PRJNA590116 

einsehbar. 

Gene wurden als signifikant differenziell reguliert angesehen, sofern der angepasste p-Wert 

(FDR) kleiner als 0,05 und der Betrag des fold change (angegeben als log2|FC|) größer als 1 

waren. Die Analyse ergab, dass 936 von 6.292 Genen differenziell exprimiert wurden, wobei 

817 Gene hochreguliert (Abbildung 3-20 blaue Punkte) und 119 Gene herunterreguliert 

(Abbildung 3-20 rote Punkte) waren. Dabei gehörten die Gene aus dem postulierten 

Degradationscluster (Tabelle 3-6) zu denjenigen mit den höchsten Expressionsniveaus 

(Abbildung 3-20 große Symbole). Diese lagen zwischen 17,4- und 71,5-facher 

Hochregulierung und somit deutlich über dem Signifikanz-Schwellenwert. Das Maß der 
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Regulierung im hochregulierten Induktionszustand (log2|FC|) der einzelnen Gene des Clusters 

ist in Abbildung 3-21 verdeutlicht. 

 

 

Abbildung 3-20 Genexpressionsmuster von Stamm IBE200 

Exprimierte Gene bei Wachstum auf MP im Vergleich zu Wachstum auf 1-Hexanol, aufgetragen als 

Maß der Regulierung im jeweiligen Induktionszustand (log2FC) über das generelle Expressionsniveau 

des Durchschnitts beider Induktionszustände (log2CPM). Dabei waren 119 Gene herunterreguliert (rot), 

5.354 Gene nicht reguliert (grau) und 817 Gene hochreguliert (blau). Gene aus dem Cluster sind durch 

größere Symbole hervorgehoben; der Farbcode bezieht sich auf Abbildung 3-12. 

 

Die höchsten Niveaus wurden bei denjenigen Genen festgestellt, die für das G Protein 

Chaperon MeaH der Mutase und die Ŭ-Untereinheit IbeA der mutmaßlichen Isobuten-

Monooxygenase codieren, mit Änderungen um das 71,5-fache bzw. 70,1-fache. Zudem waren 

die Expressionsniveaus der zugehörigen Gene der Mutase (66,8ï64,7-fach) und 

Monooxygenase (25,7ï69,3-fach) sehr hoch, gefolgt von der CoA-Ligase HCL (53,9-fach), der 

Acetyl-CoA Acetyltransferase PhaA (42,2-fach), Epoxid-Hydrolase EPH (25,1-fach), Alkohol-

Dehydrogenase MdpB (22,9-fach), 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase FadB (21,1-fach) 

und Aldehyd-Dehydrogenase MdpC (17,4-fach). Im Gegensatz dazu wiesen die Gene, die für 

Untereinheiten der Methan-Monooxygenase codieren, keine Veränderungen in der Expression 

oder nur leicht erhöhte Expressionsniveaus auf (bis zu 2,2-fach). Dies deutet eindeutig darauf 

hin, dass die Sechs-Komponenten-SDM für die initiale Oxidation von MP im Stamm IBE200 

verantwortlich ist. Das hohe Induktionsniveau aller vorgeschlagenen Gene für den 

nachfolgenden Abbauweg macht den postulierten Abbauweg sehr wahrscheinlich. 

Weiterhin waren Gene für die aerobe Cobalamin-Synthese, einschließlich eines 

Cobalttransporters, mindestens 4,5-fach hochreguliert, was ihre Rolle beim MP-Abbau 

unterstreicht. 
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Abbildung 3-21 Expression sniveaus  der Abbau -Gene in  M. paragordonae  IBE200 

Die Expressionsniveaus der postulierten Abbau-Gene liegen deutlich über dem Signifikanz-

Schwellenwert (schwarzer Balken). Gene, die für die Methan-Monooxygenase (GKP29_RS08845-

8660) codieren, erreichen den Schwellenwert nur knapp oder gar nicht. Der Farbcode bezieht sich auf 

Abbildung 3-12, der Locus tag auf Tabelle 3-6. 

 

Mehrere Gene außerhalb des Clusters waren ebenfalls signifikant induziert (bis zu 100-fach 

hochreguliert). Diese konnten den Funktionen der Stressreaktion (General-stress-response-

Proteine und Universal-stress-Proteine: GKP29_RS00725, GKP29_RS15305, 

GKP29_RS16350, GKP29_RS05175, GKP29_RS05200, GKP29_RS05210, 

GKP29_RS17825, GKP29_RS17835, GKP29_RS12250, GKP29_RS30685, 

GKP29_RS24825, GKP29_RS31615), der bei Mycobacteriaceae üblichen 

Zellwandmodifikation (Trehalose-Phosphatase und Vorprodukt-Synthese durch 

Gluconeogenese, Teichonsäure-Synthese: GKP29_RS02900, GKP29_RS05205, 

GKP29_RS05215, GKP29_RS05255, GKP29_RS19895, GKP29_RS19900), der Synthese 

verzweigtkettiger Aminosäuren (Ketol-Säure-Reduktoisomerase, Acetolactat-Synthase, 

Methylmalonylsemialdehyd-Dehydrogenase: GKP29_RS08580, GKP29_RS08595, 

GKP29_RS29280, GKP29_RS29285), Lantibiotika-Produktion (Lantipeptidase: 

GKP29_RS05445, GKP29_RS05450, GKP29_RS05460, GKP29_RS05465) und Fettsäure- 

sowie Polyketid- und Lipid-Synthese (Branched-chain alpha-keto acid-Dehydrogenase 

Komplex, Acyl-Carrier-Proteine, Phosphopantethein-Bindeprotein: GKP29_RS14595, 

GKP29_RS16365, GKP29_RS05180, GKP29_RS05185, GKP29_RS05190, 

GKP29_RS05195, GKP29_RS05230, GKP29_RS05235, GKP29_RS05240, 

GKP29_RS05245, GKP29_RS05250, GKP29_RS29650, GKP29_RS29655, 

GKP29_RS30705) zugeschrieben werden. Dies deutet darauf hin, dass das Wachstum auf 

MP als wasserunlösliche, niedermolekulare Verbindung für die Zellen ein Stressfaktor darstellt. 
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3.7 Postulierung des Abbauweges  von M ethylpropen  

Aus den gewonnenen Erkenntnissen konnte ein Abbauweg postuliert und für die Stämme 

IBE100 und IBE200 gleichermaßen verifiziert werden (Abbildung 3-22). 

 

 

Abbildung 3-22 Der Abbauweg von Methylpropen  in den Stämmen IBE100 und IBE200  

Verifizierter Abbauweg von Methylpropen in den Stämmen IBE100 und IBE200. Die Oxidation von 

Methylpropen zu Acetyl-CoA erfolgt dabei über acht Enzyme bzw. Enzymkomplexe. 

Schlüsselreaktionen hierbei sind die initiale Epoxidierung des Alkens, die hydrolytische Spaltung des 

entstehenden Epoxids und die radikalische Linearisierung der verzweigten Säure. X: NAD+ oder NADP+. 

 

Die Alken-Monooxygenase IbeABCDEF des Typs Isopren-Monooxygenase epoxidiert (1) MP 

zu 1,2-Epoxy-2-methylpropan. Das Epoxid wird mittels der Cofaktor-unabhängigen Hydrolase 

EPH zu 2-Methylpropan-1,2-diol gespalten (2). Die Dehydrogenierung des Diols (3) wird durch 

die NADP-abhängige Alkoholdehydrogenase MdpB aus der Familie der GMC-
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Oxidoreduktasen katalysiert. Das entstehende 2-Hydroxyisobutyraldehyd wird anschließend 

mittels der Aldehyd-Dehydrogenase MdpC zur korrespondierenden Säure oxidiert (4), welche 

von der 2-Hydroxyisobutyryl-CoA-Ligase HCL mittels Coenzym A aktiviert wird (5). 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA erfährt anschließend eine radikalische, Adenosylcobalamin-

abhängige Umlagerung (6) zu 3-Hydroxybutyryl-CoA, katalysiert durch die 

2-Hydroxyisobutyryl-CoA Mutase HcmAB und ihr Chaperon MeaH. Die 3-Hydroxybutyryl-CoA 

Dehydrogenase FadB oxidiert (7) die subterminale Hydroxylgruppe zur Ketogruppe. In einer 

finalen Reaktion wird Acetoacetyl-CoA thiolytisch durch die Acetyl-CoA C-Acetyltransferase 

PhaA in zwei Acetyl-CoA gespalten (8), deren Produkte in den zentralen Metabolismus 

eingehen können. 

 

3.8 Primärstrukturanalysen und Homologiemodelle  der Schlüsselenzyme  

Basierend auf den Aminosäuresequenzen wurden in silico Analysen zur weiteren 

Charakterisierung der Schlüsselenzyme des Abbauwegs, der Isobuten- bzw. Isopren-

Monooxygenase Oxygenase Ŭ-Untereinheit jeweils aus den Stämmen IBE100, IBE200 (je 

IbeA) und Rhodococcus sp. AD45 (IsoA), der Epoxid-Hydrolase EPH und der Mutase HcmAB, 

jeweils aus Stamm IBE200, durchgeführt. Hierbei konnten jeweils das aktive Zentrum, die bei 

der Katalyse beteiligten Aminosäurereste sowie der Substrattunnel bzw. der Zugang zum 

aktiven Zentrum identifiziert werden. Die Substrat-koordinierenden Reste können unter 

Umständen Hinweise auf die Substrataffinität geben, die Durchmesser der Substrattunnel auf 

die Selektivität. Tertiärstrukturen wurden mittels Homologiemodellen visualisiert. 

 

3.8.1 Strukturanalyse  von IbeA  

IbeABCDEF ist eine lösliche di-Eisen-Monooxygenase (SDM) aus der Gruppe der Aromaten-

/Alken-/Isopren-Monooxygenasen (Abschnitt 3.4.1). Aus dieser Gruppe existieren zwei 

Enzyme mit bekannter Kristallstruktur, die Toluol-Monooxygenasen TmoABCDEF aus 

Ps. mendocina KR1 (McClay et al. 2000) und TouABCDEF Ps. stutzeri OX1 (Sazinsky et al. 

2004). Neben der para-Hydroxylierung von Toluol sind sie in der Lage, kurzkettige Alkene zu 

epoxidieren, darunter 1- und 2-Buten sowie Butadien (Tabelle 4-1). Als Referenz für die 

Isobuten-Monooxygenase dient im Folgenden die Monooxygenase aus Stamm OX1. Das 

katalytisch aktive di-Eisen-Zentrum ist in der Ŭ-Untereinheit PsTouA (pdb: 3rnf, 498 aa, 

57,7 kDa) lokalisiert. 
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Abbildung 3-23 Sequenzvergleich von  Ŭ-Untereinheiten  ausgewählter SDMs 

Sequenzvergleich ausgewählter Ŭ-Untereinheiten von Monooxygenasen mit Epoxidase-Aktivität 

gegenüber Alkenen. TouA_OX1: Toluol-4-Monooxygenase aus Ps. stutzeri OX1, TmoA_KR1: Toluol-4-

Monooxygenase aus Ps. mendocina KR1, IbeA_ELW1: Isobuten-Monooxygenase aus 

Mycobacterium sp. ELW1, IsoA_AD45: Isopren-Monooxygenase aus Rhodococcus sp. AD45, 

AamA_Py2: Propen-Monooxygenase aus X. autotrophicus Py2, EtnC_JS614: Ethen-Monooxygenase 

aus Nocardioides sp. JS614, AmoC_B-276: Alken-Monooxygenase aus Gordonia rubripertincta B-276, 

EtnC_JS60: Ethen-Monooxygenase aus M. rhodesiae JS60. Substrat und di-Eisen-Zentrum 

koordinierende Reste sind eingerahmt. * markierte SDMs epoxidieren MP. 

 

Ein Sequenzvergleich an den und um die entsprechenden Positionen der Reste für die Eisen- 

sowie potenzielle Substrat-Koordination zeigt beteiligte Aminosäuren in anderen SDMs mit 

Epoxidaseaktivität gegenüber Alkenen auf (Abbildung 3-23). Das für die SDMs typische 

EXXH-Motiv (231 bis 234) sowie Histidin und Glutamat an äquivalenten Positionen zu 137 und 

104 koordinieren die beiden Eisenatome im aktiven Zentrum und sind in allen betrachteten 

SDMs hoch konserviert. Hingegen kann bei den Substrat-koordinierenden Resten 100, 103, 

162, 176 und 180 eine Variabilität festgestellt werden, auch innerhalb der gleichen Gruppe 

(vgl. Abbildung 3-13). 

Die Modellierung der Monomere der Ŭ-Untereinheiten aus den Stämmen IBE100 (Abbildung 

3-26), IBE200 (Abbildung 3-25) und Rhodococcus sp. AD45 (Abbildung 3-26) wurde mit 

SwissModel durchgeführt. Die Ŭ-Untereinheit der entsprechenden SDM von Stamm ELW1 

unterscheidet sich in nur einer Aminosäure von derjenigen aus Stamm IBE100 (T191N), 

welche nicht das aktive Zentrum oder einen Substrattunnel mit aufspannt. Somit können bei 

der Betrachtung der SDM aus Stamm IBE100 die Erkenntnisse auf die von Stamm ELW1 

übertragen werden. Die Volumina der aktiven Zentren sowie die Längen und Durchmesser der 
































































































































































