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I n ihrem 1962 erschienenen Buch ,,.Der
stumme Frithling“ beschreibt Rachel
Carson!! eindrucksvoll die Folgen des
Einsatzes chlorierter Pflanzenschutz-
mittel fiir die Natur sowie die Gefahren,
die von diesen Verbindungen fiir den
Menschen ausgehen konnen. Dieses
Buch veranlasste den US-amerikani-
schen Présidenten Kennedy, ein Gremi-
um zur Untersuchung des Problems
einzusetzen. Dieses Gremium kam zu
den gleichen Ergebnissen wie die Auto-
rin. Es war aber auch Prisident Ken-
nedy, der den Einsatz von ,,Agent Purp-
le“ als Entlaubungsmittel im Vietnam-
Krieg genehmigte. ,,Agent Purple“ ent-
hielt wie auch das spiter eingesetzte
»Agent Orange“ neben den Hauptkom-
ponenten 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure
(2,4-D) und 2,4,5-Trichlorphenoxyessig-
sdure (2,4,5-T) auch 2,3,7,8-Tetrachlor-
dibenzo-p-dioxin (Dioxin, 1) und an-
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dere polychlorierte Dibenzo-p-dioxine
als Verunreinigungen. Nach einem Un-
fall bei der Produktion von Trichlorphe-
nol in dem Ort Seveso in der Nédhe von
Mailand erlangte 1976 insbesondere 1
als ,,Seveso-Gift“ traurige Beriihmtheit.
Bei Untersuchungen in der Folge dieses

schrecklichen Chemie-Unfalls

[*] Prof. Dr. K.-H. van Pée
Institut fiir Biochemie
Technische Universitit Dresden
01062 Dresden (Deutschland)
Fax: (4+49)351-463-35506
E-mail:

karl-heinz.vanpee@chemie.tu-dresden.de

3846  © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

sich heraus, dass polychlorierte Dioxine
und Dibenzofurane nicht nur extrem
toxisch sind, sondern auch sehr leicht
bei der Verbrennung organischer Ver-
bindungen in Anwesenheit von Chlor
entstehen. Spater wurde auch die Bil-
dung von polyhalogenierten Dioxinen
(z.B. Spongiadioxin A, 2) in der Natur
beobachtet.?
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Besonders brisant wird die Dioxin-
Problematik noch dadurch, dass poly-
halogenierte Dioxine extrem lipophil
sind und dadurch stark an hydrophobes
Material wie Humus adsorbieren oder
sich im Fettgewebe anreichern. In den
80er Jahren erschien der damaligen
Bundesregierung das Problem sogar so
dringlich, dass man bereit war, den Bau
spezieller Laboratorien zu finanzieren,
in denen der biologische Abbau von
polychlorierten Dioxinen untersucht
werden sollte. Damals lagen zwar be-
reits Daten iiber den Abbau haloge-
nierter aromatischer Verbindungen
durch Mikroorganismen und iber die
direkte Entfernung von Chloratomen
aus aromatischen Verbindungen vor,”
aber iiber den Abbau dioxindhnlicher
Verbindungen war nichts bekannt. Erste
Versuche, Dioxine durch Mikroorganis-
men abzubauen, erfolgten unter aero-
ben Bedingungen. Verinderungen in
der Zusammensetzung der Dioxinabla-
gerungen in Sedimenten gaben erste
Hinweise auf einen anaeroben Abbau
von Dioxinen.”’
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Die Entfernung von Halogenato-
men aus aromatischen Verbindungen
unter anaeroben Bedingungen erfolgt
reduktiv. Reduktive Dehalogenierungs-
schritte sind auch vom Abbau des Pen-
tachlorphenols bekannt, der unter aero-
ben Bedingungen erfolgt. Dabei treten
sowohl oxidative als auch reduktive
Dehalogenierungsschritte  auf."!  Fiir
den Abbau halogenierter Verbindungen
in Sedimenten, also unter Abwesenheit
von Sauerstoff, spielt die so genannte
»Dehalorespiration“ eine entscheiden-
de Rolle. Bei diesem Vorgang ist die
reduktive Dehalogenierung mit der
Konservierung von Energie und mit
dem Zellwachstum gekoppelt. Solche
Reaktionen sind schon lidnger fiir die
Dehalogenierung von Verbindungen
wie Tetrachlorethen und Chlorphenole
bekannt.!"*!

Bisherige Arbeiten zur reduktiven
Dehalogenierung von polychlorierten
Dioxinen erfolgten an anaeroben
Mischkulturen. So hatten sich auch
Bunge etal”) mit dem Abbau von
1,2,3,4-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (3,
Schema 1) befasst. Hierzu wurden Bak-
terienkulturen aus Sedimenten des Spit-
telwasserbachs, Region Bitterfeld,
Deutschland, gewonnen, da diese Sedi-
mente hohe Konzentrationen an poly-
halogenierten Dioxinen enthalten. Zu-
gesetztes 3 wurde von diesen Misch-
kulturen in eine Mischung aus 1,3- und
2,3-Dichlordibenzo-p-dioxin (5) umge-
wandelt. In sich anschlieBenden Unter-
suchungen”! wurden die Mischkulturen
unter Erhaltung der Dehalogenierungs-
aktivitdt sechsmal in ein Minimalmedi-
um aus genau definierten Komponenten
transferiert. Allerdings wurde von den
meisten der transferierten Kulturen
1,2,4-Trichlordibenzo-p-dioxin iiberwie-
gend zu 5 und weniger zu 1,3-Dichlordi-
benzo-p-dioxin umgewandelt.
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Schema 1. Vorgeschlagener Hauptabbauweg fiir 1,2,3,4-Tetrachlor-

p-dioxin (3) nach Bunge et al.l'"”

Angesichts der strukturellen Ahn-
lichkeit von Chlorbenzolen zu chlorier-
ten Dioxinen und der Tatsache, dass
Dehalococcoides sp. Stamm CBDB1 das
einzige bisher bekannte Bakterium ist,
das Chorbenzole  dehalogenieren
kann,' lag es nahe, mit entsprechenden
Primern fiir 16S-ribosomale DNA
(rDNA) nach verwandten Stimmen in
den Mischkulturen zu suchen. Ein wei-
terer Dehalococcoides-Stamm, D. ethe-
nogenes Stamm 195, kann iiber Dehalo-
respiration Tetrachlorethen zu Ethen
dechlorieren. Daher wurden auch 16S-
rDNA-Primer fiir diesen Stamm ver-
wendet. Mithilfe spezifischer PCR-Pri-
mer fiir diese Dehalococcoides-Stimme
konnten in den Mischkulturen 16S-
rDNA-Sequenzen amplifiziert werden.
Diese erwiesen sich als identisch mit der
entsprechenden Sequenz von Dehalo-
coccoides sp. Stamm CBDBI1 und zu
98.5 % identisch mit der Sequenz aus D.
ethenogenes Stamm 195. Die Identitit
der aus den Mischkulturen amplifizier-
ten 16S-rDNA-Sequenzen mit Dehalo-
coccoides sp. Stamm CBDB1 implizier-
te, dass ein entsprechender Stamm in
der Mischkultur vorhanden sein sollte.
Daher wurde der von Adrian et al.l'!}
isolierte Dehalococcoides sp. Stamm
CBDBI1 eingesetzt, um zu iiberpriifen,
ob er auch Dioxine dehalogenieren
kann. Es zeigte sich, dass dieser Stamm
3 zu 2-Monochlordibenzo-p-dioxin (6)
dechloriert, wobei als Zwischenprodukt
5 isoliert werden konnte. Dieses Zwi-
schenprodukt wurde auch beim Abbau
von 1,2,3-Trichlordibenzo-p-dioxin (4)
gefunden (Schema 1). Beim Abbau von
1,2,4-Trichlordibenzo-p-dioxin trat da-
gegen 1,3-Dichlordibenzo-p-dioxin in
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bis zu 50 Mol-% als
Zwischenprodukt auf.
Im Verlauf des Trans-
fers der Mischkultur
verschob sich der be-
vorzugte Ort, an dem
die Dechlorierung er-
folgt, von der latera-
len zur peri-Position.
Dies deutet darauf
hin, dass in der ur-
spriinglichen Misch-
6 kultur noch weitere
Organismen vorhan-
den sind, die die an-
gebotenen  Dioxine
dechlorieren konnen,
und es beim Transfer zu einer Anreiche-
rung von Dehalococcoides sp. Stamm
CBDBI1 kam.

Als Modellsubstanz fiir polychlorier-
te Dioxine, die an beiden Benzolringen
chloriert sind, wurde 1,2,3,7,8-Penta-
chlordibenzo-p-dioxin (7) eingesetzt.
Diese Verbindung wurde sehr langsam
(innerhalb von 104 Tagen) und nur zu
einem Anteil von 2.8 Mol-% zu 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (1), 2,7-
Dichlordibenzo-p-dioxin (9) und 2,8-
Dichlordibenzo-p-dioxin (10) sowie ge-
ringfiigig zu 1,3,7,8-Tetrachlordibenzo-
p-dioxin und 2,3,7-Trichlordibenzo-p-
dioxin (8) dehalogeniert (Schema 2).

Das entscheidend Neue an den Er-
gebnissen von Bunge etall'” ist die
Identifizierung eines fiir die Dehaloge-
nierung polychlorierter Dioxine verant-
wortlichen Bakterienstamms, der aus
einer mit Dioxinen belasteten Boden-
probe stammt, und die nachgewiesene
Dehalogenierung polyhalogenierter
Dioxine durch einen Dehalococcoides-
sp.-Stamm in Reinkultur, der Bestand-
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teil der Mischkultur ist. Dass Bakterien,
die polyhalogenierte Dioxine abbauen
konnen, in mit diesen Substanzen kon-
taminierten Boden vorkommen, zeigt
die Anpassungsfiahigkeit der Natur und
starkt die Hypothese, dass Substanzen
mit struktureller Ahnlichkeit zu Verbin-
dungen, die von lebenden Organismen
synthetisiert werden, z.B. das polyhalo-
genierte Dioxin 2,7 auch durch bio-
logische Systeme entgiftet und entsorgt
werden konnen.

Die von Bunge et al.'" vorgestellten
Ergebnisse nidhren die Hoffnung, dass
die Entgiftung polychlorierter Dioxine
durch anaerobe reduktive Dehalogenie-
rungsreaktionen und den anschliefen-
den weiteren Abbau der Dioxine in der
Natur ablaufen kann und dadurch eine
Dekontamination von Dioxin-verseuch-
ten Boden moglich ist. Diese Zuversicht
wird besonders durch den Befund ge-
starkt, dass Dehalococcoides sp. Stamm
CBDBI in synthetischen Medien in Ab-
wesenheit eines chlorierten Elektronen-
acceptors nicht wachsen kann. Da De-
halococcoides sp. Stamm CBDB1 dem-
nach fiir die Energiegewinnung ver-
starkt auf die Dehalorespiration ange-
wiesen zu sein scheint, konnte es
moglich sein, dass dieser Stamm poly-
chlorierte Dioxine auch dann dehalo-
geniert, wenn andere, unhalogenierte
Nahrstoffe zur Verfiigung stehen. Dies
konnte gegeniiber der aeroben Dehalo-
genierung polyhalogenierter Dioxine!'”
ein entscheidender Vorteil sein. Aller-
dings ist die Abbaugeschwindigkeit mit
etwa 60 Mol-% innerhalb von 56 Tagen
fir 4 zu 6 noch sehr weit von einer
Anwendung entfernt. Um den Abbau
polychlorierter Dioxine in belasteten
Boden zu verbessern, konnte die Mole-
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Schema 2. Vorgeschlagener Hauptabbauweg fiir 1,2,3,7,8-Pentachlordibenzo-p-dioxin (7) nach

Bunge et al."¥
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kulargenetik mit der Klonierung der
Dehalogenasegene und deren Uberex-
pression helfen.

Die immer wieder auftretende Kon-
tamination von Futtermitteln durch
polyhalogenierte Dioxine ist nur ein
Beispiel fiir die Notwendigkeit von
Moglichkeiten zum Abbau und der
Entgiftung polyhalogenierter Dioxine.
Dabei muss angemerkt werden, dass in
diesem Zusammenhang eigentlich die
Vermeidung der Bildung polyhaloge-
nierter Dioxine im Vordergrund stehen
sollte. Auch fiir die grundlagenorientier-
te Forschung ist die Dehalogenierung
von Dioxinen eine gro3e Herausforde-
rung. Interessante Forschungsobjekte
sind z.B. die Isolierung der Enzyme
und deren Charakterisierung oder die
Klarung der Frage, weshalb die Dehalo-
coccoides-Stimme anscheinend unbe-
dingt halogenierte Elektronenaccepto-
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ren benotigen. Die geringen Abbauge-
schwindigkeiten und die benétigte lange
Kultivierungsdauer deuten allerdings
darauf hin, dass in diesen Punkten nicht
mit schnellen Fortschritten zu rechnen

ist.
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