Molekulare Strategien in der Umwelt
- 135 Jahre spannende Forschung

Seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts ist die Molekularbiologie
eine eigene Disziplin. Ihre Wurzeln hat sie im Bereich der Mikro-
biologie, die anfanglich vor allem die Lebensprozesse und damit
auch das Funktionieren der Okosysteme untersuchte. Wihrend der
heutige biotechnologische und medizinische Einsatz der Molekular-
biologie den meisten Menschen bekannt ist, stehen die molekula-
ren Ansatze im Kontext der problemorientierten Umweltforschung
noch meist im Hintergrund. Dies zu Unrecht, denn ihre Ansatze
sind fiir die Losung aktueller Probleme von grossem Nutzen.

Bereits in der Mitte des 19.Jahrhunderts
haben Forscher die biologische Umsetzung
definierter Stoffe durch Mikroorganismen
studiert. Triebfeder fur die meisten Studien
war die Urzeugungstheorie, die davon aus-
ging, dass Leben immer wieder spontan
entstehen konnte. Gleichsam als Abfall-
produkt lieferten diese Arbeiten erste mole-
kulare Erkenntnisse zum Stoffwechsel der
Mikroorganismen. Auch der franzésische
Forscher Béchamp [1], ein Zeitgenosse von
Louis Pasteur, war Anhénger der Urzeu-
gungstheorie. Er untersuchte unterschied-
liche Umweltproben auf ihre Kapazitét,
spezifische Substanzen umzusetzen, und
beschrieb u.a. die Methanbildung aus Etha-
nol. Seiner Meinung nach waren dafir
Mikroorganismen verantwortlich, die im
Versuchsgeféss neu entstanden waren und
denen er den Namen Microzyma cretae gab.
Es ist Pasteurs genialen Experimenten zu
verdanken, dass die Urzeugungstheorie

Abb. 1: Autoradiogramm von epiphytischen Bakterien
(sichtbar als schwarze Kolonie links unten), die auf
marinen Rotalgen leben. Den Bakterien wurde
14C-Glutamat als Kohlenstoffquelle angeboten [aus 4].
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widerlegt werden konnte. Die vermeintliche
spontane Schoépfung entpuppte sich als
Anreicherung bereits vorhandener Mikro-
organismen.

In der zweiten Haélfte des 19. Jahrhunderts
verfolgte der deutsche Wissenschaftler Felix
Hoppe-Seyler die molekulare Strategie in
der Umweltforschung konsequent weiter.
Als erster Professor fur Physiologische Che-
mie an der Universitat Strassburg koppelte
er das molekulare Verstandnis von biolo-
gischen Prozessen an energetische Uber-
legungen. Er erkannte, dass bei jeder bio-
chemischen Umsetzung Energie frei wird,
die von den Mikroorganismen zum Wachs-
tum und im Zellstoffwechsel genutzt werden
kann. Bemerkenswert ist, dass die heutige,
allseits anerkannte klassische Thermodyna-
mik damals erst im Entstehen begriffen war
(erst 1878 fihrte Josiah Gibbs den Begriff
der freien Energie ein) [2]. Der Forschungs-
ansatz von Hoppe-Seyler ist in den folgen-
den Jahren noch verfeinert worden.

Radioaktive Isotope markieren
die Stoffwechselprodukte

Der néchste Durchbruch erfolgte in den
dreissiger und vierziger Jahren des vergan-
genen Jahrhunderts mit der Entdeckung der
radioaktiven Isotope 1C und “C durch den
Chemiker Samual Ruben und den Physiker
Martin Kamen [3]. Beide Forscher hatten
das Potenzial dieser Isotope flir die For-
schung sofort erkannt. Versuche mit 1C
erwiesen sich jedoch als schwierig, da
dieses Isotop lediglich eine Halbwertszeit
von 21 Minuten hat. Erst durch den Einsatz
des Isotops '#C mit einer Halbwertszeit
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von ~5700 Jahren war es mdglich, die
Zwischenprodukte bei biochemischen Um-
setzungen auch in komplexen System zu
verfolgen und die Assimilationsprodukte
spezifischen Organismen in einem Okosys-
tem zuzuordnen. Mit Hilfe der Mikro-Auto-
radiographie kénnen Organismen, die eine
biochemische Umsetzung im Okosystem
katalysieren, direkt sichtbar werden (Abb. 1).
Wegbereiter dieser Methode war in den
60er Jahren das Ehepaar Luise und Thomas
Brock [4].

Nachweis spezifischer
Mikroorganismen

In den 70er und 80er Jahren legten die Bio-
logen, und unter ihnen vor allem die mikro-
biellen Okologen, ihr Hauptaugenmerk auf
die Entwicklung von Methoden, mit denen
Mikroorganismen direkt in komplexen Um-
weltproben identifiziert werden kénnen.
Spezifische Verbindungen: Manche Sub-
stanzen kommen nur bei bestimmten Or-
ganismengruppen vor. Ein Beispiel ist das
Elektronen Uibertragende Coenzym F,,, das
mit einer Ausnahme lediglich bei den Me-
than produzierenden Bakterien gefunden
wird. Diese Substanz ist besonders interes-
sant, weil sie fluoresziert und die Bakterien
dadurch einfach nachweisbar sind (Abb. 2).
Immunologische Verfahren: Der Nachweis
bestimmter Bakterienarten durch immuno-
logische Verfahren, die in der medizinischen
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Abb. 2: F;,, ein Elektronen libertragendes Coenzym,
das fast ausschliesslich in Methan produzierenden
Bakterien vorkommt. Es fluoresziert nach Anregung
durch ultraviolettes Licht. Diese Eigenschaft erlaubt
die direkte Identifizierung von Methanbakterien in
natiirlichen Populationen, hier von Methanobacterium
formicicum.



Abb. 3: Mit Goldkolloiden (schwarze Punkte), die an
Antikérper gebunden sind, kénnen in elektronenmikro-
skopischen Diinnschnitten Bakterien immunologisch
identifiziert werden. Hier ist spezifisch das Essigsaure
verwertende Bakterium Methanosaeta concilii in
einem auf Propionsdure gewachsenen Biofilm markiert.

Mikrobiologie bereits breite Anwendung ge-
funden hatten, wurde gegen Ende der 70er
Jahre vermehrt auch in Umweltsystemen
eingesetzt. Fir die Sichtbarmachung der
Antikérper auf dem Zielorganismus standen
bereits zu dieser Zeit viele Markierungs-
moglichkeiten offen. Sie reichten von der
radioaktiven Markierung Uber Enzyme, die
bestimmte Reaktionen katalysieren (ELISA-
Technik), bis hin zu spezifischen Schwer-
metallen und fluoreszierenden Farbstoffen.
Mit Antikdrpern kdnnen sogar individuelle
Proteine, meist Enzyme, in einem komple-
xen System in einer Einzelzelle nachgewie-
sen werden (Abb. 3 und 4). Nachteil der
immunologischen Techniken ist, dass die
Organismen oder Eiweissmolekiile, die von
den Antikérpern erkannt werden sollen,
zunéchst isoliert werden mussen. Sie wer-
den fir die Produktion der Antikdrper ge-
braucht.

RNA- und DNA-Sonden: Ein Quantensprung
gelang mit der Entwicklung der RNA- und
DNA-Sonden in der ersten Halfte der 80er
Jahre. Dazu waren zwei Voraussetzungen
notig. Erstens musste die RNA als universel-
les Molekll zur Ableitung von Verwand-
schaftsbeziehungen unter Organismen er-
kannt und erforscht werden. Carl Woese [5]
und Norman Pace [6] waren die Pioniere auf
diesem Gebiet. Zweitens musste die DNA
ausserhalb der Zelle im Reagenzglas ver-
vielfaltigt werden kdnnen. Mit der so ge-

Abb. 4: Methanosaeta concilii im elektronenmikrosko-
pischen Diinnschnitt. Das Enzym Kohlenstoffmonoxid-
Dehydrogenase ist immunologisch mit Goldkolloiden
markiert. Die schwarzen Punkte sind iiber die ganze
Zelle verteilt, ein starker Hinweis, dass es sich um ein
in der Zellfliissigkeit 16sliches Enzym handelt.

Fotos: Wageningen Agricultural University, The Netherlands

nannten Polymerase-Ketten-Reaktion, kurz
PCR («polymerase chain reaction»), gelang
Kary Mullis 1985 [7] die grosse Entdeckung
(Abb. 5). Die Sonden werden so konstruiert,
dass sie spezifische RNA- oder DNA-Ab-
schnitte erkennen. Je nachdem, ob es sich
dabei um variable oder konservierte Regio-
nen handelt, kdnnen einzelne Arten oder
ganze Organismengruppen identifiziert wer-
den. Sind die Sonden dariiber hinaus mit
Fluoreszenzfarbstoffen verknipft, kdnnen
die markierten Mikroorganismen direkt un-
ter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar ge-
macht werden. Mit Hilfe der PCR kdnnen
ausserdem unbekannte Gensequenzen aus
einem Okosystem isoliert und anschlies-
send mit bereits bekannten DNA-Sequen-
zen verglichen werden. Aufgrund der
immensen Datenbanken ist die Chance
heute relativ gross, dass die unbekannten
Sequenzen spezifischen Funktionen oder
Organismengruppen zugeordnet werden
kénnen.

Wodurch werden Organismen
negativ beeinflusst?

Neben den Fragen zum Prozessverstandnis
— wer macht was, wo und wie — hat sich in
den letzten Jahrzehnten ein neuer Komplex
entwickelt, der sich mit Ursachen und Aus-
wirkungen von Umweltschaden beschaftigt.
Dazu gehdrt auch die Problematik rund um
giftige Chemikalien, die in die Umwelt ge-
langen und sich negativ auf die Organismen
auswirken kénnen. Die Dringlichkeit, dieses
Gebiet zu erforschen und Problemlésungen
zu erarbeiten, hat einerseits zu grossen
Fortschritten in der analytischen Chemie
gefuihrt — heute kénnen die verschiedensten

Schadstoffe selbst bei tiefsten Konzentra-
tionen in einer komplexen Matrix bestimmt
werden. Anderseits bilden unsere Kenntnis-
se der Steuerung molekularer biologischer
Prozesse die Basis fir die Konstruktion
so genannter Biosensoren. Diese zeigen
geringste Schadstoffbelastungen durch Ex-
pression spezifischer Enzyme oder fluores-
zierender Proteine an. DarUber hinaus eroff-
nete die Sequenzanalyse ganzer Genome
die Mdoglichkeit, spezifische Gengruppen
zusammenzustellen und sie auf so genann-
te DNA-Chips aufzutragen. Mit diesem Chip
kénnen dann die Reaktionen der Gene auf
Chemikalien oder andere Umwelteinflisse
untersucht werden.

Das molekulare Versténdnis des Lebens in
einer sich immer wieder &ndernden Umwelt
ist in den letzten anderthalb Jahrhunderten
einen langen Weg gegangen. Gerade die
letzten 20 Jahre waren durch eine rasante
Wissensexplosion im angewandten Bereich
gekennzeichnet, zu der auch wir an der
EAWAG unseren Beitrag geleistet haben.
Einige Beispiele aus dieser Arbeit mdchten
wir in diesem Heft vorstellen.
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Abb. 5: Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte durch die PCR-Methode. Die zu vervielfdltigende DNA wird mit
zwei Primern (P1 + P2) und dem Enzym Taqg-Polymerase vermischt. Diese Mischung durchlauft ca. 30 Temperatur-
zyklen in einem PCR-Automaten. Ein Temperaturzyklus dauert etwa 4 Minuten und setzt sich aus 3 Arbeitsschritten
zusammen. 1. Schritt: die DNA wird bei 95 °C denaturiert; 2. Schritt: die Temperatur wird auf maximal 37 °C abge-
senkt, so dass die Primer an die DNA binden; 3. Schritt: bei 72 °C synthetisiert die Tag-Polymerase den komplemen-
taren DNA-Strang.

EAWAG news 56



Wirkung und Nachweis von
Umweltgiften

Weltweit stellt Arsen eine der bedeutends-
ten anorganischen Verunreinigungen im
Trinkwasser dar. Millionen Menschen in
Bangladesch und Vietnam leiden heute
schon unter Arsenvergiftungen. Der Nach-
weis von Arsen mittels chemischer Analytik
ist nicht trivial und ohne Laborinfrastruktur
nahezu unmdglich. J.R. van der Meer und
J. Stocker (siehe S. 12) haben einen bakte-
riellen Biosensor entwickelt, der leicht zu
handhaben ist und selbst niedrigste Arsen-
konzentrationen im Bereich von einem Mil-
lionstel Gramm pro Liter anzeigt. Die gene-
tisch veranderten Bakterien tragen ein so
genanntes Reportergen, das in Gegenwart
von Arsen aktiviert wird und zur Bildung
des entsprechenden Reporterproteins fihrt.
Dieses Enzym katalysiert eine Reaktion, die
einen blauen Farbstoff freisetzt. Je nach
Arsenkonzentration wird mehr oder weniger
Enzym freigesetzt und somit ebenfalls mehr
oder weniger Farbstoff produziert. Mit dem
Papierteststreifen kann auch der Ungelernte
einfach bestimmen, ob der eigene Grund-
wasserbrunnen mit Arsen belastet ist.
Okotoxikologie wurde viele Jahre recht phé-
nomenologisch betrieben. Moderne mole-
kularbiologische Methoden erlauben es
heute, die Expression einzelner Gene und
damit die Synthese der entsprechenden
Proteine zielgerichtet zu verfolgen. Kommt
ein Organismus mit einem toxischen Stoff
in Kontakt, werden verschiedenste Gene
aktiviert, ohne dass dies dusserlich sichtbar
ist oder der Organismus seine normalen
biochemischen Aktivitdten veréndert. Die
Produkte dieser Gene tragen zur Abwehr
der Zelle gegen das Umweltgift bei. In ihrem
Artikel auf S.15 zeigen B. Fischer und
R. Eggen, dass die Aktivitdt der Abwehr-
gene genutzt werden kann, um bestimmte
Schadstoffe nachzuweisen. Die Reaktion
der Zellen auf ein Umweltgift ist aber nur die
Halfte der Antwort. Wichtig ist zu verstehen,
wie diese Gifte ihre Zerstérung anrichten
kénnen, d.h. wir brauchen Informationen
Uber die Reaktionen der Schadstoffe mit

EAWAG news 56

den biologischen Strukturen. B. Escher
(siehe S. 9) hat mit ihrer Arbeitsgruppe eine
ganze Reihe schadstoffinduzierter Reaktio-
nen untersucht und beschreibt die priméaren
Wirkungsmechanismen solcher Reaktiv-
chemikalien.

Stickstoffeliminierung und
einwandfreies Trinkwasser

Eine Gruppe von Ingenieuren und Mikrobio-
logen (siehe Artikel von C. Fux und Kollegen
auf S. 20) haben gemeinsam neue Wege zur
Stickstoffeliminierung aus Abwasser unter-
sucht. Der in den Niederlanden entdeckte
Anammox-Prozess, bei dem Ammonium
ohne Sauerstoff mit Nitrit direkt in Luftstick-
stoff umgewandelt wird, eignet sich vorzug-
lich fur die Behandlung von Abwéassern mit
hohen Ammoniumgehalten. Allerdings galt
es zunachst, die Mikroorganismen, die fur
diese Umsetzung verantwortlich sind, zu
identifizieren. Dies gelang mit spezifischen
Gensonden. Mit Hilfe eines Pilotreaktors
konnte anschliessend die Praxistauglichkeit
des Anammox-Prozesses bestatigt werden,
sodass dem grosstechnischen Einsatz des
Anammox-Verfahrens auf Klaranlagen nun
nichts mehr im Wege steht.

Die biologische Qualitdt von Trinkwasser
wird auch heute noch mit Kultivierungs-
methoden bestimmt, die in ihren Grund-
lagen z.T. noch aus dem 19.Jahrhundert
stammen. Problematisch ist, dass diese
Kultivierungsmethoden sehr zeitaufwandig
sind, frihestens nach 24, oft aber erst nach
72 Stunden liegen die Ergebnisse vor. Akut
auftretende Kontaminationen lassen sich
damit nicht mehr rechtzeitig unter Kontrolle
bringen. Die PCR-Methode wurde hier einen
grossen Fortschritt bringen. In rund vier
Stunden kdnnten Kontaminationen erkannt
und die nétigen Massnahmen eingeleitet
werden. A. Rust und W. Kdster zeigen in
ihrem Artikel auf S. 18 auf, wie diese Me-
thode zur Sicherung der Trinkwasserqualitat
eingesetzt werden kann.

Gentransfer und genetische
Diversitat

Zwei weitere Artikel behandeln evolutionare
Aspekte. Die Gruppe von J.R. van der Meer
(siehe S. 6) konnte als erste zeigen, wie
grosse DNA-Stliicke zwischen Bakterien
ausgetauscht werden. Diese DNA-Stlcke
werden als Genominseln bezeichnet; sie
kénnen mehr als 10% des gesamten Erb-
materials ausmachen und die Empfanger-
bakterien mit zusatzlichen Eigenschaften,
z.B. bestimmte Schadstoffe abzubauen,
ausstatten. Der so genannte horizontale
Gentransfer gibt den Bakterien die Moglich-
keit, wichtige evolutionare Schritte mit gros-

sen Erfolgschancen in wenigen Generatio-
nen zu durchlaufen. M. Winder und P. Spaak
(siehe S. 22) haben die genetische Diversitét
von Wasserfléhen in unterschiedlich hoch
gelegenen alpinen Seen untersucht. Sie
wollten prifen, ob sich die gangige Schul-
meinung — je hoher der See, desto geringer
die Artenvielfalt der Planktongemeinschaf-
ten — auch auf die genetische Diversitat von
Populationen anwenden lasst. lhr Fazit ist,
dass genetische Diversitat nicht mit zuneh-
mender Hohe abnimmt, sondern dass sie
auch in héheren Lagen noch gross sein
kann.

«More is different»

Der rasante Fortschritt bei den molekularen
Methoden birgt die Gefahr in sich, dass der
Blick fiir das Ganze verloren geht und ver-
sucht wird, mit einigen detaillierten Infor-
mationen das Funktionieren eines ganzen
Okosystems zu erkldren. Wichtig ist, die
molekularen Strategien zum Prozessver-
sténdnis einzusetzen und dieses Verstand-
nis am Gesamtsystem zu reflektieren. Be-
reits 1972 stellte Philip W. Anderson in
seinem Artikel «<More is different» fest, dass
die Zerlegung eines Systems in die Einzel-
teile nicht genligt, um das Funktionieren des
Ganzen zu verstehen [8]. Es braucht beides,
dessen sind wir uns an der EAWAG be-

wusst.

Alexander Zehnder, Mikro-
biologe, Direktor der EAWAG
und Professor fiir Gewasser-
schutz und Wassertechnologie
an der ETH Ziirich. Sein wissen-
schaftliches Interesse gilt der
Umweltmikrobiologie und der

3 ] Anwendung von mikrobiellen

5 Prozessen in der Umweltbio-
technologie. Seit einigen Jahren beschaftigt er sich
auch mit der nachhaltigen Entwicklung, insbesondere
in Bezug auf das Wasser.
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