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1 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden polyklonale Antikrper gegen die A- und die B-
Untereinheit der Ammoniakmonooxygenase (AMO) Witrosomonas eutrophbergestellt.

Die AmoA-Antikdrper wurden mit Hilfe eines AmoA-Oligopeptids gewonnen. Die
Herstellung der AmoB-Antikdrper erfolgte Uber die Isolierung des AmoB-Proteins.

Die Antikdrper dienten immunologischen Untersuchungen ganzer Zellen von
Ammoniakoxidanten und der Isolierung und Charakterisierung der AMO.

Beide Antiseren waren spezifisch flr die AMO-Untereinheiten der Ammoniakoxidanten. Im
Immunblot detektierten die AmoA-Antikbrper das AmoA-Protein von vier Arten der Gattung
NitrosomonasDie AmoB-Antikérper markierten dagegen das AmoB-Protein aller getesteten
Ammoniakoxidanten def-Proteobakterien. Beide Antikdrper reagierten nicht mit der AMO
der Ammoniakoxidanten dgrProteobakterien sowie mit den Proteinen der Methanoxidanten,
Nitritoxidanten und weiteren getesteten Bakterien.

Mit Hilfe der Antikrper wurde der prozentuale Anteil der AMO-Untereinheiten am
Gesamtprotein voNlitrosomonas eutrophbestimmt. Die A- und B-Untereinheiten kamen in
den Zellen in etwa im Verhaltnis 1:1 vor. Der AMO-Gehalt war abhangig von der
Substratkonzentration. Zellen, die mit wenig Ammonium gewachsen waren, enthielten
deutlich mehr AMO als Zellen, die mit viel Substrat angezogen wurden. Aul3erdem war die
Anzahl der intracytoplasmatischen Membranen in den Ammoniummangelzellen erhdht.

In hungernden Zellen, die lange Zeit ohne Ammonium gestanden hatten, wurde bis zu einem
Jahr nach dem Ammoniumverbrauch noch AMO nachgewiesen. Der AMO-Gehalt korrelierte
nicht mit der Ammoniakoxidationsaktivitat.

Weiterhin konnten ammoniakoxidierende Zellen in Reinkulturen mit Hilfe der
Immunfluoreszenz (IF)-Farbung sichtbar gemacht werden. Die GatNitrgsomonas
reagierte mit beiden Antiseren. Dagegen wurden die dbrigen Gattungen der
Ammoniakoxidanten nur mit den AmoB-Antikorpern detektiert. Die Fluoreszenzsignale
traten bei allen Gattungen in Verbindung mit den Cytoplasmamembranen auf. Dadurch
konnten die morphologischen Zelltypen der einzelnen Gattungen unterschieden werden. Die
IF-Farbung ermoglichte eine eindeutige Zuordnung von Neuisolaten zu einer bestehenden
Gattung der Ammoniakoxidanten.
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Neben der Anwendung der Antiseren in Reinkulturen wurden Ammoniakoxidanten mit der
IF-Farbung auch in Anreicherungskulturen nachgewiesen. In Anreicherungen von
Belebtschlamm und Sandsteinproben dominierte die GattiMiggosomonas In
Anreicherungen von Teichsediment und Boden wurden Uberwiegend Vertreter der Gattungen
Nitrosospirg NitrosolobusundNitrosovibrio detektiert.

Mit den AmoB-AntikGrpern war ein immuncytochemischer Nachweis der AmoB in
Ultradinnschnitten von Ammoniakoxidanten mdglich. Die AmoB wditrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospirand Nitrosovibrio wurde stets in der Zellperipherie in Nahe der
aul3eren Cytoplasmamembran markiert. Die Immungoldmarkierung der AmoB trat nur selten
in Verbindung mit den intracytoplasmatischen Membranen (ICMs)Ninmosomonasund
Nitrosococcusauf. Dagegen wurden die AmoB in Zellen Witrosolobusauch an den ICMs
detektiert.

Die Antiseren ermdglichten die Isolierung der AMO. Die AMO-Untereinheiten wurden
wahrend der Reinigung der AMO mittels lonenaustauschchromatographie und anschlie3ender
Gradientenzentrifugation mit Hilfe der Antiseren identifiziert. Das Enzym wies sowohl unter
oxischen Bedingungen mit,Qals auch unter anoxischen Bedingungen in Gegenwart von
N.O, Ammoniakoxidationsaktivitat auf. Wurde die AMO in Abwesenheit von Sauerstoff
isoliert, so wurde das Enzym durch, @Qicht jedoch durch 0, vollstandig gehemmt.

Die aufgereinigte AMO wurde charakterisiert. In der nativen Gelektrophorese wurden
vorwiegend Dimere und Trimere des AMO-HeterodimergB(A detektiert. Die isolierte
AMO enthielt Kupfer jedoch kein Eisen. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen der
AMO waren Partikel einheitlicher Grdl3e sichtbar.

Mit Hilfe der gewonnenen Erkenntnisse Uber die Eigenschaften des Enzyms konnte ein
Modell der Enzymreaktion der AMO entwickelt werden.
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2 EINLEITUNG

Nitrifikation, die mikrobielle Oxidation von Ammoniak tber Nitrit zu Nitrat, ist eine wichtige
Teilreaktion des Stickstoffkreislaufes in Boden, Sul3- und Salzwasser. Das Gleichgewicht des
Stickstoffkreislaufes wird durch anthropogene Stickstoffeintrage seit der Erfindung des
Haber-Bosch-Verfahrens zur Ammoniakherstellung stark beeinflusst. Dabei stellen die
Verwendung von Stickstoffdiingern in der Landwirtschaft, die Freisetzung gasférmigen
Ammoniaks in der Intensivtierhaltung, der Eintrag organischer und anorganischer
Stickstoffverbindungen in Abwéasser und die Freisetzung von Stickoxiden, insbesondere bei
der Verwendung fossiler Brennstoffe, die wichtigsten Quellen fur die Eintrdge dar. Der
Einsatz von Ammonium als Dungemittel fihrt durch die Aktivitdt von Nitrifikanten zum
einen zu einer erhdhten Austragung von Nitrat ins Grundwasser und zum anderen zur
Ansauerung ungepufferter Boden (Van Miegroet & Cole, 1985). Durch die Bildung von
Salpetersaure werden wichtige Nahrstoffe{CK*, Mg**) mobilisiert und aus den Béden
entfernt. Ebenso werden fir Pflanzen toxische Aluminiuminonen freigesetzt (Likens et al.,
1969). Daruber hinaus tragt die Bildung von Salpetersaure zur Verwitterung von Natur- und
Kunststeinen historischer Bauten bei (Mansch & Bock, 1998). Die Aktivitat der Nitrifikanten
wird jedoch auch technisch genutzt. Von grof3er Bedeutung sind biotechnische Verfahren, mit
denen in Klarwerken zur Aufbereitung von Abwaéssern in der
Nitrifikations/Denitrifikationsstufe losliche Stickstoffverbindungen in gasférmige uberflihrt
werden (Painter, 1986). Zur Optimierung der Abwasseraufbereitung sowie zur Vermeidung
von Schaden an der Umwelt durch die Wirkung von Nitrifikanten ist es notwendig,
Nitrifikanten und die an der Nitrifikation beteiligten Enzyme besser zu verstehen.

An der Nitrifikation sind sowohl chemolithoautotrophe als auch heterotrophe Nitrifkanten
beteiligt. Jedoch sind nur erstere in der Lage, aus der Oxidation von Ammoniak tber Nitrit zu
Nitrat Energie zum Wachstum zu konservieren. Chemolithoautotrophe Nitrifikanten nutzen
anorganische Stickstoffverbindungen als Energiequelle und hauptsachlich Kohlendioxid als
Kohlenstoffquelle fur ihr Zellwachstum. Zwei phylogenetisch nicht verwandte Gruppen, die
Ammoniak- und Nitritoxidanten, sind an der Reaktion beteiligt (Teske et al., 1994).
Ammoniakoxidanten oxidieren Ammoniak zu Nitrit, welches von den Nitritoxidanten weiter
zu Nitrat oxidiert wird. Sie wurden urspringlich in der Familditrobacteraceae
zusammengefasst (Watson et al., 1989).

Zu den Ammoniakoxidanten gehdren die Vertreter der Gattunijgnosomonas,
Nitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobusind Nitrosococcus(Watson et al., 1981, 1989).
Diese wurden aufgrund genetischer und physiologischer Untersuchungen in 16 Arten
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untergliedert (Watson et al., 1965, 1971; Watson, 1971; Harms et al., 1976; Koops et al.,
1976, 1990, 1991; Pommerening-Roser et al., 1996). Weitere Arten sind nur unvollstandig
charakterisiert (Koops & Harms, 1985; Stehr et al., 1995). Die Differenzierung der Gattungen
basiert im Wesentlichen auf morphologischen Merkmalen insbesondere der Anordnung der
intracytoplasmatischen Membranen (Watson & Mandel, 1971; Watson et al., 1981, 1989;
Koops & Moller, 1992). Aufgrund von Sequenzierungen der 16S rRNA wurden die Arten der
Ammoniakoxidanten, mit Ausnahme der marinen Art&litrosococcus oceaniund
Nitrosococcus halophilys der B-Unterklasse der Proteobakterier-Rroteobakterien)
zugeordnet (Woese et al., 1984, 1985). Die beiden marinen Arten wurden als Mitglieger der
Unterklasse der Proteobakteriery-Rroteobakterien) identifiziert. Wegen der hohen
Ubereinstimmung der 16S-rRNA-Gensequenzen Wditrosospira, Nitrosovibrio und
Nitrosolobus haben Head et al. (1993) vorgeschlagen, diese drei Gattungen trotz
unterschiedlicher Morphologie zu der GattuNgrosospira zusammenzufassen. Dagegen
lassen sich die Arten der GattuNdgrosomonasufgrund von DNA-Homologien, 16S-rDNA-

und amoASequenzen sowie physiologischer Eigenschaften auf verschiedene
Entwicklungslinien zurickfihren (Pommerening-Roéser et al., 1996; Purkhold et al., 2000;
Koops & Pommerening-Roser, 2001). Anhand der 16S-rDNA-Sequenzen wurden die
11 beschriebenen Arten vawitrosomonasin mindestens finf Gruppen unterteilt. Die Art
Nitrosococcus mobiligst phylogenetisch eng mit den Arten der Gattusigrosomonas
verwandt (Head et al., 1993).

Der Zellwandaufbau der Ammoniakoxidanten ist Gram-negativ und kann bei marinen Arten
durch ein bis zwei &ul3ere kristalline Schichten erganzt sein (Watson & Remsen, 1969, 1970).
Zellen der GattungNitrosomonasund der ArtNitrosococcusmobilis besitzen ein peripheres
intracytoplasmatisches Membransystem (ICMs). In Zellen M@rosococcus oceanund
Nitrosococcus halophilussind die ICMs in Form eines Membranstapels zentral im
Cytoplasma angeordnet. Zellen der Gattuvigyosolobus werden durch ins Cytoplasma
ragende ICMs partiell kompartimentiert. Die Gattungeitrosospira und Nitrosovibrio
besitzen keine ICMs. Einige Arten der Ammoniakoxidanten enthalten Carboxysomen, bei
vielen Zellen wurde eine BegeiRelung festgestellt (Koops & Mdller, 1992). Optimales
Wachstum mit einer minimalen Generationszeit von 7 h erfolgt bei einem pH-Optimum von
7,6 bis 7,8 und Temperaturen von 25 bis 30 °C. Die Gruppen Ninosomonas
unterscheiden sich durch ihre Substrataffinitat, das Salzbedirfnis bzw. die Salztoleranz und
die Fahigkeit, Harnstoff oder Glutamin als zusatzliche Ammoniakquelle nutzen zu kdnnen
(Pommerening-Roser et al., 1996; Pinck, 1998; Koops & Pommerening-Rdser, 2001).
Nitrosomonasuberlebt Hungerperioden von mehreren Monaten (Jones & Morita, 1985;
Wilhelm et al., 1998).
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Ammoniakoxidanten sind ubiquitar in Boden, SuR- und Salzwasser sowie Abwasser
verbreitet. Dartiber hinaus wurden sie in extremen Lebensraumen wie Naturstein (Mansch &
Bock, 1998), sauren Waldbtden (de Boer et al., 1991), heiRen Quellen (Golovacheva, 1976),
Eis der Antarktis (Arrigo et al., 1995) oder marinen Schwadmmen (Diaz & Ward, 1997)
nachgewiesen. Obwohl fast ausschlie3lich die GatNit@somonasfir biochemische und
molekularbiologische Untersuchungen verwendet wird und aus vielen Habitaten isoliert
wurde, scheinen andere Gattungen in speziellen Biotopen zu dominieren. So wurden z. B. aus
Naturstein vorwiegend Vertreter der Gattudgrosovibrio (Meincke et al., 1989; Spieck et

al., 1992) und aus sauren Boden solche der Galitrmsospiraisoliert (de Boer et al., 1989;
Allison & Prosser, 1991). Durch unterschiedliche, 6kophysiologische Eigenschaften sind die
Arten von Nitrosomonasan verschiedene Habitate angepasst. Sie wurden aus Bdden, SuR3-
und Salzwasser sowie Abwasser isoliert (Koops et al.,, 1991; Stehr et al.,, 1995; Koops &
Pommerening-Roéser, 2001).

Herkdmmlich erfolgte der Nachweis und die Quantifizierung von Ammoniakoxidanten in
Naturproben mit Hilfe der MPN-Methode (engl.: most probable number) (Mateluwich et al.,
1975; Belser, 1979). Diese Methode beruht auf der Kultivierung in selektiven Medien.
Aufgrund der langen Generationszeit der Ammoniakoxidanten ist diese Methode jedoch
zeitaufwendig. Mit dieser Methode werden aul3erdem die Zellzahlen unterschétzt, da nur
kultivierbare Organismen detektiert werden (Konuma et al., 2001). Erst die nachfolgende
Isolierung der Ammoniakoxidanten gibt Aufschluss dartber, welche Arten angereichert
wurden. Daher wurden neue Techniken zum Nachweis von Ammoniakoxidanten in
Naturproben entwickelt, die von der Kultivierung unabhéngig sind. Es wurden monoklonale
(Sanden et al., 1994; Noda et al., 2000) und polyklonale Antikdrper (Belser & Schmidt, 1978;
Ward & Carlucci, 1985; Voélisch et al., 1990; Smorczewski & Schmidt, 1991; Saraswat et al.,
1994) gegen Zellwandaul3enschichten  hergestellt.  Fluoreszenzmarkierte  oder
enzymgebundene Antikérper ermoglichten einen schnellen sensitiven und spezifischen
Nachweis in den unterschiedlichen Habitaten. Mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik konnte
die Gattung Nitrosomonasin See-, Meer- und Abwasser (Ward & Carlucci, 1985;
Smorczewski & Schmidt, 1991; Noda et al.,, 2000), die Gattungerosospira und
Nitrosolobusin Seewasser (Smorczewski & Schmidt, 1991) und die GaNitrngsococcusn
Meerwasser (Ward & Perry, 1980; Ward & Carlucci, 1985) detektiert und quantifiziert
werden. DarlUber hinaus war eine Quantifizierung von Zellen der Gattimagomonasm
Abwasser mit Hilfe der ELISA-Technik (enzyme-linked immunosorbent assay) mdglich
(Sanden et al.,, 1994; Saraswat et al., 1994). Die mit den immunologischen Techniken
ermittelten Zellzahlen waren deutlich hoher als die Zellzahlen, die durch die MPN-Technik
gemessen wurden (Ward, 1982; Cooper, 1983; Vdlsch et al., 1990; Sowitzki, 1992). Neben
der Quantifizierung konnte mit Hilfe fluoreszierender Antikdrperidiesitu Verteilung von
Ammoniakoxidanten in Biofilmen von Abwasserproben aufgezeigt werden (Noda et al.,
2000). Zum Teil war der immunologische Nachweis in den Biofilmen jedoch durch
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extrazellulare polymere Substanzen (EPS) behindert (Szwerinski et al., 1985). Ein weiteres
Problem ist, dass die Zellwandaul3enschichten der Ammoniakoxidanten erhebliche
serologische Unterschiede zwischen den Stammen aufwiesen. Deshalb wurden mit den
Antikorpern selbst innerhalb eines Okosystems nicht alle Vertreter einer Art erfasst (Belser &
Schmidt, 1978; Ward & Carlucci, 1985). Ein weiterer Nachteil ist, dass die Stdmme zur
Antikorperherstellung zuvor isoliert werden mussen. Nichtkultivierbare Organismen werden
durch diese Antikdrper daher nicht detektiert. Alternativ zu AntikGrpern gegen die
Zellwandaul3enschichten werden auch Antikbrper gegen Schlisselenzyme eingesetzt. Ein
Beispiel sind monoklonale Antikbrper gegen das Nitrit oxidierende System von
Nitritoxidanten (Aamand et al., 1996; Bartosch et al., 1999). Diese Antikdrper sind nicht auf
serologische Gruppen beschrankt, sondern markieren die gesamte Gruppe der Nitritoxidanten.
So konnten bisher nicht beschriebene Isolate und Zellen in Anreicherungskulturen von
Belebtschlammproben bzw. Bodenproben auf Gattungsebene identifiziert werden (Bartosch,
1999; Hartwig, 1999; Bartosch et al., 1999, 2001). Zudem wurden monoklonale AntikGrper
gegen die Nitritreduktase von denitrifizierenden Bakterien hergestellt (Korner et al., 1987;
Coyne et al., 1989). Die Antikdrper wurden zum Nachweis von denitrifizierenden Bakterien
in verschiedenen Naturproben eingesetzt (Ward et al., 1993; Bothe et al., 2000).

Seit Beginn der 90er Jahre sind aufRerdem genetische Methoden zum Nachweis von
Ammoniakoxidanten entwickelt worden. Anhand der 16S rRNA Gene bzw. der funktionellen
Gene der AMO émoA kdnnen Ammoniakoxidanten identifiziert werden. Der Vorteil dieser
Methoden ist, dass sie unabhangig von der Kultivierung der Organismen eingesetzt werden
kénnen. Zum Nachweis von Ammoniakoxidanten in Anreicherungs- und Naturproben wurden
Primer gegen die 16S rDNA (z. B. Hiorns et al., 1995; Voytek & Ward, 1995; McCaig et al.,
1999; Mendum et al., 1999; Bano & Hollibaugh, 2000) antbA (Sinigalliano et al., 1995;
Rotthauwe et al., 1997; Horz et al., 2000; Nold et al., 2000) verwendet. Dazu wird die DNA
der Zellen aus den Proben extrahiert und mit Hilfe der PCR sowie zum Teil durch
anschlieRende Klonierung amplifiziert. Die DNA der Ammoniakoxidanten wird dann mittels
verschiedener Methoden identifiziert. Als Identifizierungsmethoden werden z. B. die
Sequenzierung, die Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden oder die denaturierende
Gradientengelelektrophorese (DGGE) verwendet. Zudem werden Ammoniakoxidanten direkt
in den Proben mit Hilfe derin situHybridisierung mit fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden (engl.: fluorescennesitu hybridisation = FISH) gegen die 16S rRNA
detektiert (Wagner et al., 1995; Mobarry et al., 1996; Juretschko et al., 1998; Voytek et al.,
1999). Die Vielzahl und die Spezifitdt der bisher verdffentlichten Primer, die die 16S rDNA
bzw. 16S rRNA der Ammoniakoxidanten dgrProteobakterien detektieren, wurde von
Utaker & Nes (1998) sowie Purkhold et al. (2000) zusammengefasst. Auch gegen
Ammoniakoxidanten dey-Proteobakterien wurden Primer entwickelt (Voytek, 1996) und in
Naturproben angewandt (Ward et al., 2000). Die Untersuchungen gaben Aufschluss Uber die
Mannigfaltigkeit der Ammoniakoxidanten. Sie wurden in vielen, unterschiedlichen Habitaten
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nachgewiesen. Aufgrund der hohen Verwandtschaft der GaMitrasospirg Nitrosovibrio

und Nitrosolobuswar jedoch mit Hilfe der Methoden keine Differenzierung dieser Gattungen
moglich. Mit den Primern wurden Vertreter der Gattunlgnosospira, Nitrosovibriound
Nitrosolobusin Boden, Belebtschlamm, Seesediment und -wasser detektiert (Hiorns et al.,
1995; Hastings et al., 1997, 1998; Bruns et al., 1999; Whitby et al., 1999). Die Gattung
Nitrosomonastrat in den gleichen Habitaten, aber vorwiegend in Proben mit hohen
Ammoniumgehalten auf (Hastings et al., 1997, 1998; McCaig et al., 1999; Ward et al., 2000).
Zudem zeigten die Methoden, dassrosomonasn Abwasserproben dominiert (Mobarry et

al., 1996; Purkhold et al., 2000). Neuere Untersuchungen gaben Aufschluss darlber, dass die
bisher bekannten Primer h&ufig nicht sensitiv und spezifisch genug sind. Zum Telil detektieren
sie nur bestimmte Arten einer Gattung und unterschatzen daher z. B. die Zellzahl von
Nitrosomonag(Utaker & Nes, 1998; Purkhold et al., 2000). Versuche an Reinkulturen von
Ammoniakoxidanten zeigten, dass kein Primer in der Lage ist, alle Ammoniakoxidanten der
-Proteobakterien gemeinsam spezifisch zu erfassen (Purkhold et al., 2000).

Ammoniakoxidanten galten lange Zeit als obligat aerobe, chemolithoautotrophe Organismen,
die ihre Energie ausschlie3lich durch die Oxidation von Ammoniak konservieren und mit
Kohlendioxid (CQ), welches uber den Calvin-Zyklus fixiert wird, als einziger
Kohlenstoffquelle wachsen (Hooper, 1969; Prosser, 1989). Der Stoffwechsel der
Ammoniakoxidanten ist jedoch vielféltiger als bislang angenommen. Einige Arten kdnnen
sowohl autotroph mit CPals einziger Kohlenstoffquelle als auch mixotroph wachsen und
einfache organische Verbindungen assimilieren (Clark & Schmidt, 1966; Martiny & Koops,
1982). Heterotrophes Wachstum mit organischen Substanzen als Energiequelle und Sauerstoff
als Elektronenakzeptor ist aber bisher nicht beobachtet worden (Matin, 1978; Krimmel &
Harms, 1982). Unter sauerstofflimitierten und anoxischen Bedingungélitrissomonasn

der Lage, durch Denitrifikation zu wachsen. Acetat, Pyruvat oder molekularer Wasserstoff
kénnen als Elektronendonatoren und Nitrit als Elektronenakzeptor genutzt werden, wobei
Stickstoffmonoxid (NO), Distickstoffoxid (pO) und Stickstoff (N) entstehen (Abeliovich &
Vonshak, 1992; Stuven et al., 1992; Bock et al, 1992). Zudem ist eine anaerobe
Ammoniakoxidation mit Stickstoffdioxid (N§N,O,) als Sauerstoffdonator anstelle von
Sauerstoff moglich (Schmidt, 1997; Schmidt & Bock, 1997, 1998).

Ammoniakoxidanten konservieren Energie durch Oxidation von Ammoniak zu Nitrit. An
dieser Reaktion sind zwei Schlisselenzyme, die Ammoniakmonooxygenase (AMO) und die
Hydroxylaminoxidoreduktase (HAO), beteiligt. Die AMO katalysiert die Oxidation von
Ammoniak zum Zwischenprodukt Hydroxylamin (GIl. 2.3). Diese Oxidation lauft in zwei
Teilreaktionen ab (Gl. 2.1, Gl. 2.2). Die endergonische Reaktion der Ammoniakoxidation
wird durch eine an sie gekoppelte exergonische Reduktion von Sauerstoff ermdglicht, wobei
zwei Reduktionsaquivalente verbraucht werden (Wood, 1988 a).
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NH; + %Q B NH,OH AGy=+17 kJ - mot  (Gl. 2.1)
%O, + 2H + 2é B H.0 AGy'=-137kJ - mot  (GI. 2.2)

NH; + @ + 2H + 26 -~  NH,OH + HO AGy=-120kJ-mot (GI. 2.3)

*Zur Berechnung des Energiegehaltes der eingesetzten Reduktionsdquivalente wurde reduziertes Ubichinon
(+110 mV) zugrunde gelegt (Schmidt & Bock, 1998).

Bei der anaeroben Ammoniakoxidation wird vermutlich Stickstoffdioxid AN®zw.
Distickstofftetraoxid (NO,) als Sauerstoffdonator zur Oxidation von Ammoniak genutzt
(Schmidt, 1997; Schmidt & Bock, 1997, 1998). Dabei wird Stickstoffmonoxid (NO) als
zusatzliches Produkt neben Hydroxylamin und Wasser freigesetzt. Unter anoxischen
Bedingungen mit 25 ppm NN,O, besitzen Zellen voNitromonas eutrophaur etwa 10 %

der aeroben Ammoniakoxidationsaktivitat (Schmidt & Bock, 1997). Die anaerobe
Ammoniakoxidation wird vermutlich ebenfalls durch die AMO katalysiert, da Hydroxylamin
als Zwischenprodukt auftritt (Schmidt & Bock, 1998). Jedoch wird die anaerobe
Ammoniakoxidation im Gegensatz zur aeroben Oxidation nicht durch Acetylen gehemmt
(Schmidt et al., 2001 a). Neben BN,O, scheint auch NO eine bedeutende Rolle im
Stoffwechsel der Ammoniakoxidanten zu spielen. Durch die Zugabe von NO uit Q)
konnte bei allen fiinf Gattungen der Ammoniakoxidanten eine férdernde Wirkung der aeroben
Ammoniakoxidation festgestellt werden (Zart, 1997; Schnier, 2001). Zart (1997) postulierte
fur Nitrosomonas eutrophainen Stickoxidzyklus, in dem Sauerstoff nicht direkt als
Oxidationsmittel der AMO dient, sondern zunéchst auf NO Ubertragen und dapdizWO

N2O, gebildet wird. NQ bzw. NO, stellen somit auch bei der aeroben Ammoniakoxidation
das eigentliche Oxidationsmittel der AMO dar. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung
gestarkt, dass die aerobe Ammoniakoxidation mit einer NO und\3QOy Bildung gekoppelt

ist (Stiven & Bock, 2001).

Das von der AMO gebildete Hydroxylamin wird vom zweiten Schlisselenzym der
Ammoniakoxidanten, der periplasmatischen Hydroxylaminoxidoreduktase (HAO), zu Nitrit
oxidiert (Andersson & Hooper, 1983) (Gl. 2.4).

NH,OH + HO B NO, + 5H + 4é& AGy=+23kJ-mot (Gl 2.4)

Die Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit verlauft in mehreren Teilschritten. Dabei werden
vermutlich intermediar die enzymgebundenen Verbindungen Nitroxyl (NOH) und NO
gebildet (Hooper & Terry, 1979; Hooper & Balny, 1982). NOH kann in geringem Mal3e in
Form von NO und NO freigesetzt werden (Anderson, 1965; Anderson & Levine, 1986).

Da die Ammoniakmonooxygenase (AMO) ein wichtiges Schliisselenzym der Nitrifikation ist,
wurden viele Versuche unternommen, die AMO zu isolieren. Aufgrund der Instabilitat des
Enzyms in zellfreien Extrakten ist es bisher noch nicht gelungen, die AMO in ihrer aktiven
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Form zu reinigen (Suzuki & Kwok, 1970; Suzuki et al., 1981; Ensign et al., 1993). Daher ist
wenig Uber die Struktur der AMO und den enzymatischen Mechanismus der
Ammoniakoxidation bekannt. Fast alle Eigenschaften des Enzyms wurden aus
Hemmversuchen mit ganzen Zellen vhitrosomonas europaebergeleitet. Versuche mit

180, wiesen darauf hin, dass es sich bei der AMO um eine Monooxygenase handelt (Dua et
al., 1979; Hollocher et al., 1981; Anderson & Hooper, 1983). RieNerte sowie die pH-
Optima des Enzyms deuten darauf hin, dass Ammoniak anstelle von Ammonium als Substrat
von der AMO genutzt wird (Suzuki et al., 1974; Drozd, 1976). Die niedrigghVKrte flr
Ammoniak mit 1,9 bis 61 pM NH(Suzuki et al., 1974; Stehr et al., 1995; Koops &
Pommerening-Réser, 2001) und fur Sauerstoff mit 0,5 bis 7,5 pll@nbroek & Gerards,

1993) ermobglichen auch bei geringen Substratkonzentrationen noch eine hohe
Ammoniakoxidationsaktivitat. Andererseits besitzt die AMO eine geringe Substratspezifitat.
Neben Ammoniak werden eine Vielzahl von Verbindungen wie Kohlenmonoxid (Tsang &
Suzuki, 1982), Methan (Hyman & Wood, 1983; Jones & Morita, 1983) sowie aliphatische
(Hyman et al., 1988), aromatische (Hyman et al., 1985) und halogenierte (Arciero et al., 1989;
Vannelli et al., 1990) Kohlenwasserstoffe umgesetzt. Aus der Oxidation dieser Substrate kann
jedoch keine Energie gewonnen werden. Dagegen wirken die alternativen Substrate als
reversible kompetitive und nicht kompetitive Hemmstoffe der AMO (Keener & Arp, 1993).
Die Hemmung der AMO durch unpolare Substanzen deutet auf ein unpolares aktives und ein
unpolares allosterisches Zentrum der AMO hin. Neben der reversiblen Hemmung kann die
AMO auch irreversibel gehemmt werden. Als irreversible kompetitive Inhibitoren sind
Acetylen (Hynes & Knowles, 1978, 1982; Hyman & Wood, 1985) sowie Trichlorethylen
(Hyman et al., 1995) beschrieben worden. Als irreversible nicht-kompetitive Inhibitoren sind
p-Anisidin und 1,2-Dimethylcyclopropan bekannt (Keener et al., 1998). Einige dieser
Inhibitoren hemmen auch andere Monooxygenasen, wie die Methanmonooxygenase der
Methanoxidanten (Prior & Dalton, 1985 a) und das Cytochrom P-450-System der Leber
(Ortiz de Montellano & Kunze, 1980). Acetylen wirkt nur hemmend, wenn die AMO
katalytisch aktiv ist. Hohe Konzentrationen von Ammonium schitzen die Zellen (Hyman &
Arp, 1992). Daher wird angenommen, dass Acetylen am aktiven Zentrum bindet und dort
oxidiert wird (Hyman & Wood, 1985). INitrosomonas europaemarkiert [*C]Acetylen ein
27-kDa-Protein, welches vermutlich das aktive Zentrum der AMO enthalt (Hyman & Wood,
1985; Hyman & Arp, 1992). In der fraktionierten Zentrifugation reichert sich dieses Protein in
der partikularen Fraktion an, so dass vermutet wird, dass die AMO membrangebunden ist
(Hyman & Wood, 1985). Andere Verbindungen wie Nitrapyrin (2-Chlor-6-trichlormethyl-
pyridin) (Belser & Schmidt, 1981; Vannelli & Hooper, 1993) und Metallchelatoren z. B.
Thioharnstoff und Allylthioharnstoff (Lees, 1946; Hooper & Terry, 1973) wirken als weitere
Hemmstoffe der AMO. Da diese Metallchelatoren vorzugsweise Kupfer binden und die
Ammoniakoxidation zellfreier Extrakte voNitrosomonasdurch Kupfer gesteigert wird,
wurde daraus geschlossen, dass die AMO Kupfer enthalt (Loveless & Painter, 1968; Bédard
& Knowles, 1989; Ensign et al., 1993).
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Basierend auf den Hemmstoffversuchen wurde von Keener & Arp (1993) und Keener et al.
(1998) ein ,Active-site model* der AMO mit vier Bindungsstellen vorgeschlagen. Neben
einer Bindungsstelle fur Ammoniak, die auch kompetitive Inhibitoren bindet, werden
Bindungsstellen fir nicht-kompetitive Inhibitoren sowie fur Sauerstoff und fur
Elektronendonatoren postuliert. Hemmstoffversuche zeigten, dass neben dem aktiven
Zentrum auch am allosterischen Zentrum Oxidationsreaktionen ausgefuhrt werden. Basierend
auf diesen Versuchen wurde ein radikalischer Enzymmechanismus der AMO postuliert, der
die Reaktion eines Amidiumradikals mit einem Hydroxylradikal zu Hydroxylamin beinhaltet
(nicht dargestellt). Aufgrund der Hemmung der AMO durch Licht im UV-Bereich (Hooper &
Terry, 1974; Shears & Wood, 1985) schlugen Shears & Wood (1985) einen
Reaktionsmechanismus der AMO analog zum dreistufigen katalytischen Kreislauf der
kupferhaltigen Tyrosinase vor (Lerch et al., 1986). In diesem Enzymmodell wird postuliert,
dass zwei Kupferatome im aktiven Zentrum des Enzyms an der Sauerstoffubertragung auf
Ammoniak beteiligt sind. Ein Schema zum hypothetischen Reaktionsmechanismus der AMO
analog zum dreistufigen Kreislauf der Tyrosinase ist in der Diskussion dargestellt (siehe
Abschnitt 5).

Mit Hilfe der [**C]Acetylen-Markierung des 27-kDa-Proteins konnte das kodierende Gen fiir
dieses Protein ilNitrosomonas europaedentifiziert werden (McTavish et al., 1993 a). Das
Protein wurde AmoA genannt. Das GamoA kodiert fur ein 32 kDa grol3es hydrophobes
Protein mit einem isoelektrischen Punkt (pl) von 7,9, welches vier bis funf transmembrane
Abschnitte enthalt (McTavish et al., 1993 a; Hooper et al., 1997). Dasi@Geakodiert flur

keine N-terminale Signalsequenz. Trotzdem erscheint das Protein AmoA im SDS-Gel mit
27 kDa kleiner als das Molekulargewicht, das aus dema@eRabgeleitet wird (s.0.). Diese
Eigenschatft ist mehrfach fir Membranproteine beschrieben worden (Youvan et al., 1984; Kok
et al.,, 1989). Im selben Operon wurde ein zweites &@anB identifiziert und sequenziert
(McTavish et al.,, 1993 a; Bergmann & Hooper, 1994 a). Das #&beoB kodiert fur ein

43 kDa grof3es Protein mit einem pl von 6,8. Dieses Protein ist leicht hydrophob, es enthélt
zwei bis drei transmembrane Abschnitte und ein langes hydrophiles N-terminales und ein
langes hydrophiles C-terminales Ende (McTavish et al, 1993 a; Bergmann & Hooper,
1994 a). Im Gegensatz zuramoAGen kodiert dasamoBGen fir eine N-terminale

37 Aminoséauren lange hydrophobe Signalsequenz (McTavish et al.,, 1993 a). Im SDS-Gel
ergibt das AmoB-Protein eine 41-kDa-Bande. Da das AmoB-Protein zusammen mit dem
AmoA-Protein isoliert wurde, nimmt man an, dass es eine weitere Untereinheit der AMO st
(Mc Tavish et al., 1993 a). Die GeamoAundamoBwerden mit einem weiteren GamoC

auf eine 3,5 kb grol3e mRNA transkripiert (Sayavedra-Soto et al., 1998). Daant&€h
kodiert fur ein 31 kDa grof3es Protein AmoC mit einem pl von 6,6. Es wird vermutet, dass es
sich bei diesem hydrophoben Protein mit sechs transmembranen Abschnitten um ein
Chaperon handelt, welches die Synthese der AMO aus AmoA und AmoB kontrolliert (Klotz
et al., 1997)Nitrosomonas europadaesitzt zwei Kopien desmoOperons (McTavish et al.,
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1993 a). Die Anzahl der Kopien desnoOperons im Genom der Ammoniakoxidanten ist
vermutlich gattungsspezifisch. Im Genom Witrosovibrio wurden ebenfalls zwei Kopien

und im Genom vonlitrosospiraund Nitrosolobusdrei Kopien desmoOperons identifiziert.
Zudem liegt jeweils eine weitere Kopie vamoCaul3erhalb desmoOperons im Genom vor
(Norton et al., 1996; Klotz & Norton, 1998; Sayavedra-Soto et al., 1998). Im Gegensatz zum
Genom der Ammoniakoxidanten dep-Proteobakterien konnte im Genom der
Ammoniakoxidanten den-Proteobakterien nur eine Kopie desnoOperons detektiert
werden (Alzerreca et al.,, 1999). DanoAKopien von Nitrosomonas europaeaind fast
identisch und knockout-Mutanten zeigten, dass ein Gen zum Wachstum ausreicht (Hommes et
al., 1998). Die Proteine AmoA, AmoB und AmoC der Ammoniakoxidanten yder
Proteobakterien  unterscheiden sich deutlich von den AMO-Proteinen der
Ammoniakoxidanten derf3-Proteobakterien. Zwischen beiden liegen 37 bis 43%ige
Ahnlichkeiten der Aminosdure (AS)-Sequenzen vor. Dagegen wurden 73 bis 85%ige
Ahnlichkeiten zwischen den AS-Sequenzen der AMO-Proteine von Ammoniakoxidanten der
B-Proteobakterien festgestellt (Alzerreca et al., 1999).

Die AMO der Ammoniakoxidanten weist groRe Ahnlichkeiten mit der membrangebundenen,
partikularen Methanmonooxygenase (pMMO) der Methanoxidanten auf. Beide Enzyme
besitzen ein ahnliches Substratspektrum und Hemmstoffprofil (Stirling & Dalton, 1977; Prior
& Dalton, 1985 a; Bédard & Knowles, 1989). Eine aktive Form der kupferhaltigen pMMO
wurde vonMethylococcus capsulatuBath isoliert und charakterisiert. Sie besteht aus drei
Untereinheiten mit Molekulargewichten von 46, 26 und 23 kDa (PmoB, PmoA, PmoC) (Zahn
& Dispirito, 1996; Nguyen et al., 1998). Die Aminosduresequenzen der pMMO-
Untereinheiten und die der AMO-Untereinheiten sind &hnlich (Holmes et al., 1995; Alzerreca
et al.,, 1999). Man geht davon aus, dass die AMO und pMMO trotz unterschiedlicher
physiologischer Rollen phylogenetisch verwandt sind und durch eine divergente Entwicklung
entstanden sind (Klotz & Norton, 1998). Die AMO-Proteine Mimosococcus oceander zu
deny-Proteobakterien gehdrt, sind den pMMO-UntereinheitenMethylococcus capsulatus
sogar ahnlicher als den AMO-Proteinen der Ammoniakoxidantef-@eoteobakterien. Die
biochemische Verwandtschaft der AMO vilitrosococcus ocearau der pMMO zeigt sich

auch im Hemmstoffprofil. Die Enzyme sind gegentber der Hemmung von Phenylacetylen
sehr viel weniger empfindlich als die AMO der AmmoniakoxidantenfBroteobakterien
(Lontoh et al., 2000). Die AMO und die pMMO stellen vermutlich eine neue Klasse von
Monooxygenasen dar (McTavish et al., 1993 a; Holmes et al., 1995). Sie zeigen keine
Ahnlichkeiten mit anderen Monooxygenasen wie z. B. den integralen, membrangebundenen
Monooxygenasen Alkan-Hydroxylase und Xylen-Monooxygenase (Kok et al., 1989; Suzuki
et al., 1991) oder mit den kupferhaltigen Monooxygenasen Tyrosinase (Lerch et al., 1986)
und Dopamin B-Hydroxylase (Taljanidisz et al., 1989). Ebenso wurde keine Ahnlichkeit zu
der eisenhaltigen cytoplasmatischen Methanmonooxygenase (sMMO) festgestellt, die von
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einigen Methanoxidanten bei Kupfermangel gebildet werden kann (Fox et al.,, 1989;
McTavish et al., 1993 a; Lipscomb, 1994; Semrau et al., 1995).

Neben den chemolithotrophen Ammoniakoxidanten ist auch die taxonomisch diverse Gruppe
der heterotrophen Nitrifikanten in der Lage, Ammonium und/oder Hydroxylamin zu Nitrit
und zum Teil weiter zu Nitrat zu oxidieren (Kuenen & Robertson, 1994). Dabei handelt es
sich in der Regel um einen Co-Metabolismus, der mit keinem Energiegewinn fir die Zellen
verbunden ist (Hooper et al., 1997; Stouthamer et al., 1997). Heterotrophe Nitrifikation findet
man bei Algen, Pilzen und einigen Bakterien (Spiller et al., 1976; Robertson & Kuenen, 1988;
Stams et al.,, 1990; Nishio et al., 1994). Das membranassoziierte Ammoniak oxidierende
Enzym vonParacoccus denitrificansvurde isoliert und charakterisiert (Moir et al., 1996).

Das aus zwei Untereinheiten, 38 und 46 kDa, bestehende Enzym ist eine Chinol Oxidase.
Obwohl die AMO vorParacoccus denitrificansinige enzymatische Eigenschaften der AMO

von Nitrosomonas europaeaufweist wie z. B. Oxidation von Alkenen, Aktivierung durch
CU* und Hemmung durch Metallchelatoren, sind die fiir die Enzyme kodierenden Gene sehr
unterschiedlich (Crossman et al., 1997). Dagegen konnten Daum et al. (1998) 28 bis 46%ige
Ahnlichkeiten  zwischen der  Aminosauresequenzen der AMO-Proteine  der
Ammoniakoxidanten derp-Proteobakterien und der AMO-Proteine des heterotrophen
Nitrifikanten Pseudomonas putidaststellen.

Trotz der zahlreichen indirekten Hinweise fehlen zur Zeit direkte Beweise, dass die Proteine
AmoA, AmoB und AmoC Bestandteile der AMO der chemolithoautrophen
Ammoniakoxidanten sind. In vitro konnte bislang keine Ammoniakoxidationsaktivitat der
isolierten Proteine nachgewiesen werden. Die Wiederherstellung der Aktivitdt war jedoch in
ganzen Zellen nach irreversibler Hemmung der AMO mit Acetylen von der Synthese der
AmoA und weiteren nicht charakterisierten Proteinen (55 bzw. 65 kDa) abhangig (Hyman &
Arp, 1992, 1995; Stein et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Ammonium die
Synthese der mRNA deamcOperons reguliert (Sayavedra-Soto et al.,, 1996). Eine
Regulation der Synthese und Aktivitdt der AMO-Proteine durch Ammoniak wurde ebenso auf
translationaler und posttranslationaler Ebene nachgewiesen (Hyman & Arp, 1995; Stein et al.,
1997; Stein & Arp, 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass gasformigéd,RQdie
Synthese der AmoA induziert (Schmidt et al., 2001 b).

Aufgrund der Instabilitat der Ammoniakoxidationsaktivitat in zellfreien Systemen ist es
bisher noch nicht gelungen, die AMO in aktiver Form zu isolieren. Alle Untersuchungen zur
Ammoniakoxidationsaktivitat wurden an ganzen Zellen oder zellfreien Extrakten
durchgefuhrt. Versuche zeigten, dass zellfreie Extrakte Nitnmosomonaseuropaeaund
Nitrosococcus oceaninur in Gegenwart von stabilisierenden Agenzien wie z. B.
Rinderserumalbumin (BSA), Spermin und Mg@l der Lage waren, Ammoniak zu oxidieren
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(Suzuki & Kwok, 1969, 1970, 1981; Watson et al., 1970; Suzuki et al., 1981; Ensign et al.,
1993; Juliette et al, 1995). Die Aktivitdten der zellfreien Extrakte Minmosomonas
variierten stark und waren vom Alter und der vivo Aktivitat ganzer Zellen abhangig
(Suzuki et al., 1981; Ensign et al., 1993). Durch den Zusatz von Kupfer konnte die Aktivitat
zellfreier Extrakte gesteigert werden (Ensign et al., 1993; Juliette et al., 1995). Die Aktivitat
war bei 4 °C Uber zwei Tage stabil (Suzuki & Kwok, 1970; Ensign et al., 1993; Juliette et al.,
1995). Es wird postuliert, dass die Instabilitat der Aktivitdt durch einen Verlust von Kupfer
aus dem katalytischen Zentrum der AMO oder durch einen Verlust der Kopplung zwischen
HAO und AMO verursacht wird (Ensign et al., 1993). Nach einer Auftrennung der zellfreien
Extrakte vonNitrosomonasin drei Fraktionen, namlich eine Membranfraktion und zwei
I6sliche Fraktionen, war eine Aktivitat nur nach der Wiedervereinigung der Fraktionen zu
messen (Suzuki & Kwok, 1981). Es war jedoch in geringem MalRe mdglich, die I6slichen
Fraktionen durch gereinigtes Cytochrogg,@u ersetzen (Tsang & Suzuki, 1982). Schmidt &
Bock (1998) zeigten, dass zellfreie Extrakte vdiitrosomonas eutrophaanaerobe
Ammoniakoxidationsaktivitdt aufwiesen und die Aktivitat der Rohextrakte durch steigende
Sauerstoffkonzentrationen gehemmt wurde.

Im Gegensatz zum ersten Schlisselenzym der Ammoniakoxidation ist das zweite, die
Hydroxylaminoxidoreduktase, isoliert und charakterisiert worden. Die HAO ist ein
komplexes, di- oder trimeres Hamprotein, das sich aus identischen 63 kDa grof3en
Untereinheiten zusammensetzt (Arciero & Hooper, 1993; Sayavedra-Soto et al.,, 1994;
Hoppert et al., 1995; Igarashi et al., 1997; Iverson et al., 1998). Jede Untereinheit enthalt acht
Hamgruppen: Sieben c-Typ-Cytochrome und ein P460-Cytochrom (Arciero & Hooper, 1993).
Das aktive Zentrum der HAO wird vermutlich vom P460-Cytochrom gebildet (Hooper et al.,
1983; Arciero et al, 1993). Unter bestimmten Wachstumsbedingungen kann das
periplasmatische Enzym auch mit der Membran assoziiert sein (Olson & Hooper, 1983;
McTavish et al., 1995). Im SDS-Gel besitzt die HAO ein Molekulargewicht von etwa
125 bzw. 140 kDa (Masson et al., 1990; Nejidat et al., 1997). In elektronenmikroskopischen
Aufnahmen zeigten HAO-Partikel eine tetramere Struktur mit einer Groéf3e von 8,8 nm
(Hoppert et al.,, 1995). Die HAO enthalt etwa 40 % der c-Typ HameNitnsomonas
(DiSpirito et al., 1985 a). Im periplasmatischen Raum Mdrosomonas europaeaurde in
geringen Konzentrationen auch freies Monohdm Cytochrom P460 gefunden. Dieses
Cytochrom wies ebenfalls Hydroxylaminoxidationsaktivitat auf (Bergmann & Hooper,
1994 b). Ein dem Cytochrom P460 vblitrosomonassehr dhnliches Protein konnte in dem
MethanoxidanterMethylococcus capsulatugetektiert werden. Es katalysiert auch dort die
Reaktion von Hydroxylamin zu Nitrit (Zahn et al., 1994).

Die Ammoniakoxidation und die Hydroxylaminoxidation sind eng gekoppelt. Hydroxylamin
kann nur in Gegenwart von Ammonium als Substrat zum Zellwachstum genutzt werden
(Bottcher & Koops, 1994; de Bruijn et al., 1995). Neuere Versuche zeigten jedoch, dass ein
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Wachstum vonNitrosomonas mit Hydroxylamin in Anwesenheit von Sauerstoff und
gleichzeitiger Hemmung der AMO maoglich ist (Oesterreicher, 2001).

Bei der Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit durch die HAO werden vier Elektronen
freigesetzt. Die Elektronen werden wahrscheinlich tber das 26-kDa-Tetrahdmprotein
Cytochrom e¢s4 auf die Elektronentransportsysteme uUberfiihrt (Abb. 2.1) (Andersson et al.,
1986; Arciero et al., 1991; Bergmann et al., 1994). Cytochrgmist ein positiv geladenes

(pl 10,7), periplasmatisches Enzym, welches unter bestimmten Bedingungen an die negativ
geladene Membran gebunden ist (Yamanaka & Shinra, 1974; McTavish et al., 1995). Dieser
Zwei-Elektronen-Ubertrager ist in der Lage, lonenkomplexe mit negativ geladenen
Elektronendonatoren und -akzeptoren wie z. B. der HAO (pl 3,4) (Hooper et al., 1978;
Iverson et al., 1998) und dem 10 kDa grof3en Monohamprotein Cytochganipk 3,7)
(Yamanaka & Shinra, 1974; Fujiwara et al.,, 1995) zu bilden. Cytochegisiellt einen
Verzweigungspunkt der Elektronentransportkette dar. Zwei der vier frei werdenden
Elektronen der Hydroxylaminoxidation werden von Cytochrog, ®ermutlich Uber das
membranassoziierte Tetrahdm-Cytochrogasg (Cyt ) und einen membrangebundenen
Ubichinon-Cytochrom beKomplex zur AMO geleitet (Tsang & Suzuki, 1982; Miller &
Wood, 1983 a; Wood, 1986; Whittaker et al., 2000). Neben Tri- und Tetramethylhydrochinon
konnten Hydroxylamin und NADH als maogliche Elektronendonatoren der AMO
nachgewiesen werden (Suzuki et al., 1981; Shears & Wood, 1986).

HNO,
+4H

~
~
\\
Y \\ 3 l@

Xe‘ =~ 2 e///—\
\\ -
NH, NH.OH > " HNO, NO
+0,+2H +H,0 ———— : I
. ' < \2¢€ \
4H nH 7 N2 H N,O, N,
P / N
/
«___ X
C "\ | ] \
NAD'+2H" NADH +H’ 0,50,+2H H,0

Abb. 2.1: Modell des Elektronentransportweges Mimosomonas europaemodifiziert nach Whittaker et al.
(2000) und Poughon et al. (2001). AMO = Ammoniakmonooxygenase, C = cytoplasmatische Seite der
Membran, Cyt = Cytochrom, HAO = Hydroxylaminoxidoreduktase, NIR = Nitritreduktase, P = periplasmatische
Seite der Membran, UQ = Ubichinonpool.
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Ein Teil der verbleibenden Elektronen wird Uber Cytochrgsp auf die membrangebundene
terminale Cytochromoxidase zagDiSpirito et al., 1986) oder die periplasmatische
kupferhaltige Nitritreduktase (DiSpirito et al. 1985 b; Miller & Nicholas, 1985) tbertragen.
Es ist mdglich, dass die Elektronen dabei nicht direkt vom Cytochggraud Cytochrom &,
Ubertragen werden, sondern dber den zwischengeschalteten Ubichinon-Cytochrom bc
Komplex flieRen (Wood, 1986). Ubichinon {Qund membrangebundene Cytochrome vom b-
und c-Typ wurden irNitrosomonas europaeaachgewiesen (Hooper et al., 1972; Miller &
Wood, 1983 a; DiSpirito et al., 1985 a; Whittaker et al., 2000). Weitere Elektronenubertrager
wurden identifiziert, deren Funktion jedoch bisher ungeklart ist (Hooper et al., 1997,
Whittaker et al., 2000).

Die Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit fihrt zum Aufbau eines Protonengradienten
(Drozd, 1976; Hollocher et al., 1982; Kumar & Nicholas, 1982). Das hieraus resultierende
elektrochemische Potential kann zur ATP-Regeneration genutzt werden (Mitchell, 1966;
Drozd, 1976). Das HO-Verhaltnis der Protonentranslokation wird fur die
Ammoniakoxidation mit 3,4 bzw. fur die Hydroxylaminoxidation mit 4,4 angegeben
(Hollocher et al., 1982; Poughon et al., 2001). Ein Teil der Elektronen wird zur Reduktion
von Pyridinnukleotiden verwendet, welche u. a. fur die-ERierung bendtigt werden. Diese
NAD(P)H-Regeneration erfolgt vermutlich tber einen rucklaufigen Elektronentransport, der
Uber ein elektrochemisches Potential angetrieben wird (Aleem, 1966; Wood, 1988 b)
(Abb. 2.1). Etwa 50 % der aus der Hydroxylaminoxidation gewonnenen Elektronen fliel3en
Uber den Ubichinonpool zur AMO, 44 % werden auf die terminale Oxidase geleitet und etwa
6 % sind am rucklaufigen Elektronentransport beteiligt (Poughon et al., 2001).

Unter anoxischen, sauerstofflimitierten und sogar oxischen Bedingungen sind
Ammoniakoxidanten in der Lage, Nitrit anstelle von Sauerstoff als terminalen
Elektronenakzeptor zu nutzen (Poth, 1986; Anderson et al., 1993; Bock et al.,, 1995; Zart,
1997). Bei der Denitrifikation wird NO, XD und N gebildet (Poth & Focht, 1985). Die
Nitritreduktase ist ein periplasmatisches, aus vier Untereinheiten aufgebautes, 120 kDa grol3es
kupferhaltige Enzym. Die Bildung dieses Enzyms wird durch einen niedrigen
Sauerstoffpartialdruck induziert (Hooper, 1968; Miller & Wood, 1983 b; DiSpirito et al.,
1985 b; Miller & Nicholas, 1985). Eine NO-Reduktase odeOfReduktase konnten bei
Ammoniakoxidanten bisher noch nicht nachgewiesen werden (Hooper et al., 1997).
Allerdings wurde im Genom voNitrosomonas europaeain mutmalliches Gen fur eine NO-
Reduktase detektiert (Whittaker et al., 2000). Die terminale Oxidasereaktion mit Nitrit als
Elektronenakzeptor kann wahrscheinlich zum Aufbau eines Protonengradienten genutzt
werden (Wood, 1986).
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Einige Gene der dargestellten Elektronentransportkette wurden identifiziert. Sie liegen haufig
in mehreren &ahnlichen oder identischen Kopien vor. Im 2,2 Mb groRen Genom von
Nitrosomonas europaewurden drei Gene der HAChdo) detektiert, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den ebenfalls in dreifacher Kopie vorliegenden Genen von Cytoghyrom ¢
(cycAoderhcy) auftreten (McTavish et al., 1993 b; Bergmann et al., 1994; Sayavedra-Soto et
al., 1994; Hommes et al., 1996). Die Gene der HAO und Cytochsgmerden jedoch nicht
gemeinsam transkribiert. Zwei deycAGene liegen jeweils mit einem Gen des Tetraham c-
Cytochroms Cyt gss2 (Cyt G, ORF 2) in einem Operon (Bergmann et al., 1994; Hommes et
al., 1996). Das Gen fur das Cytochrom P48y ist im Genom vormNitrosomonasn Einzahl
vorhanden (McTavish et al., 1993 b).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Schlisselenzymsystem der Ammoniakoxidanten
immunologisch zu untersuchen. Da die Struktur und der enzymatische Mechanismus des
zweiten Schlisselenzyms der Ammoniakoxidation, die Hydroxylaminoxidoreduktase (HAQ)
weitgehend aufgeklart ist, wurde in dieser Arbeit das Augenmerk auf das erste
Schlusselenzym, die Ammoniakmonooxygenase (AMO), gerichtet. Fir die Untersuchungen
der AMO sollten spezifische Antiseren gegen die Untereinheiten des Enzyms hergestellt
werden. Mit Hilfe dieser Antikdrper sollten neue Erkenntnisse uber die physiologischen und
biochemischen Eigenschaften der weitgehend unbekannten AMO gewonnen werden.
Weiterhin sollten die Antikdrper es ermoglichen, die AMO wahrend der Isolierung zu
identifizieren und somit den Weg fur die Reinigung und Charakterisierung einer aktiven Form
des Enzyms zu ebnen. Dabei sollten es die gewonnenen Ergebnisse ermoglichen, ein Modell
der Enzymreaktion der AMO zu entwickeln, welches dazu beitragen kann mehrere offene
Fragen der Nitrifikation zu erklaren. Neben diesen biochemischen Untersuchungen des
Enzyms sollten mit den Antiseren 0kologische Untersuchungen durchgefuhrt werden. So
solite eine Methode zum Nachweis von Ammoniakoxidanten in Anreicherungskulturen von
Naturproben entwickelt werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 BAKTERIENSTAMME

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an den folgenden
Bakterienstdmmen durchgefiihrt.

3.1.1 GHEMOLITHOTROPHE AMMONIAK - UND NITRITOXIDANTEN

Die in Tabelle 3.1 und 3.2 aufgefuhrten Stamme der Ammoniak- und Nitritoxidanten werden
in der Stammsammlung der Abteilung fur Mikrobiologie im Institut fur Allgemeine Botanik
der Universitdt Hamburg gehalten.

Tabelle 3.1: Verwendete Stamme der Ammoniakoxidanten und deren Herkunftsort.

Art Stamm isoliert aus Literatur

GATTUNG NITROSOMONAS(B-Unterklasse der Proteobakterien)

Nitrosomonas aestuarii  Nm 36 Brackwasser, Nordsee, (Koops et al., 1991)
Danemark
Nitrosomonas communis Nm 2 Boden, Insel Korfu, (Koops et al., 1991)

Griechenland
Nitrosomonas cryotoleransNm 55/4W30  Meerwasser, Kasitsna Buch{Jones et al., 1988)

Alaska
Nitrosomonas europaea Freitag Abwasser, Hamburg (Lott, 1990)
Nitrosomonas eutropha  N904 Gille, Hamburg
Nitrosomonas eutropha  Dave Prozesswasser eines
Biofermenters, Hamburg
Nitrosomonas halophila Nm 1 Meerwasser, Nordsee (Koops et al., 1991)
Nitrosomonas marina Nm 22 Meerwasser, Sudpazifik,  (Koops et al., 1991)
Australien
Nitrosomonas nitrosa Nm 90/Nc 5 Industrieabwasser, Marl (Koops et al., 1991)
Nitrosomonas oligotropha Nm 45 Boden, Hamburg (Koops et al., 1991)
Nitrosomonaspec? Nm R1.24 Sandstein, Regensburger
Dom
Nitrosomonas ureae Nm 10 Boden, Sardinien, Italien (Koops et al., 1991)
Nitrosococcus mobifis Nc 2 Meerwasser, Hafen von (Koops et al., 1976)

Husum, Nordsee

GATTUNG NITROSOSPIRA(B-Unterklasse der Proteobakterien)

Nitrosospiraspec. Nsp 1 Boden, Sardinien, Italien
Nitrosospiraspec. Nsp G1.6 Sandstein, Marienkirche in
Gelnhausen
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Nitrosospiraspec. Nsp M1.3 Sandstein, Alte Pinakothek,
Minchen

Nitrosospiraspec. Nsp R6.2 Sandstein, Regensburger
Dom

GATTUNG NITROSOVIBRIO (B-Unterklasse der Proteobakterien)

Nitrosovibrio spec. Nv G1.3 Sandstein, Marienkirche in
Gelnhausen
Nitrosovibrio spec. Nv K7.1 Sandstein, Kélner Dom (Spieck et al., 1992)

GATTUNG NITROSOLOBUS(B-Unterklasse der Proteobakterien)

Nitrosolobus multiformis NI 13/ C-71/  Boden, Paramaribo, Surinam (Watson et al., 1971; Harms

ATCC 25196 & Koops, 1980)
GATTUNG NITROSococcusy-Unterklasse der Proteobakterien)
Nitrosococcus halophilus Nc 4 Salzlagune, Sardinien, Italien (Koops et al., 1990)
Nitrosococcus oceani Nc 1/ Meerwasser, Atlantik (Watson, 1965; Truper & de
ATCC 19707 Clari, 1997)

! Nitrosomonaspec. Dave zeigte 99,6 % Sequenzahnlichkeit zu der 16S rDNA und 98 % Ahnlichkeit zum Gen
amoAvon N. eutrophaNm 57 (M. Wagner, TU Miinchen, mindliche Mitteilung). Ebenso bbsafpec. Dave

eine 102,3%ige Ahnlichkeit bei der DNA-DNA-Hybridisierung nht eutrophaN904 (DSMZ, miindliche
Mitteilung) und wurde daher der AXL eutrophazugeordnet.

2 siehe Abschnitt 4.4.1

% Nitrosococcus mobilist phylogenetisch eng verwandt mit der GatthitgosomonagHead et al., 1993)

Tabelle 3.2: Verwendete Stamme der Nitritoxidanten und deren Herkunftsort.

Art Stamm isoliert aus Literatur
GATTUNG NITROBACTER
Nitrobacter hamburgensis X4 Boden, Hamburg (Bock et al., 1983)
Nitrobacter vulgaris Kas Sandstein, Kélner Dom (Bock et al., 1990)
Nitrobacter winogradskyi Engel Boden, Hamburg (Bock et al., 1990)
GATTUNG NITROSPINA
Nitrospina gracilis 3 Meerwasser, Kiste von Peru  (Watson & Waterbury, 1971)
Nitrospinaspec. 347 Schwarzes Meer
GATTUNG NITROSPIRA
Nitrospira moscoviensis M-1 Heizungssystem, Moskau (Ehrich et al., 1995)
GATTUNG NITROCOCCUS
Nitrococcus mobilis 231 Meerwasser, Pazifik (Watson & Waterbury, 1971)

3.1.2 G(HEMOORGANOTROPHE BAKTERIEN

Als Referenzstamme wurden die Methanoxidantathylococcus capsulatiBath NCIMB
11132, Methylocystis parvuda undMethylomonas methanic@o52006 sowie die weiteren
Bakterienstamme*Achromobacter cycloclaste, *Agrobacterium tumefaci€sigl 19023,
*Alcaligenes faecali@TCC 8750,*Azorhizobiumspec 24, *Azospirillum lipoferumATCC
29707, *Bacillus azotoformansATCC 29788, Bacillus subtilis 019, *Bradyrhizobium
denitrificans, *Chromobacterium violaceum, Escherichia c#lil2/067/ATCC 23716,
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Methylobacterium radiotolerans, Paracoccus denitrific@/ATCC 19367} Pseudomonas

spec. AK15 und Pseudomonasspec. AM1 eingesetzt. Die mit einem Stern (*)
gekennzeichneten Organismen wurden von C. Cceur der Universitat Claude Bernard Lyon | in
Frankreich fur die Untersuchungen zur Verfugung gestellt. Alle tbrigen Organismen werden
in der Stammsammlung der Abteilung fur Mikrobiologie im Institut fur Allgemeine Botanik
der Universitdt Hamburg gehalten.

3.2 NAHRMEDIEN UND KULTURFUHRUNG

Alle beschriebenen Nahrmedien wurden 30 min bei 110 °C und bei einem Uberdruck von
0,5 bar im Autoklaven sterilisiert. Gefal3e mit einem Volumen von 20 | wurden 2 h sterilisiert.
Die benotigten Chemikalien wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, von der Firma
Merck bezogen.

3.2.1 AMMONIAKOXIDANTEN

M INERALISCHES NAHRMEDIUM

Alle nichtmarinen Ammoniakoxidanten wurden in mineralischem Nahrmedium folgender
Zusammensetzung angezogen.

NAHRMEDIUM

Stammlésung fur Ammoniakoxidanten (10fach) 100 ml
Spurenelementeldsung fir Ammoniakoxidanten (1000fach) 1 ml
Kresolrot 1 ml
HEPES (Fa. Gerbu) 39
CaC}h - 2 HO 0,147 g
aqua deion. ad 1000 ml

Der pH-Wert des Mediums wurde nach dem Sterilisieren mit 1-M-NaOH-L6sung auf pH 7,3
eingestellt.

STAMMLOSUNG FUR AMMONIAKOXIDANTEN (10FACH)

NH,4CI (10 mM) 53499
KH,PO, 0,544 g
KCI 0,744 g
MgSQO, - 7 HO 0,493 g
NacCl 5,840 g

aqua deion. ad 1000 ml
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SPURENELEMENTELOSUNG FURAMMONIAKOXIDANTEN (100Q-ACH)

MnSQ, - HO 0,033 g
H3BO3 0,049 g
ZnSQ, - 7 HO 0,043 g
(NH4)6M07024 -4 HZO 0,037 g
FeSQ - 7 HO 0,973 ¢
CuSQ - 5 HO 0,025¢
aqua deion. mit 0,025 N HCI ad 1000 ml
KRESOLROTLOSUNG

Kresolrot 0,050 g

in 1 ml1 M NaOH lésen
aqua deion. ad 100 ml

Fur einige Versuche wurde das Medium leicht abgewandelt. Anstelle von 10 mM Ammonium
wurden dem mineralischen Medium 1, 12 bzw. 100 mM Ammonium, 6 mM Harnstoff oder
5mM L-Glutamin zugefugt. Zum Teil erfolgte eine mixotrophe Anzucht, bei der dem

mineralischen Medium 5 mM Na-Pyruvat, 1,5 g/l Hefeextrakt (Fa. Difco) und 1,5 g/l Pepton
(Fa. Difco) oder jeweils 9,1 mM Na-Pyruvat und 9,1 mM L-Alanin zugegeben wurde.

BRACKWASSER-NAHRMEDIUM

Die AmmoniakoxidantemNitrosomonas aestuarfm 36, Nitrosomonas halophil&m 1 und
Nitrosococcus mobilidic 2 wurden in Brackwasser-Nahrmedium angezogen. Zur Herstellung
dieses Mediums wurden dem mineralischen Nahrmedium 10 g/l NaCl zugeflgt.

M EERWASSER-NAHRMEDIUM

Nitrosomonas cryotoleran®Nm 55 wurde in 40%igemNitrosomonas marinaNm 22,
Nitrosococcus oceanNc 1 undNitrosococcus halophiludNc 4 in 75%igem Meerwasser-
Nahrmedium folgender Zusammensetzung angezogen.

NAHRMEDIUM

NH,CI (10 mM) 0,535¢g
KH.POy 0,054 g
HEPES (Fa. Gerbu) 39
Kresolrot 1mi
Meerwasser (Nordsee) 400 ml (40 %) bzw. 750 ml (75 %)
aqua deion. ad 1000 ml

Der pH-Wert des Mediums wurde nach dem Sterilisieren mit 1-M-NaOH-L6sung auf pH 7,3
eingestellt.
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KULTURFUHRUNG DER AMMONIAKOXIDANTEN

Die Anzucht der Stammkulturen der Ammoniakoxidanten erfolgte in 300-ml-
Erlenmeyerkolben mit 150 ml Medium. Die Kulturen wurden stehend bei 28 °C im Dunkeln
inkubiert und der pH-Wert innerhalb der ersten 14 Tage mit steriler 1-M-NaOH-L6sung auf
ca. 7,3 nachtitriert. Ab der zweiten Woche wurden die Kulturen bei 16 °C gelagert und alle
3 Monate mit 5%igem Inokulum auf frisches Medium tberimpft.

Die Anzucht der Zwischen- und Arbeitskulturen erfolgte in 300-ml- oder 1-I-
Erlenmeyerkolben mit 150 bzw. 500 ml Medium. Sie wurden mit 5%igem Inokulum beimpft
und stehend bei 28 °C im Dunkeln inkubiert. Der pH-Wert wurde regelmaflig mit 1-M-
NaOH-LOosung auf 7,3 eingestellt. Nach zwei bis vierwdchiger Inkubation wurden die
Kulturen auf frisches Medium tberimpft.

Um groRere Zellmengen voNitrosomonas eutroph&N904 zu erhalten, wurde ein 5-I-
Laborfermenter (Fa. Meredos) eingesetzt (Zart, 1997). Die Zellen wurden kontinuierlich unter
Ruhren bei 500 Upm in mineralischem Medium mit 100 mM ,8lHangezogen. Die
vollstandige Biomasseruckhaltung erfolgte tber ein Hohlfaser-Membranmodul (Sp S6005-6,
Cut-off 6 kDa, Fa. Fresenius). Der pH-Wert wurde mittels einer pH-EinstabmeRR3kette (Fa.
Mettler Toledo) mit 20%iger NaC£Losung auf 7,3 und die Temperatur bei 28 °C konstant
gehalten. Alternativ erfolgte die Massenanzucht der Ammoniakoxidanten in 20-I-Kolben mit
18 | Medium. Die Kolben wurden mit 1%igem Inokulum beimpft und unter Ruhren im
Dunkeln bei 28 °C inkubiert. Der pH-Wert wurde mit 10%iger NaBCGsung auf 7,3
nachtitriert.

FUr Untersuchungen hungernder Zellen wuNlgosomonasin 300-ml-Erlenmeyerkolben

mit 150 ml mineralischem Medium bei 28 °C angezogen. Nach dem die Zellen das
Ammonium vollstandig verbraucht hatten, wurden die Kolben stehend bei 16 °C gelagert.
Nach einem Tag bzw. 29, 58, 129 und 360 Tagen wurden die hungernden Zellen fur die
Versuche geerntet. FUr quantitative Immunblotversuche wurden ZellerNim@msomonas
eutrophaN904 bei unterschiedlichen pH-Werten (6,5; 7,5; 8,5) oder Temperaturen (10, 16, 20
bzw. 28 °C) in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml mineralischem Medium angezogen.
Nachdem die Zellen Ammonium vollstandig verbraucht hatten, wurden die Kulturen auf
frisches Medium UGberimpft und unter den gleichen Bedingungen angezogen. Nach
dreimaligem Uberimpfen der Kultur wurden die Zellen abgeerntet.

3.2.2 ANREICHERUNG VON AMMONIAKOXIDANTEN

FUr Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden Ammoniakoxidanten aus verschiedenen
Naturproben angereichert. Es wurde Belebtschlamm aus dem Belebungsbecken der
Klaranlage in Dradenau/Hamburg (pH 8,0), Gartenerde aus dem Neuen Botanischen Garten in
Hamburg (pH 7,6), Teichsediment aus dem Neuen Botanischen Garten in Hamburg (pH 7,6)
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sowie Baumberger Sandstein (pH 8,4) verwendet. Drei 5 - 5 - 1 cm grol3e Sandsteinproben
waren zuvor funf Jahre im Neuen Botanischen Garten in Hamburg exponiert worden. Die
Sandsteinproben wurden aufgrund der Lagerung auf mit Sand geftliten Petrischalen nahezu
standig feucht gehalten. Zur Herstellung der Anreicherungskulturen wurde jeweils 5 ml
Belebtschlammprobe, 5 ml Teichsedimentprobe, 1 g Boden oder 1 g gemdrserte
Sandsteinprobe auf 150 ml mineralisches Medium in 300-ml-Erlenmeyerkolben gegeben und
zwei Wochen lang stehend bei 28 °C inkubiert.

3.2.3 NTRITOXIDANTEN

M INERALISCHES NAHRMEDIUM

Die Anzucht vonNitrospira moscoviensibl-1 erfolgte in mineralischem Medium mit 0,2 g/l
NaNG; (Bock et al. 1990).

NAHRMEDIUM

Stammldsung fur Nitritoxidanten (10fach) 100 ml
Spurenelementeldsung fir Ammoniakoxidanten (1000fach) 1 ml

NaNG;, (3 mM) 0,29

agua deion. ad 1000 mi pH 8,6 mit KOH

STAMMLOSUNG FURNITRITOXIDANTEN (10FACH)

CaCQ 0,07 ¢
NaCl 59
MgSQ, - 7 HO 0,509
KH.POy 1509
aqua deion. ad 1000 ml

MIXOTROPHE ANZUCHT

Die Anzucht von Nitrobacter hamburgenisXi4, Nitrobacter winogradskyiEngel und
Nitrobacter vulgarisK,g erfolgte mixotroph mit 2 g/l NaN£ Fur die mixotrophe Anzucht
wurden dem mineralischen Medium folgende organische Substanzen zugeflgt: Hefeextrakt
1,5 g/l, Pepton 1,5 g/l und Na-Pyruvat 0,55 g/I. Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem
Autoklavieren auf 7,4 eingestellt.

M EERWASSER-NAHRMEDIUM

Die NitritoxidantenNitrospina gracilis3, Nitrospinaspec. 347 undlitrococcus mobili231
wurden in Meerwasser-Nahrmedium angezogen (Watson und Waterbury, 1970).
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NAHRMEDIUM

Stamml6dsung fur marine Nitritoxidanten (10fach) 100 mi
Spurenelementeldsung fur marine Nitritoxidanten (1000fach) 1 ml

NaNG; (20 mM) 149

Meerwasser (Nordsee) 700 ml

aqua deion. ad 1000 mi pH 6,0 mit KOH

STAMMLOSUNG FUR MARINE NITRITOXIDANTEN (1OFACH)

CaC}L - 2 HO 0,059
FeSQ - 7 HO 0,01g¢
MgSQ, - 7 HO 19
KH.POy 0,02 g
Meerwasser (Nordsee) 700 ml
aqua deion. ad 1000 ml

SPURENELEMENTELOSUNG FUR MARINENITRITOXIDANTEN (100QFACH)

CoChL - 6 HO 0,5mg
MnCl, - 4 HO 0,050¢
NaMoO, - 2 HO 0,025 ¢
ZnSQ, - 7 HO 0,025¢
aqua deion. ad 1000 ml

KULTURFUHRUNG DER NITRITOXIDANTEN

Die Anzucht der Nitritoxidanten erfolgte in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml Medium.
Die Medien wurden mit 5%igem Inokulum beimpft und stehend bei 28 °C im Dunkeln
inkubiert. Kulturen vonNitrospira moscoviensid-1 wurden bei 37 °C angezogen und
wochentlich mit 0,3 mM Nitrit nachgefttert.

3.2.4 METHANOXIDANTEN

Die Methanoxidanten wurden in mineralischem Medium mit 3 % Methan in synthetischer
Luft angezogen (Whittenbury et al., 1970). Das Medium enthielt eine erhéhte Konzentration
an CuSQ (1 mg/l).

NAHRMEDIUM

Stammldsung fur Methanoxidanten (10fach) 100 mi
Phosphatpuffer (100fach) 10 ml
Spurenelementeldsung fur Methanoxidanten (1000fach) 1ml
aqua deion. ad 1000 ml

Die drei Losungen wurden getrennt voneinander sterilisiert und danach vereinigt.
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STAMMLOSUNG (10FACH)

MgSQO, - 7 HO 109
CaC}h 0,2¢g
KNO3 1,0 g
aqua deion. ad 1000 ml

PHOSPHATPUFFER 100FACH)

KH,PO, 0,26 g
NaHPO, 0,33 ¢
agua deion. ad 1000ml pH 7,0

SPURENELEMENTELOSUNG FURMETHANOXIDANTEN (100QFACH)

Nax-EDTA (Triplex I11) 500 mg
FeSQ - 7 HO 200 mg
ZnSQ, - 7 HO 10 mg
MnCl, - 4 HO 3 mg
H;BO3 30 mg
CaCh - 6 HO 20 mg
CuSQ - 5 HO 1000 mg
NiCl, - 6 HO 2 mg
NaMoO, - 2 HO 3 mg
aqua deion. ad 1000 ml

Die Anzucht der Methanoxidanten erfolgte in 120-ml-Serumflaschen mit 30 ml Medium. Die
mit einem Gummistopfen verschlossenen Flaschen wurden mit 3 % Methan in synthetischer
Luft (80 % N, 20 % Q, 0,03 % CQ, Fa. Messer Griesheim) begast, mit 5%igem Inokulum
beimpft und bei 28 °C auf dem Schdttler inkubiert.

3.2.5 METHYLOTROPHE BAKTERIEN

Die methylotrophen Bakterieethylobacterium radiotoleransnd Pseudomonaspec. AM1
wurden in mineralischem Medium mit 0,15 % Methanol angezogen (Green et al., 1988).

NAHRMEDIUM

Stammldsung fur Nitritoxidanten (10fach) 100 ml
Spurenelementeldsung fir Ammoniakoxidanten (1000fach) 1 ml

NH,CI (8 mM) 0,43 ¢

HEPES (Fa. Gerbu) 59

agua deion. ad 1000 mi pH 8,3

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 15 ml/l steril filtriertes Methanol zugefugt.
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Die Zellen wurden in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml Nahrmedium stehend bei 28 °C
im Dunkeln inkubiert.

3.2.6 WEITERE CHEMOORGANOTROPHE BAKTERIEN
PARACOCCUS DENITRIFICANS
Die Anzucht vorParacoccus denitrifican801/ATCC 19367 erfolgte in folgendem Medium.

NAHRMEDIUM

Spurenelementeldsung fir Ammoniakoxidanten (1000fach) 1 ml

KH,PO, 69

NH,CI 0,39

MgSQO, - 7 HO 0,19

Na-Acetat 0,89

aqua deion. ad 1000 mi pH 7,5

Die Kulturen wurden mit 5%igem Inokulum auf 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml
Nahrmedium Uberimpft und bei 28 °C auf dem Schittler inkubiert.

ESCHERICHIA COLI UND BACILLUS SUBTILIS

Die Anzucht vorEscherichia coliK12/067/ATCC 23716 unacillus subtilis019 erfolgte in
300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml Standard-1-Nahrbouillon (18 g/l agua deion., Mercknr.
107882) bei 28 °C auf dem Schuittler.

WEITERE MIKROORGANISMEN

Alle weiteren unter Abschnitt 3.1.2 genannten Organismen wurden von C. Cceur der
Universitat Claude Bernard Lyon | in Frankreich nach den Angaben der American Type
Culture Collection (ATCC) angezogen und zur Verfugung gestellt. Sie wurden direkt fur die
Versuche eingesetzt und im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter kultiviert.

3.3 REINHEITSKONTROLLEN

Bei jedem Uberimpfen wurde von den Reinkulturen der Nitrifikanten ein Tropfen der Kultur
auf eine Reinheitsagarplatte und in 5 ml Hefewasserbouillon gegeben. Wenn nach einer zwei-
wochigen Inkubation bei 28 °C keine Kolonien auf der Platte auftraten bzw. keine Tribung
der Hefewasserbouillon erkennbar war, wurde die Kultur als rein angesehen. Die
Reinheitskontrollen aller tibrigen Kulturen erfolgte optisch am Phasenkontrastmikroskop.
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REINHEITSAGAR MODIFIZIERT NACHSTEINMULLER & BOCK (1976)

NacCl 0,59

Hefeextrakt (Fa. Difco) 19

KH,PO, 19
Fleischextrakt 59

Casamino acids 509

Agar 15¢g

agua deion. ad 1000 mi pH 7,4

HEFEWASSERBOUILLON

Bactopepton (Fa. Difco) 0,509
Fleischextrakt 0,50¢

Hefeextrakt (Fa. Difco) 0,509

NaCl 0,58 ¢

agua deion. ad 1000 mi pH 7,4

3.4 ERNTE DER BAKTERIENZELLEN

Die Bakterien der Massenanzuchten wurden mit einem Hohlfasermembran-Modul
(Ultrafiltrationsmembran aus Polysulfon mit einem Cut-off von 6 kDa, Gesamtoberflache
0,4 nf, Fa. Fresenius) aufkonzentriert. Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden in einer
Kuhlzentrifuge (Kontron-Hermle-Centrikon H-401, Rotor: A 6.9) bei 4 °C und 12.000 g fur
30 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,9%iger NaCl-Losung
aufgenommen und zweimal gewaschen. Bei Einsatz der Zellen fir einen nachfolgenden
Aktivitatstest wurde die 0,9%ige NaCl-Losung durch den von Schmidt (1997) entwickelten
und leicht abgewandelten PS1-Puffer ersetzt.

PS1-RFFER

HEPES 59

MgCl, - 6 HO 0,20 g

NH,CI (6,5 mM) 0,359

agua deion. ad 1000 ml pH 7,4

Nach dem Sterilisieren wurden 1 ml steril filtrierte 300 mM CyS® HO-L6sung zugefugt.

3.5 ZELLAUFSCHLUSS

Zur Herstellung von zellfreien Extrakten wurden Zellkonzentrationen von ca. 8 Zdl&n

pro ml eingesetzt. Es wurden verschiedene Zellaufschlussmethoden angewandt. Der
Aufschluss erfolgte aerob bei einem Zellvolumen gré3er als 800 pl mit der French Pressure
Cell Press und bei einem Volumen kleiner als 800 pl mit Ultraschall. Alternativ zum aeroben
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Zellaufschluss wurden die Zellen anaerob mit Glasperlen aufgeschlossen. Nach dem
Zellaufschluss wurden die unbeschadigten Zellen und Zelltrimmer durch Zentrifugation fir
5 min bei 4 °C und 25.000 g (Rotor: Kontron-Hermle A 8.24) niedergeschlagen. Der zellfreie
Extrakt im Uberstand wurde frisch verwendet oder bei —20 °C gelagert.

3.5.1 RENCH PRESSURECELL PRESS

Der Zellaufschluss erfolgte in einer French Pressure Cell Press (American Instrument
Company). Die Zellsuspensionen wurden in die French-Press-Zelle (Volumen 3,5 ml)
pipettiert und einem Druck von 1,4 kbar ausgesetzt. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt.

3.5.2 UTRASCHALL

Die Zellen wurden mit Hilfe eines Ultraschallstabes (Ultraschallprozessor UP 200, Fa. Dr.

Hielscher GmbH) aufgeschlossen. Dabei wurden die Zellen 2 bis 5 min einer

Ultraschallstarke von 50 % mit einem Impuls von 0,5 ausgesetzt. Wahrend der Behandlung
wurden die Zellen gut gekuhlt.

3.5.3 Q. ASPERLEN

Fir die anaerobe Herstellung zellfreier Extrakte erfolgte der Zellaufschluss mittels feiner
Glasperlen [l 150 bis 212 um, Fa. Sigma). Dazu wurden 1 g Zellen in 15 ml PS1-Puffer
(siehe Abschnitt 3.4) gelost und mit 20 ml Glasperlen unter standigem Rihren 2 h im Eisbad
aufgeschlossen. Die Zellen, die Gefal3e und samtliche Medien wurden zuvor durch Begasung
mit einem Stickstoff-Kohlendioxid-Gemisch (0,03 % £ N,, Fa. Messer-Griesheim)
anaerobisiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten in der anaeroben Werkbank (Glovebox MKS3, Fa.
DWS Laborgerate GmbH) in Gegenwart des Stickstoff-Kohlendioxidgemisches.

3.6 ANALYTISCHE NACHWEISMETHODEN

3.6.1 BESTIMMUNG DES PROTEINGEHALTES

Fir die quantitative Proteinbestimmung von detergenzfreien Proben wurde die Methode von
Bradford (1976) angewandt. Bei Versuchen, die am ,Laboratoire d"Ecologie Microbienne du
Sol* der Universitat Claude Bernard Lyon | in Frankreich durchgefuhrt wurden, erfolgte die
Bestimmung mit der BCA-Methode. Enthielt die Probe ein Detergenz, wurde der
Proteingehalt mit Hilfe der DC-Proteinanalyse bestimmt. Anhand von Eichgeraden aus
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definierten Rinderserum Albumin (BSA)-Losungen verschiedener Konzentrationen (0 bis
1,5 mg/ml) wurden die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.

M ETHODE NACH BRADFORD

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach Bradford (1976), modifiziert nach Spector
(1978). Die Sulfonsauregruppen des Triphenylmethanfarbstoffes Coomassie Brillant Blue G-
250 reagieren mit den Aminogruppen des Proteins unter Bildung eines blauen Farbkomplexes
(Fazekas de St. Groth et al., 1963). Von den Zellextrakten wurden 60 pl mit 1 ml Bradford
Reagenz versetzt, 10 s gemischt und 5 min inkubiert. Drei parallele Proben wurden
spektralphotometrisch (CADAS 50S, Fa. Dr. Lange) bei 595 nm analysiert. Als Nullwert
diente 60 pl einer 0,9%igen NaCl-L6sung versetzt mit 1 ml Bradford Reagenz.

BRADFORD-REAGENZ

Coomassie Brillant Blue G-250 (Fa. Serva) 40 mg
Ethanol (96 %) 50 ml
0-Phosphorsaure (85 %) 100 ml
aqua deion. ad 1000 ml

Die L6sung wurde nach der Herstellung filtriert.

BCA-M ETHODE

Zum Teil wurde der Proteingehalt mit der BCA-Methode bestimmt (Smith et al., 1985). Die
Methode basiert auf der Proteinbestimmung nach Lowry et. al. (1951). Unter alkalischen
Bedingungen bilden Gtrlonen mit den Peptidbindungen der Proteine einen Komplex und
werden zu Citlonen reduziert. Die Culonen reagieren dann mit Bicinchoninicsaure (BCA)

zu einem violetten Farbkomplex. Die Proteinbestimmung wurde in Mikrotiterplatten (Fa.
Greiner) durchgefihrt. Jeweils 10 ul der Probe wurden mit 190 ul BCA-Reagenz (Fa. Pierce)
versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Drei parallele Proben wurden spektralphotometrisch
(MR 5000, Fa. DYNATECH) bei 562 nm analysiert. Als Nullwert dienten 10 pl einer
0,9%igen NaCl-Losung versetzt mit 190 ul BCA-Reagenz.

DC-PROTEINANALYSE

Mit der DC-Proteinanalyse kann der Proteingehalt in Gegenwart von Detergenzien wie z. B.
10 % SDS oder 1 % Triton X-100 bestimmt werden. Die DC-Proteinanalyse basiert, wie die
BCA-Methode, auf der Proteinbestimmung nach Lowry et. H951). Im Gegensatz zur
BCA-Methode reagieren die an die Proteine gebundenérlo@an mit Folinreagenz zu
einem blauen Farbkomplex. Die Methode erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Fa. Bio-
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Rad, DC Protein Assay). 25 pl der Probe wurden mit 125 pl alkalischer Kupfertatratidsung
und 1 ml Folinreagenz versetzt und nach jeder Reagenzzugabe grindlich durchmischt. Drei
parallele Proben wurden spektralphotometrisch (CADAS 50S, Fa. Dr. Lange) nach 15 min
Inkubation bei 750 nm analysiert. Der Farbkomplex war eine Stunde stabil. Als Nullwert
wurde 25 pul einer 0,9%igen NaCl-Losung mit den Reagenzien versetzt.

3.6.2 BESTIMMUNG VON AMMONIUM

Die quantitative Bestimmung von Ammonium erfolgte photometrisch nach einer veranderten
Methode von Corbin (1984). Diese Methode basiert auf einem indirekten Nachweis der
Ammonium-lonen durch Reaktion mp-Mercaptoethanol und Phtaldialdehyd zu einem
gelben N-substituierten 1-(2-Hydroxylethyl)-Thioisoindol.

Ganze Zellen wurden 10 min bei 14.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Haemofuge-
Haereus-Christ). Rohextrakte wurden direkt verwendet. Jeweils 50 pl des Uberstandes bzw.
des Rohextraktes wurden mit 950 pl Derivatisierungsreagenz versetzt und 1 h im Dunkeln
inkubiert. Die Proben wurden im Spektralphotometer (CADAS 50 S, Fa. Dr. Lange) bei einer
Wellenlange von 420 nm gegen einen gleichbehandelten Blindwert gemessen. Die Eichung
erfolgte mit Ammoniumstandards in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 10 mM.

DERIVATISIERUNGSREAGENZ

Phtaldialdehyd 540 mg
Ethanol abs. 10 ml
B-Mercaptoethanol (Fa. Sigma) 50 pl
Phosphatpuffer (0,2 M) ad 100 ml

PHOSPHATPUFFER 0,2 M)

KH,PQO, 27,22 g
aqua deion. ad 1000 ml
KoHPO, 34,43 g
aqua deion. ad 1000 ml

Beide Losungen wurden derart gemischt, dass sich ein pH-Wert von 7,3 einstellte.

3.6.3 BESTIMMUNG VON HYDROXYLAMIN

Zur quantitativen Bestimmung von Hydroxylamin wurde eine Methode nach Magee & Burris
(1954) modifiziert durch Verstraete & Alexander (1972) und Palling & Hollocher (1985)
verwendet. Hydroxylamin bildet mit 8-Hydroxychinolin unter alkalischen Bedingungen



32 MATERIAL UND METHODEN

(pH 10 bis 11) einen blaugrinen Farbstoff (Indooxin). Da Nitrit den Nachweis stort, wurde es
vorher durch Zugabe von Amidoschwefelsaure entfernt.

Ganze Zellen wurden 10 min bei 14.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Haemofuge-
Haereus-Christ). Rohextrakte wurden direkt verwendet. Jeweils 250 pl des Uberstandes bzw.
des Rohextraktes wurden mit dem gleichen Volumen 0,5%iger Amidoschwefelsaure versetzt
und 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. In drei parallelen Ansétzen wurden
150 pl dieses Gemisches mit dem gleichen Volumen 1 M Salzsaure vermischt. Danach
wurden 300 pul aqua deion., 300 ul 1%ige 8-Hydroxychinolinldosung und 300 pl 3 M
Natriumcarbonatlésung zugegeben, vermischt und 1 h im Dunkeln inkubiert. Die Messung
erfolgte im Spektralphotometer (CADAS 50 S, Fa. Dr. Lange) bei einer Wellenlange von
710 nm gegen einen gleichbehandelten Blindwert. Die Eichung erfolgte mit
Hydroxylaminstandards in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 1 mM.

3.6.4 BESTIMMUNG VON NITRIT

Die quantitative Bestimmung von Nitrit erfolgte nach der Methode von Garrett & Nason
(1969). Sie beruht auf dem Prinzip der Bildung eines Diazoniumsalzes aus Sulfanilsaure und
Nitrit mit der nachfolgenden Kopplung mit 1-Naphthylamin zu einem roten Azofarbstoff.

Ganze Zellen wurden 10 min bei 14.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Haemofuge-
Haereus-Christ). Rohextrakte wurden direkt verwendet. Jeweils 500 pl des Uberstandes bzw.
des Rohextraktes wurden mit 500 pl 1%iger Sulfanilsaure (1 g Sulfanilsaure in 20 ml konz.
HCl und 80 ml aqua deion.) und 500 pl 0,12%iger NEDA-LOsung (NEDA = N-(1-Naphthyl)-
ethylen-diammoniumdichlorid) versetzt. Anschlie3end wurden die Proben 15 min im Dunkeln
inkubiert. Die Extinktion wurde bei 546 nm gegen einen nitritfreien Blindwert im
Spektralphotometer (CADAS 50 S, Fa. Dr. Lange) gemessen. Die Eichung erfolgte mit
Nitritldsungen in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 30 pM.

3.6.5 BESTIMMUNG VON METALLIONEN

BESTIMMUNG VON KUPFER

Kupferionen wurden quantitativ mit Hilfe der Atom-Absorptionsspektroskopie bestimmt.
Jeweils 200 pl der Probe wurden mit 200 pl 65%iger Salpeterséures(hél@etzt und unter
Ruhren in einem Glasgefald eingedampft. Der Bodensatz wurde mit 100 pl 65%iger HNO
aufgenommen und erneut bis zur Trockene eingedampft. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt. AnschlieRend wurde das Glasgefal3? mit 1 ml 13%iger;HNM@Getzt und der
Kupfergehalt im Atom-Absorptions-Spektrophotometer (1100 B, Fa. Perkin-Emler) bestimmit.
Cu(NG;),-Losungen in einem Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1 mg/l dienten als
Eichstandards.
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BESTIMMUNG VON EISEN

Die quantitative Bestimmung von Eisen (ll)-lonen und Eisen (lll)-lonen erfolgte
photometrisch. Fé&-lonen bilden mit 1,10-Phenanthroliniumchlorid einen roten Farbkomplex.
Der Gesamteisenionengehalt wurde analog nach Reduktion d&rlofen durch
Hydroxylamin zu F&-lonen gemessen. Aus dem Gesamteisenionengehalt wurde3te Fe
lonenkonzentration abgeleitet.

Jeweils 5 ml aqua deion. wurden mit 0,4 ml 10,4 M Ammoniumacetat in Eisessig versetzt.
AnschlieRend wurden 20 ul Probe zugegeben und geschiittelt. Die Proben wurden entweder
direkt verwendet oder zuvor 1:1 mit 1 M Salzsaure versetzt und 15 min inkubiert. Bei der
Bestimmung des Gesamteisenionengehaltes wurden 0,2 ml einer 2,9-M-
Hydroxylammoniumchlorid-Lésung, bei der Bestimmung voA'fenen 0,2 ml aqua deion.
zugegeben. Nach Zugabe von 10 ml einer 21-uM-1,10-Phenanthroliniumchlorid-L6ésung
wurde die Probe gut geschittelt und das Reagenzglas mit aqua deion. auf 10 ml aufgefull.
Nach erneutem Schutteln wurde die Probe 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 492 nm im Spektralphotometer (CADAS 50
S, Fa. Dr. Lange) gegen einen Blindwert gemessen. Die Eichung erfolgte mit Eisenstandards
in einem Konzentrationsbereich von 0,4 bis 1,5 mg/Il Eisen (lI/1l)-lonen.

3.7 ISOLIERUNG DES AMOA- UND AMO B-PROTEINS

Zur Isolierung des 27 kDa grol3en AmoA- und des 41 kDa gro3en AmoB-Proteins aus
Nitrosomonas eutroph&l904 wurde das Gesamtprotein zunachst elektrophoretisch mittels
SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.11.1). Mit Hilfe der reversiblen Zinkfarbung
wurden die 27 kDa bzw. 41 kDa grofl3en Proteinbanden identifiziert (siehe Abschnitt 3.12.2),
aus den Gelen geschnitten und entfarbt. Anschlieend wurden die Proteine der 27-kDa- und
41-kDa-Bande getrennt voneinander mit Hilfe eines Elektro-Eluters (Model 422, Fa. Bio-
Rad) aus den Gelabschnitten herausgeldst. Dazu wurden die Gelabschnitte in Glasréhrchen
gegeben, die mit Puffer gefilit und Uber Fritten mit Auffangbehéltern gekoppelt waren. Die
Auffangbehdlter waren mit Dialysemembranen (Cut off 12-15 kDa) mit dem umgebenen
Puffer verbunden. In Abb. 3.1 ist eine Elutionseinheit dargestellt. Durch einen elektrischen
Strom wanderten die Proteine aus den Gelabschnitten durch die Fritten in die Auffangbehalter
und wurden durch die Dialysemembranen aufkonzentriert.

Vor dem Zusammensetzen der Elutionseinheiten wurden die Auffangbehélter 1 h bei 60 °C
im Laufpuffer der SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.11.1) erhitzt. Zudem wurden die Fritten
unter Vakuum mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe 15 min im Laufpuffer entgast. Die Fritten
wurden nun auf die Glasrohrchen gesetzt und die Elutionseinheit im Laufpuffer
zusammengesetzt, um Lufteinschliisse zu vermeiden. Der Elektro-Eluter wurde mit sechs
Elutionseinheiten bestlckt. Die untere Kammer wurde mit 600 ml und die obere Kammer und
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die Glasréhrchen mit ca. 100 ml Laufpuffer gefillt. Jeweils 8 Gelabschnitte wurden in den
Glasrohrchen vereinigt und bis auf 1 cm udber den Fritten zusammengedrickt. Die
Elekroelution wurde bei einer Stromstarke von 60 mA fur 3 h auf dem Ruhrer im Eisbad
durchgefuhrt. Nach dieser Zeit wurde der gesamte Laufpuffer durch frischen Laufpuffer
ersetzt, der kein SDS enthielt und die Elektroelution unter gleichen Bedingungen fur weitere
3 h fortgesetzt. AnschlieBend wurde die Elutionseinheit herausgenommen, der Puffer im
Glasrohrchen entfernt und die Proteine aus den Auffangbehéltern (je ca. 400 ul) gesammelt.
Die Proteine der 27 kDa- bzw. 41 kDa-Bande wurde eingefroren und spéater durch
Gefriertrocknung (Freezemobile 12, Fa. Virtis) Uber Nacht bei —80 °C unter Vakuum
aufkonzentriert.

| - Glasrohr

= |——= Silikonadapter

7" Gelabschnitt
i |- Fritte
"| .- Auffangbehalter mit

F oy N
i, ¥ Dialysemembran

Abb. 3.1: Elutionseinheit des Elektro-Eluters (Model 422, Fa. Bio-Rad).

3.8 IDENTIFIZIERUNG DES AMOA- UND AMOB-PROTEINS MIT HILFE DER
SEQUENZIERUNG

Zur ldentifizierung des AmoA- und AmoB-Proteins wurde das 27 kDa und das 41 kDa grol3e
Protein vonNitrosomonas eutroph&904 N-terminal sequenziert. Um eine N-terminale
Blockierung der Proteine bei der Sequenzierung zu vermeiden, wurde das 27 kDa und das
41 kDa grol3e Protein zundchst mittels einer modifizierten SDS-PAGE (siehe Abschnitt
3.11.1) von den ubrigen Proteinen des Gesamtproteins getrennt. Die Proteine wurden dann
mit Hilfe eines kontinuierlichen Elektroblots auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran Ubertragen und reversibel gefarbt (siehe Abschnitt 3.14.2). Anschlie3end wurden
die Proteine direkt auf der Membran sequenziert. Die N-terminale Sequenzierung der Proteine
erfolgte mit Hilfe des Edman-Abbaus. Sie wurden vom Institut fir Biologie und Chemie der
Proteine der Universitat Claude Bernard Lyon | in Frankreich oder von der Firma Chromatec
in Greifswald durchgefihrt. Die Proteinsequenzen der beiden Proteine wurden mit homologen
Proteinen der EMBL und SwissProt Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
verglichen (Altschul et al., 1990).
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3.9 SYNTHESE EINES AMOA-OLIGOPEPTIDS

Von der Firma Biotrend wurde ein Oligopeptid mit der 15 N-terminalen Aminosaure (AS)-
Sequenz des AmoA-Proteins vhiitrosomonas eutroph®lm 57 hergestellt. Die N-terminale
AS-SequenZMSIFRTEEILKAAKM **> wurde aus den Sequenzen dencGene abgeleitet
(amoAlundamoA2 GenBank Nummern U51630 und U72670).

3.10 HERSTELLUNG VON ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOA UND AMOB

Die Herstellung polyklonaler Antikbrper gegen die AmoA erfolgte mit Hilfe des
synthetischen Oligopeptids der AmoA von der Firma Biotrend. An das Oligopeptid wurde ein
eukaryotisches Protein (KHL, Keyhole Limpet Hamocyanin) gekoppelt. Das kunstliche
Protein wurde anschlie3end zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. Die polyklonalen
Antikorper des 1gG-Typs wurden Uber eine Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

Im Gegensatz zu der Herstellung der AmoA-AntikOrper erfolgte die Herstellung der
Antikbrper gegen die AmoB mit Hilfe des isolierten AmoB-Proteins Bhlitsosomonas
eutrophaN904 (siehe Abschnitt 3.7). Das gereinigte aufkonzentrierte AmoB-Protein wurde
zur Herstellung polyklonaler Antikorper in Hihner injiziert (Fa. Valbex, Frankreich). Fir die
Immunisierung wurden 500 pg AmoB-Protein verwendet.

Die Lagerung der AmoA- und AmoB-Antikdrper erfolgte bei —20 °C in 10-ul-Portionen.

3.11 (ELELEKTROPHORESE

Zur Analyse des Proteinmusters, zum Nachweis von Hamproteinen, zur Aufreinigung und
Sequenzierung von Proteinen und zur Durchfihrung von Immunblots wurden Proteine
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden Gelelektrophoresen unter denaturierenden
Bedingungen und unter nativen Bedingungen durchgefuihrt.

3.11.1 SDS-BLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

Die SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) erfolgte nach der Methode von Laemmli
(1970). Bei dieser Methode werden die Proteine mit dem anionischen Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und im Gel hauptsachlich aufgrund ihrer Masse
getrennt.
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PROBENVORBEREITUNG

Fur die Gelelektrophorese wurden Proteinkonzentrationen von ca. 1,5 mg/ml eingesetzt.
Lagen niedrigere Konzentrationen vor, wurden die Proteine durch eine Acetonfallung

aufkonzentriert (Hudgin et al., 1974). Dazu wurde bis zu 200 ul Probe mit 1 ml Aceton

versetzt und Uber Nacht bei —20 °C gefallt. Die gefallten Proteine wurden 10 min bei 14.000 g
zentrifugiert (Haemofuge-Haereus-Christ). Der Uberstand wurde abgenommen und das
Sediment getrocknet. Nach Aufnahme des Sediments mit Lysispuffer (einfach) wurde die
Probe 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht mit Aceton gefallte Proteinproben wurden
im Verhaltnis 1:1 mit Lysispuffer (2fach) versetzt und inkubiert.

LYSISPUFFER(2FACH)

SDS (Fa. Sigma) 29
Saccharose 20 g

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 1219
B-Mercaptoethanol (Fa. Sigma) 1ml
Bromphenolblau (Fa. Sigma) 1 mg

aqua deion. ad 100 ml pH 6,8

Der Puffer wurde proportioniert bei —20 °C gelagert.

Erfolgte im Anschluss an die Gelelektrophorese eine Peroxidasefarbung der Hamproteine,
wurde das Reduktionsmitt@-Mercaptoethanol im Lysispuffer (2fach) durch Dithiothreitol
(DTT, 10 mM, Fa. Sigma) ersetzt. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:1 mit dem Lysispuffer
versetzt und 5 min bei 100 °C erhitzt.

GELHERSTELLUNG

Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-PROTEAN II-Kammer (8 - 10 cm, Fa. Bio-Rad)
oder in einer PROTEAN II-Kammer (16 - 20 cm, Fa. Bio-Rad) durchgefihrt. Es wurde ein
diskontinuierliches System mit einer Polyacrylamidkonzentration von 12 % (w/v) im
Trenngel und von 4 % (w/v) im Sammelgel mit einer Gelstarke von 0,75 mm oder 1 mm
verwendet. Die Herstellung der Gele erfolgte mit Acrylamid und dem Vernetzungsreagenz
Methylenbisacrylamid nach einer Einwirkung der Radikalstarter APS
(Ammoniumperoxodisulfatiésung) und TEMED (N, N, N°, N'-Tetramethylenethylendiamin).
Die Trenngelldsung fur das grol3e Gel (PROTEAN II-Kammer) wurde vor Zugabe der
Radikalstarter unter Vakuum mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast. Die Trenngelldsung
wurde bis ca. 2 cm unter dem oberen Rand der Gelkassette geftillt und mit wassergesattigtem
Isobutanol tberschichtet. Nach 30-minttiger Polymerisation wurde das Isobutanol entfernt
und die Oberflache mit aqua deion. gespult. Das Sammelgel wurde auf das Trenngel bis zum
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oberen Rand der Gelkassetten gefilit und die Geltaschenformer eingesetzt. Nach Einsetzten
der Gelkassetten in die Elektrophoresekammern wurden die Kammern mit Laufpuffer (1fach)
gefullt. Zur besseren Polymerisation wurden die Gele Uber Nacht bei Raumtemperatur im
Laufpuffer aufbewahrt.

TRENNGEL (12 %)

Mini-PROTEAN II-Kammer PROTEAN II-Kammer
aqua deion. 3,36 mi 26,88 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml 20 ml
10 % SDS (Fa. Sigma) 0,2 ml 0,8 ml
30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid 4 ml 32 ml
10 % APS (Fa. Sigma) 50 pl 360 pl
TEMED (Fa. Sigma) 10 pl 58 ul

SAMMELGEL (4 %)

Mini-PROTEAN II-Kammer PROTEAN II-Kammer
aqua deion. 3,05 mi 12,2 ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 1,25 ml 5ml
10 % SDS (Fa. Sigma) 50 pl 200 pl
30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid 650 pl 2,6 mi
10 % APS (Fa. Sigma) 25 ul 100 pl
TEMED (Fa. Sigma) 10 pl 40 pl
LAUFPUFFER(10FACH)
Tris (1 M) 309
Glycin (2 M) 144 g
SDS (0,25 M) (Fa. Sigma) 10 g
aqua deion. ad 1000 ml pH 8,3-8,6

Erfolgte im Anschluss an die Gelelektrophorese eine Hamfarbung der Proteine, wurde dem
Laufpuffer 50 pl/l Thioglykolat (Fa. Sigma) zugefugt.

ELEKTROPHORESE

Wurden die Proteine im Anschluss an die SDS-PAGE sequenziert, erfolgte vor Auftragung
der Proben eine Entfernung freier Radikale aus dem SDS-Gel. Dieses sollte einer N-
terminalen Blockierung der Proteine bei der Sequenzierung vorbeugen. Dazu wurde dem
Laufpuffer 700 ul/l Na-Thioglykolat (Fa. Sigma) zugeflgt und zundchst an die Gele fir 2 h
eine Spannung von 100 V angelegt. Nach dem Austauschen des Puffers durch gew6hnlichen
Laufpuffer wurden die Proteine in die Taschen gegeben und elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Taschen des Sammelgels wurden, soweit nicht anders angegeben, mit 15 pg Protein in
einem maximalen Volumen von 30 pl (Mini-PROTEAN II-Kammer) bzw. 120 pg Protein in
einem maximalen Volumen von 100 pl (PROTEAN II-Kammer) gefullt. Fur die Bestimmung
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der relativen Molekiulmassen wurden Molekulargewichtsstandards (low range, 14,4 bis
97,4 kDa, 1:20 verdunnt, Fa. Bio-Rad; high molecular standard mixture, 29 bis 205 kDa, Fa.
Sigma) mit auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese in der kleinen Kammer (Mini-
PROTEAN II-Kammer) erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA pro Gel
(Spannungsquelle, E865, 0-600 V, 0-500 mA, Fa. Consort) fur ca. 2 h bei Raumtemperatur.
Wurden im Anschluss an die SDS-PAGE die Hamproteine gefarbt, fand die
Gelelektrophorese bei 4 °C statt. Die Gelelektrophorese in der grofien Kammer (PROTEAN
[I-Kkammer) wurde Uber Nacht bei einer konstanten Temperatur von 10 °C und einer
Spannung von 80 V durchgefihrt. Die Temperatur wurde durch ein zirkulierendes
Kuihlsystem (F10, Fa. Julabo) konstant gehalten. Zuséatzlich wurde die Zirkulation des
Laufpuffers in der Gelkammer durch eine angeschlossene Pumpe (MS-Reglo, Fa. IsomaTec)
gewahrleistet. Am nachsten Morgen wurde die Spannung auf 120 V erhdht und der Gellauf
gestoppt, wenn die Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hatte. Es folgte eine Farbung
der Gele oder ein Elektroblot der Proteine auf eine Membran.

3.11.2 MTIVE POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

Die native PAGE erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970). Jedoch wurde das
anionische, denaturierende Detergenz SDS durch das anionische, nichtdenaturierende
Detergenz Natriumdesoxycholat ersetzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt nicht nur
aufgrund ihres Molekulargewichtes sondern zusatzlich aufgrund ihrer Ladung. Der
Lysispuffer fur die native Gelelektropohorese war wie folgt zusammengesetzt.

LYSISPUFFER(2FACH)

Natriumdesoxycholat 1049

Glycerin 5ml

Tris 0,89
Bromphenolblau 2 mg

agua deion. ad 100 ml pH 7,0

Die Proben wurden im Verhéltnis 1:1 mit dem Lysispuffer (2fach) versetzt und 1 h bei —20 °C
inkubiert. Dem Trenngel und Sammelgel (siehe Abschnitt 3.11.1) wurde anstelle von 10 %
SDS 25 % Natriumdesoxycholat zugeflgt. Es wurden verschiedene

Polyacrylamidkonzentrationen von 5 bis 12 % (w/v) im Trenngel eingesetzt. Im Sammelgel
wurde stets eine Konzentration von 4 % (w/v) verwendet. Im 10fachen Laufpuffer (siehe
Abschnitt 3.11.1) wurde das 1%ige SDS durch 2,5%iges Natriumdesoxycholat ersetzt.
Ansonsten erfolgte die Gelelektrophorese wie unter Abschnitt 3.11.1 beschrieben.
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3.12 FARBUNG DER PROTEINBANDEN IM GEL

Die Proteine wurden im Gel entweder mit der reversiblen Coomassie-Blaufarbung oder
Zinkfarbung sichtbar gemacht. Zudem wurden Hamproteine Uber eine Peroxidasefarbung
nachgewiesen. Die Coomassie-Blaufarbung erfolgte zur Dokumentation der Proteine im Gel.
Die Zinkfarbung wurde bei der Isolierung von Proteinen angewendet.

3.12.1 @®MASSIE-BLAUFARBUNG

Coomassie-Blau farbt basische Gruppen der Proteine (Weber & Osborn, 1969). Die Gele
wurden Uber Nacht auf dem Schuttler in der Farbeldsung inkubiert und anschlie3end in der
gleichen Losung ohne die Zugabe von Coomassie-Blau fur 1 bis 2 h entfarbt. Die

Entfarbel6sung wurde halbstiindlich erneuert.

FARBELOSUNG

Ethanol (96 %) 400 ml
Essigsaure (96-100 %) 100 ml
Coomassie Brillant Blue R-250 0,79
aqua deion. ad 1000 ml

3.12.2 ANKFARBUNG

Die Zinkfarbung der Proteine erfolgte nach einer modifizierten Methode von Fernandez-
Patron et al. (1992) (Zinc Stain & Destain Kit, Fa. Bio-Rad). Bei der reversiblen Zinkfarbung
handelt es sich um eine Negativfarbung. Proteine werden im Gegensatz zum Gelhintergrund
nicht gefarbt. Zur Farbung wurden die Gele 10 min in Imidazolldsung (Fa. Bio-Rad) und
30 bis 60 s in Zinksulfatlosung (Fa. Bio-Rad) inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit aqua
deion. gestoppt. Zum Entfarben der Proteine wurden die Gele mit aqua deion. gewaschen und
15 min in Entfarberldsung (Tris/Glycinlosung, Fa. Bio-Rad) inkubiert. Die Entfarbeldsung
wurde alle 5 min ausgewechselt.

3.12.3 EROXIDASEFARBUNG ZUM NACHWEIS VON HAMPROTEINEN

Der Nachweis von Hamproteinen erfolgte tUber die Peroxidasefarbung (Francis & Becker,
1984). Partiell denaturierte Hamproteine besitzen eine Peroxidaseaktivitdt (Jones & Poole,
1985) und lassen sich in Gelen lber diese Reaktion identifizieren. Vorwiegend die kovalent
gebundenen Hamgruppen der c-Cytochrome bleiben unter den stark denaturierenden
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Bedingungen noch in detektierbaren Mengen an das Protein gebunden. Bei der
Peroxidasereaktion wird Wasserstoffperoxid durch das Reduktionsmittel Dimethoxybenzidin
(DMB) zu Wasser reduziert. Im oxidierten Zustand nimmt DMB eine braunliche Farbe an.
Nach einer leicht abgewandelten Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.11.1) wurden die Gele
30 min in 12,5%iger Trichloressigsaure inkubiert. AnschlieRend wurden die Gele 30 min mit
aqua deion. gewaschen und Uber Nacht mit der Farbelésung inkubiert.

FARBELOSUNG

Dimethoxybenzidin (DMB = o-Dianisidin, Fa. Sigma) 200 mg

in aqua deion. 180 mi l6sen
Na-Citrat (0,5 M, pH 4,4) 20 ml
H202 (30 %) 0,4 ml

3.13 TROCKNUNG UND DOKUMENTATION DER GELE

Die Trocknung der Gele erfolgte unter Vakuum ca. 2 h bei 70 °C mit einer an ein Heizgerat
(Dryster, Fa. H. Holzel GmbH) angeschlossenen Vakuumpumpe (UWK 300, Fa.
Vacuubrand). Die Gele wurden zwischen zwei Cellulosefolien (Backing Cellophan, Fa. Bio-
Rad) fixiert. Die getrockneten Gele wurden mit einem Scanner (ScanMagic 9636S, Fa.
Mustek) in einen Computer eingelesen. Mit einem Densitometerprogramm (Gelscan 1.0,
Version, Talkoswki, unverdffentlicht) lieRen sich Profile zeichnen und die Banden
quantifizieren (Software Programm origin 4.0, Fa. Microcal).

3.14 WESTERNBLOT

Zum Nachweis des AmoA- und AmoB-Proteins in Zellextrakten von Ammoniakoxidanten
wurden Westernblots durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine zunachst ihrer Grol3e nach
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.11.1) aufgetrennt. AnschlieRend
erfolgte ein elektrophoretischer Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Membran. Der
Elektroblot erfolgte gewohnlich mit Hilfe eines diskontinuierlichen Puffersystems. Die
Untereinheiten der AMO wurden danach mit Hilfe der Antikérper auf der Membran
nachgewiesen. Wurden die Proteine im Anschluss an den Elektroblot sequenziert, wurden ein
kontinuierliches Puffersystem verwendet.
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3.14.1 EEKTROBLOT MIT DISKONTINUIERLICHEM  PUFFERSYSTEM

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Cellulosenitrat-Membran
(PorengrofRe 0,2 um, Fa. Schleicher & Schuell) wurde mit Hilfe eines diskontinuierlichen
Puffersystems im Semi-Dry-Verfahren durchgefuihrt (Kyse-Andersen, 1984). Die Membran
wurde entsprechend der GroRe der Gele und die Filterpapiere entsprechend der
Elektrodenflache des Blotgerates (Pegasus, Fa. PHASE) zugeschnitten. Das Gel und die
Membran wurden zwischen in Puffer getrankten Filterpapieren (WHATMAN
Chromatographiepapier 3MM) luftblasenfrei eingeschlossen (Abb. 3.2). Die Proteine wurden
fir 2 h bei einem konstanten Strom von 0,8 mA/diembranflaiche auf die Membran
transferiert.

Anode
3 Filterpapiere in Blotpuffer |
2 Filterpapiere in Blotpuffer Il
Cellulosenitrat-Membran
Gel
4 Filterpapiere in Blotpuffer Il
Kathode

Abb. 3.2: Schema des diskontinuierlichen Puffersystems flr den Elektroblot von Proteinen aus dem Gel auf eine
Cellulosenitrat-Membran.

BLOTPUFFERI

Tris 18,17 g

Methanol 100 mi

aqua deion. ad 500 ml pH 10,4
BLOTPUFFERII

Tris 1,15¢g

Methanol 100 mi

aqua deion. ad 500 ml pH 10,4
BLOTPUFFERIII

Tris 1,15¢g

Methanol 100 mi
Aminocapronsaure (Fa. Sigma) 0,66 g

aqua deion. ad 500 ml pH 9,4

Nach dem Elektroblot wurden die Proteine auf der Membran fir 5 min mit Ponceaux-Losung
reversibel rot gefarbt. Fur die spatere Orientierung wurden die Molekulargewichtsmarker und
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die Proteinspuren mit Bleistift markiert. Die Proteine wurden im Anschluss auf der Membran
mit Hilfe der Antikorper gegen AmoA und AmoB immunologisch nachgewiesen.

PONCEAUX-FARBELOSUNG

Ponceaux S (Fa. Sigma) 1lg
Trichloressigsaure 159
aqua deion. ad 500 ml

3.14.2 EEKTROBLOT MIT KONTINUIERLICHEM  PUFFERSYSTEM

Die Proteine wurden mittels Elektroblot auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
(PorengroRe 0,2 um, Fa. Schleicher & Schuell) Ubertragen (Madsudaira, 1987). Dazu wurde
der unter Abschnitt 3.14.1 beschriebene Elektroblot leicht abgewandelt. Fir den Elektroblot
wurde ein kontinuierliches Puffersystem mit nur einem Blotpuffer verwendet.

BLOTPUFFER

CAPS (3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonséure, Fa. Sigma) 1g
Methanol (100 %) 50 mi
agua deion. ad 500 ml pH 11,0

Vor dem Elektroblot wurde das Gel 5 min in Blotpuffer gewaschen und die Membran mit
Methanol angefeuchtet. Im Anschluss an den Elektroblot wurde die Membran zweimal mit
aqua deion. gewaschen und 1 bis 2 min mit 0,1 % Coomassie Blau R-250 in 50 % Methanol
reversibel gefarbt. Die Proteinbanden wurden markiert, mit 10 % Essigsaure in 50 %
Methanol entfarbt und mit aqua deion. gewaschen. Die Membran wurde getrocknet und bis
zur Sequenzierung bei —20 °C aufbewabhrt.

3.14.3 MMUNOLOGISCHER NACHWEIS

Der Nachweis der AmoA und AmoB wurde stets in zwei getrennten Westernblots
durchgefihrt. AmoA oder AmoB wurden mit Hilfe der priméaren und sekundéren Antikbper
durch die Enzymreaktion einer alkalischen Phosphatase nachgewiesen. Dieses Enzym war
entweder direkt an die sekundaren Antikbper gebunden oder indirekt tber ein Biotin-
Streptavidin-System mit den sekundaren AntikGrpern verbunden (Abb. 3.3a, b). Beim
indirekten Westernblot ist die Sensitivitdt des Nachweises erhoht.
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S

tarbi P

arbiges biotinvliert
Substrat (S Streptav iotinylierte

Produkt(P)‘./ ©) P alkalische Phosphatase
alkalische Phosphatase Biotin S
sekundarer AntikGrper sekundéarer Antikdrper

rimarer Antikdrper rimarer Antikdrper
AMO
Membran
a) b)

Abb. 3.3: a) Direkter Westernblot mit an sekundaren Antikdrpern gebundenem Enzym und b) indirekter
Westernblot mit an Biotin gebundenem Enzym.

Die Membran wurde fur 1,5 h in PBS-Puffer mit 1 % BSA geblockt. Alle Inkubationsschritte
wurden in Petrischalen auf einem Schittler durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation mit den primaren Antiseren tUber Nacht. Die Antikdrper gegen AmoA wurden
1:16.000, die Antikdorper gegen AmoB 1:32.000 mit AntikOrperldsung verdunnt. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer fur jeweils 15 min folgte die Inkubation mit den
sekundaren Antikdrpern. Gegen die AmoA-Antikdrper wurden Anti-Kaninchen-
Immunglobuline des 1gG-Typs und gegen die AmoB-Antikdper wurden Anti-Huhn-
Immunglobuline des IgG-Typs eingesetzt. Beim direkten immunologischen Nachweis waren
die sekundaren Antikdrper mit alkalischer Phosphatase (Fa. Sigma) gekoppelt (Abb. 3.3a).
Sie wurden 1:10.000 mit Antikdrperlosung verdinnt und 3,5 h mit der Membran inkubiert.
Beim indirekten immunologischen Nachweis waren die sekundaren Antikbrper an Biotin (Fa.
Biotrend) gekoppelt (Abb. 3.3b). Sie wurden 1:30.000 mit Antikdrperldsung verdinnt und
1,5 h inkubiert. Darauf folgte eine weitere 1,5-stiindige Inkubation mit 1:3.000 in
Antikorperldosung verdinnter Streptavidin-biotinylierter, alkalischer Phosphatase (Fa. Sigma).
Nach der Inkubation mit den sekundéaren Antikdrpern wurde die Membran zweimal mit PBS-
Puffer fir 15 min gewaschen und danach zweimal fir 5 min mit Substratpuffer gespult. Fur
die Farbreaktion wurden 20 ml Substratpuffer mit 100 pul einer 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
Phosphat-L6sung (5 mg/ml Substratpuffer, Fa. Sigma) und 200 ul 4-Nitro-Blau-Tetrazolium-
Losung (5 mg/ml Substratpuffer, Fa. Sigma) versetzt. Die Inkubation mit dem Substrat
erfolgte bis ein deutliches violettes Signal auf der Membran auftrat. Die Reaktion wurde mit
agua deion. gestoppt.
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PBS-RJFFER

NaCl 8,09

KCI 0,29

KH,PO, 0,2¢g

NaHPO, - 2 HO 1,44 ¢

agua deion. ad 1000 ml pH 7,4

ANTIKORPERLOSUNG

BSA (Fa. Sigma) 50 mg
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan Monolaurat, Fa. Sigma) 25 pl
PBS-Puffer ad 100 ml
SUBSTRATPUFFER

NaHCO 8,449
NaCO; 530
MgCl, 0,89
aqua deion. ad 1000 ml

3.14.4 QUANTITATIVER NACHWEIS DER AMOA UND AMOB IM WESTERNBLOT

Die Membranen wurden getrocknet und als Dia abfotografiert. Aufgrund besserer Ergebnisse
wurden nicht die Membranen selbst, sondern das Dia mit einem Scanner (ScanMagic 9636S,
Fa. Mustek) in einen Computer eingelesen. Mit einem Densitometerprogramm (Gelscan 1.0,
a-Version, Talkoswki, unveroffentlicht) liel3en sich Profile zeichnen. Die Farbintensitaten der
Banden waren proportional zu den Peakflachen. Durch die Integration der Peakflachen
wurden die Proteine der Banden quantifiziert (Software Programm origin 4.0, Fa. Microcal).
Fur die Bestimmung des prozentualen Anteils von AmoA und AmoB am Gesamtprotein von
Nitrosomonas eutropha\N904 wurden Immunblots mit Gesamtprotein unterschiedlicher
Proteinkonzentrationen durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.5.1). In den Untersuchungen wurden
stets auch unterschiedliche Konzentrationen angereicherter AmoA bzw. isolierter AmoB als
Standards mit auf die selbe Blotmembran aufgetragen. Mit Hilfe der AmoA- und AmoB-
Proteine wurden Eichgeraden erstellt. Anhand der Eichgeraden wurde der prozentuale AmoA-
und AmoB-Gehalt am Gesamtprotein bestimmit.
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3.15 HERMEABILISIERUNG GANZER ZELLEN IN REINKULTUREN UND
ANREICHERUNGSKULTUREN

Damit die Antikorper bzw. die Oligonukleotidsonden in die Zellen gelangen konnten,
mussten die Zellen zuvor permeabilisiert werden. Die Proben wurden 10 min bei 14.000 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert (Haemofuge-Haereus-Christ) und in etwa 100 pl 0,9%iger
NaCl-Lésung aufgenommen, so dass eine Zelldichte von &4isl@F Zellen pro ml vorlag.

Fir die Fixierung und Permeabilisierung wurden die Proben 1:3 mit 4%iger
Formaldehydlésung versetzt und fir 1h auf Eis fixiert. Die Zellen wurden anschliel3end
10 min bei 14.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Haemofuge-Haereus-Christ) und
einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in PBS-Puffer aufgenommen, 1:1 mit
—20 °C kaltem Ethanol versetzt und mindestens tber Nacht bei — 20 °C gelagert.

Alternativ wurden Zellen direkt nach dem ersten Zentrifugieren unfixiert in PBS und Ethanol
aufgenommen und eingefroren.

4%IGE FORMALDEHYDLOSUNG

PBS-Puffer, 60 °C (siehe Abschnitt 3.14.3) 25 ml
Paraformaldehyd 1lg
NaOH (1 M) 20 pl

Das Paraformaldehyd wurde in den erwarmten PBS-Puffer gegeben und durch Erh6éhung des
pH-Wertes mit NaOH-L6sung geldst. Danach wurde der pH-Wert mit HCI-L6sung auf 7,5
eingestellt.

3.16 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG GANZER ZELLEN

Fiar eine optimale Immunfluoreszenz (IF)-Farbung der Zellen wurden fur die jeweiligen
polyklonalen Antikorper unterschiedliche Methoden verwendet. In beiden Fallen wurde eine
Fluoreszenzmarkierung mit Hilfe von sekundaren Antikbrpern gewdéhlt, da so eine
Signalverstarkung erreicht werden konnte (Hock, 1996).

3.16.1 IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOA

Jeweils 3 pl der unfixierten Proben (siehe Abschnitt 3.15) wurden auf einen Objekttrager
(6 Reaktionsfelder, 8 mm, Fa. Paul Marienfeld) pipettiert und fir wenige Minuten bei 37 °C
getrocknet. Danach folgte eine stufenweise Entwéasserung der Zellen mit steigender
Ethanolkonzentration (50, 80, 96 %) fir je 3 min. Nach dem Trocknen der Objekttrager mit
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Druckluft wurden die Zellen mit Lysozym behandelt. Dazu wurden jeweils 10 pl
Lysozymlésung (1 mg/ml in TE-Puffer) auf die Reaktionsfelder pipettiert und fir 15 min in
einer feuchten Kammer mit TE-Puffer inkubiert. Als feuchte Kammer diente ein 50-ml-PP-
Rohrchen (Fa. Greiner) gefillt mit einem Papiertuch, das mit 2 ml Flissigkeit getrankt war.
Nach der Permeabilisierung wurde der Objekttrager kurz mit TE-Puffer gespult und zum
Waschen 15 min in ein mit 50 ml TE-Puffer gefulltes R6hrchen gestellt. Im Anschluss
wurden die Zellen erneut mittels der Ethanolreihe entwéassert. Die Proteine wurden mit
Blocklosung (3 % BSA gelost in PBS-Puffer) geblockt. Dazu wurden 10 pl der Blocklésung
auf die Reaktionsfelder pippetiert und in einer feuchten Kammer mit PBS-Puffer fur 30 min
inkubiert. Uberschissige Blocklosung wurde mit aqua deion. abgespiilt und der Objekttrager
getrocknet. Im Anschluss folgte die Inkubation mit den primaren Antikdrpern. Dazu wurden
10 pl der Antikdrperlosung (siehe Abschnitt 3.14.3) auf die Reaktionsfelder pipettiert und
jeweils 1 ul der AmoA-Antikorper zugefligt. Die Objekttrager wurden tber Nacht in einer
feuchten Kammer mit PBS-Puffer inkubiert. Die priméaren Antikdrper wurden mit PBS-Puffer
fur 15 min abgewaschen. Nach Trocknung des Objekttragers erfolgte die Inkubation mit den
sekundaren Antikdrpern fur 1 h in einer feuchten Kammer mit PBS-Puffer im Dunkeln. Es
wurden 10 pl Antikdrperverdinnungslosung mit 1 pl sekundarem Antikorper (1:10 verdinnt
mit Antikdrperlosung) auf die Reaktionsfelder pipettiert. Als sekundére Antikdrper wurden
Anti-Kaninchen-Immunglobuline des IgG-Types eingesetzt, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy2 gekoppelt waren (Fa. Biotrend). Der Farbstoff Cy2 absorbiert blaues Licht (489 nm) und
emittiert griines Licht (505 nm). Die sekundaren Antikdrper wurden fur 15 min mit PBS-
Puffer vom Objekttrager gewaschen, der anschlie3end getrocknet wurde. Im Anschluss an die
IF-Farbung wurden die Zellen fur 5 min mit DAPI (0,01 mg/ml, Fa. Sigma) gefarbt. DAPI ist
ein DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoff, der bei Anregung mit UV-Licht blau fluoresziert
(Lin et al, 1977). Fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde zwischen
Objekttrager und Deckglas Citifluor AF1 (Fa. Plano GmbH) aufgetragen, welches das
Ausbleichen der Proben verminderte und die Zellen intensiver fluoreszieren liel3.

TE-Puffer

Tris (100 mM) 12,19

Nax-EDTA (Titriplex IlI, 5 mM) 1,469

agua deion. ad 100 ml pH 7,5

3.16.2 IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOB

Fir die IF-Farbung mit AntikGrpern gegen AmoB wurde die Methode der IF-Farbung mit
AmoA-Antikdrpern leicht abgewandelt (siehe Abschnitt 3.16.1). Fir die Farbung wurden
fixierte Zellen verwendet (siehe Abschnitt 3.15). Die Lysozymbehandlung entfiel. Die
Inkubation der primaren Antikdrper erfolgte fir 1 h. Als sekundare Antikdrper wurden Anti-



MATERIAL UND METHODEN 47

Huhn-Immunglobuline des IgG-Types eingesetzt, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3
gekoppelt waren (Fa. Biotrend). Der Farbstoff Cy3 absorbiert grines Licht (552 nm) und
emittiert oranges Licht (565 nm).

3.16.3 GEKOPPELTE |IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOA UND AMOB

Fir die gleichzeitige Farbung der Zellen mit den Antikdrpern gegen die AmoA und AmoB
wurde die unter Abschnitt 3.16.1 beschriebenen Methode leicht verandert. Es wurden jeweils
1 pl priméarer Antikorper gegen die AmoA und AmoB zu den 10 pl Antikérperldsung in ein
Reaktionsfeld pipettiert und tUber Nacht inkubiert. Wie die primaren AntikGrper wurden die
sekundaren Antikorper gemeinsam in ein Reaktionsfeld pipettiert und 1 h inkubiert.

3.17 IN SITU-HYBRIDISIERUNG MIT FLUORESZENZMARKIERTEN
OLIGONUKLEOTIDSONDEN

Far die in situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (engl.:
fluorescence in situ hybridisation = FISH) von Ammoniakoxidanten wurden drei
verschiedene Oligonukleotidsonden eingesetzt. Die Sonde Nso190 detektiert alle getesteten
Ammoniakoxidanten de3-Proteobakterien (Mobarry et al.,, 1996) mit Ausnahme von
Nitrosomonas oligotroph&m 45 undNitrosomonas urea®&m 10 (Purkhold et al., 2000).

Die Sonde Nsv443 ist gegélitrosolobus muliformis, Nitrosospira briensisad Nitrosovibrio

tenuis gerichtet (Mobarry et al.,, 1996; Purkhold et al., 2000). Die Sonde NEU wird zur
Detektion der meisten getesteten Nitrosomonaden mit Ausnahmél.vareaeNm 10, N.
communidNm 2 undN. nitrosaNm 90 eingesetzt (Wagner et al., 1995; Purkhold et al., 2000).
Alle Sonden sind gegen die 16S rRNA gerichtet und waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3
gekoppelt. Bei Verwendung der Sonde NEU wurde der nichtmarkierte Kompetitor CTE
verwendet (Schleifer et al., 1992).

Die Proben wurden mit Formaldehyd fixiert (siehe Abschnitt 3.15). Im Anschluss wurden die
Proben wie fur die IF-Farbung beschrieben auf die Objekttrager aufgetragen und in einer
Ethanolreihne entwéassert (siehe Abschnitt 3.16.1). Danach wurden jeweils 8 ul
Hybridisierungspuffer auf die Objekttrager pipettiert und 1 pl Oligonukleotidsonde darin
suspendiert. Die Hybridisierung erfolgte in einer feuchten Kammer mit Hybridisierungspuffer
bei 46 °C fur 2 h. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit 50 ml Waschpuffer im PP-
Ro6hrchen fur 20 min bei 48 °C im Wasserbad gewaschen und anschliel3end getrocknet. Die
DAPI-Farbung und die Vorbereitung der Objekttrager fur die mikroskopische Untersuchung
erfolgte wie bei der IF-Farbung beschrieben (siehe Abschnitt 3.16.1).
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HYBRIDISIERUNGSPUFFER

NaCl (5 M) 360 pl
Tris/HCI (1 M, pH 7,2) 40 pl
Formamid (Nsv443) 600 pl (30 %)
bzw. (Ns0190 und NEU-CTE) 800 ul (40 %)
aqua deion. ad 2 mi
SDS (10 %) 2 ul
WASCHPUFFER
NaCl (5 M) (Nsv443) 1020 pl
bzw. (Ns0190 und NEU-CTE) 460 pl
Tris/HCI (1 M, pH 7,2) 1mi
aqua deion. ad 50 mi
SDS (10 %) 50 pl

3.18 MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.18.1 £LLZAHLBESTIMMUNG VON BAKTERIEN

Die Gesamtzellzahl der Bakterien wurde im Lichtmikroskop mit einer Helber-Z&hlkammer
bestimmt. Die Zahlkammer besitzt ein Raster aus 16 GrolRquadraten, die jeweils in 16
Kleinquadrate unterteilt sind. Jedes Kleinquadrat hat eine Flache von 0,6028dneine
Hohe von 0,02 mm. Die Zellzahl pro ml errechnet sich aus:

Zellzahl - mf* = Zellzahl pro Kleinquadrat -2-10
Die Z&hlung erfolgte im Mikroskop (Fa. Leitz) bei 400facher Vergrol3erung. Zur statistischen
Absicherung wurden insgesamt 5 Gro3quadrate ausgezahlt.

3.18.2 BPIFLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die IF-Farbungen und die FISH wurden am Fluoreszenzmikroskop (DM IRBE, Fa. Leica)
untersucht. Es wurde ein Neofluotar Objektiv 100x/1,4 Ol verwendet. Die Blaufluoreszenz
der DAPI-Farbung wurde mit dem Filter Set A (BP 340-380 exc./RKP 400/LP 425 em., Fa.
Leica), die Rotfluoreszenz der Cy3-gekoppelten Antikdrper bzw. Oligonucleotidsonden
wurde mit dem Filter Set N 2.1 (BP 515-560 exc./RKP 580/LP 590 em., Fa. Leica) und die
Griunfluoreszenz der Cy2-gekoppelten Antikbrper mit dem Filter Set | 3 (BP 450-

490 exc./RKP 510/LP 515 em., Fa. Leica) visualisiert. Die fotografische Dokumentation der
Farbungen erfolgte mit einer Spiegelreflexkamera (Fa. Nikon) mit Diafilmen (Fa. Fuiji, 200

ASA).
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3.18.3 KONFOKALE -L ASER-RASTER-M IKROSKOPIE

Die IF-Farbung und die FISH wurden mit Hilfe des Konfokalen-Laser-Raster-Mikroskops

(CLSM, Typ 4D, Fa. Leica) dokumentiert.

Die Rotfluoreszenz der Cy3-Farbung und die Grinfluoreszenz der Cy2-Farbung wurden
getrennt auf zwei Kanalen gemessen. Die Anregung erfolgte mit dem Argon/Krypton-Laser
(488/568nm). Die Fluoreszenz im Rotbereich wurde mit dem Langpass-Filter 590 nm, die
Fluoreszenz im Grinbereich mit dem Bandpass-Filter 520-560 nm detektiert. Die
Bildverarbeitung erfolgte mit der Software SCANware 5.1 (Fa. Leica).

3.18.4 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE

Fur elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen nach Spurr (1969)
eingebettet. Sollten die Ultradiinnschnitte nach der Einbettung immuncytochemisch mit Hilfe
der Immungold (IG)-Markierung untersucht werden, so wurde eine Einbettung bei tiefen
Temperaturen in Lowicryl durchgefiihrt (Roth et al., 1983). Nach der Einbettung der Zellen
wurden Ultradinnschnitte hergestellt. Diese wurden anschlie3end negativ kontrastiert und im
Transmissions-Elektronenmikroskop (Modell 420, Fa. Philips) untersucht.

3.18.4.1 ENBETTUNG NACH SPURR

Die Proben wurden mit 2,5 % Glutaraldehyd in Arsenatpuffer (100 mMsA3NaG; -

3 H,O) fur 2 h fixiert und danach dreimal mit Arsenatpuffer gewaschen. Die Zellen wurden in
2 % Agar-Noble in Arsenatpuffer resuspendiert und in Wurfel mit 2 mm Kantenlange
geschnitten. Die Proben wurden uber Nacht bei 4 °C mit 2 % Osmiumtetroxid in
Arsenatpuffer kontrastiert bzw. fixiert. Nach sechsmaligem Waschen mit Arsenatpuffer
erfolgte eine stufenweise Entwasserung der Zellen mit steigender Acetonkonzentration (15,
30, 50, 70, 90, 100 %) fur je 10 min bei 4 °C, gefolgt von zwei 10-minitigen
Entwasserungsschritten mit 100 % Aceton bei Raumtemperatur. Die anschlie3ende
Einbettung nach Spurr (1969) wurde nach dem folgenden Schema durchgefihrt.

Spurr/Aceton (100 %) Inkubationszeit [h]
1/3 1
1/1 1
3/1 Uber Nacht
100 % Spurr 4

Die Proben wurden anschlielBend in Einbettungsformen aus Silikon geflllt und mit Spurr
Uberschichtet. Die Polymerisation erfolgte fur 24 h bei 70 °C.
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SPURREINBETTUNGSGEMISCH(LVG = LOW VISCOSITY-GEMISCH)

VCD (E.R.L. 4206, Vinylcyclohexendioxid) 59
D.E.R. 736 (Diglycidether) 39
NSA (Nonenyl-Bernsteinsaureanhydrid) 13 g
DMAE (S-1, Dimethylaminoethanol) 0,29

Zuerst wurde die VCD, D.E.R 736 und NSA gut vermischt, dann erst DMAE unter Ruhren
hinzugegeben.

3.18.4.2 ENBETTUNG IN LowICRYL ° BEI TIEFEN TEMPERATUREN

Die Einbettung erfolgte entweder in LowicfyK4M oder Lowicryl HM20 (Fa. Lowi
GmbH). Beides sind hoch vernetzende Acryl- und Methacrylverbindungen (Carlemalm et al.,
1982). Bei der Einbettung in LowictylK4M wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert. Die
Lowicryl” HM20-Einbettung erfolgte dagegen mit unfixierten Zellen, die vor der Einbettung
hochdruckgefroren wurden.

LowicRYLY K4M EINBETTUNG

Die Proben wurden mit 2,5 % Paraformaldehyd (in PBS, pH 7,5, siehe Abschnitt 3.14.3) 1 h
auf Eis fixiert und anschlieRend dreimal mit Glycinlésung (10 mM, in PBS, pH 7,4)
gewaschen. Die Zellen wurden in 2 % Agar-Noble in Glycinlosung resuspendiert und in
Wirfel mit 2 mm Kantenlange geschnitten. Danach wurden die Proben Uber Nacht bei 4 °C in
Glycinldsung aufbewahrt. Es folgte eine stufenweise Entwésserung der Zellen mit steigender
Ethanolkonzentration und abnehmender Temperatur nach folgendem Schema.

Ethanol [%] Inkubationszeit [min] Temperatur [°C]
15 15 4
30 15 0 bis -5
30 15 -5 bis -15
50 30 -15
50 30 -25
70 60 -35
90 60 -35
96 60 -35
96 60 -35

Die Temperaturen wurden mit Eis und NaCl sowie mit Trockeneis konstant gehalten. Die
anschlielende Einbettung erfolgte weiterhin bei —35 °C, sie wurde nach dem folgenden
Schema durchgefihrt.



MATERIAL UND METHODEN 51

Lowicryl” K4M/Ethanol (96 % Inkubationszeit [h]
1/2 1
1/1 1
3/1 1
100 % Lowicryl’ K4M 1
100 % Lowicryl’ K4M tiber Nacht
100 % Lowicryl’ K4M 2

Die Proben wurden anschlieRend in vorgekihlte Einbettungskapseln aus Gelatine gefillt und
mit Lowicryl” K4M (iberschichtet. Die Polymerisation erfolgte unter einer UV-Lampe bei
einer Wellenlange von 360 nm fur 36 h bei - 35 °C und weitere 24 h bei Raumtemperatur.

LowicRyYL" K4M (Fa. Lowi GmbH)

Crosslinker 2,79
Monomer 17,3 g
Initiator 0,19

Zuerst wurde der Crosslinker und das Monomer gut vermischt, dann erst der Initiator unter
Ruhren hinzugegeben.

LowicRYL” HM20 EINBETTUNG

Alternativ wurde eine Lowicryl HM20 Einbettung von Dr. H. Hohenberg der
elektronenmikroskopischen Abteilung des Heinrich Pette Instituts (Universitatsklinik
Hamburg) durchgefuhrt. Vor der Einbettung wurden die Zellen mit Hilfe einer
Hochdruckgefriermaschine (HPM 010, Fa. Bal-Tec) auf die Temperatur von flissigem
Stickstoff (ca. =210 °C) eingefroren. Dabei wurde ein Druck von 2 kbar angewandt. Im
Anschluss wurden die Zellen mit steigender Acetonkonzentrationen in Gegenwart von
Uranylacetat bei niedrigen Temperaturen um —-50 °C entwassert. Anschlielend wurden die
Zellen in der Kaélte in Lowicryl HM20 eingebettet.

3.18.4.3 HERSTELLUNG VON ULTRADUNNSCHNITTEN UND NACHKONTRASTIERUNG

Die Ultradiinnschnitte wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms (OmU2, Fa. Reichert-Jung)
und eines Diamantmessers (Fa. Diatomee) hergestellt. Die ca. 50 nm dicken Schnitte wurden
mit Movital (Polyvinylformaldehyd in 0,25 % Chloroform) befilmten Kupfer- oder
Nickelnetzchen (300 mesh) aufgenommen. Nickelnetzchen wurden verwendet, wenn die
Ultradiinnschnitte nach der Einbettumgmuncytochemisch mit Hilfe der Immungold (IG)-
Markierung untersucht werden sollten (siehe Abschnitt 3.19). Die Schnitte wurden nach
Herstellung der Ultradiinnschnitte bzw. nach der IG-Markierung 7 min mit 5 % Uranylacetat
in Methanol (Watson, 1958) und 10 min mit 2 % Bleicitrat (Reynolds, 1963) nachkontrastiert.
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3.18.4.4 NGATIVKONTRASTIERUNG DER  AMMONIAKMONOOXYGENASE

Die gereinigte AMO wurde nach der Immungold-Markierung negativkontrastiert. Dazu wurde
die AMO 15 min mit einer in Methanol gesattigten Uranylacetatlosung inkubiert (Valentine et
al., 1968 modifiziert nach Beuscher, 1974). Zur Besiung der GroRe des Enzyms wurde

der Durchmesser von rund 100 Enzympartikeln vermessen und die gemessenen Werte
gemittelt.

3.19 IMMUNCYTOCHEMISCHER NACHWEIS DER AMOA UND AMOB MIT HILFE
DER | MMUNGOLDMARKIERUNG

Fir den immuncytochemischen Nachweis von AmoA und AmoB in den Zellen der
Ammoniakoxidanten wurde eine Immungold (IG)-Markierung an Ultradtinnschnitten der
Zellen durchgefiihrt. Die Einbettung der Zellen erfolgte zuvor in Lowidpgi Temperaturen

von -35 bis -50 °C (siehe Abschnitt 3.18.4.2). Die IG-Markierung nach der Einbettung und
Herstellung von Ultradiinnschnitten bezeichnet man als ,post-embedding labeling®.

Die gereinigte native AMO wurde ebenfalls mittels 1G-Markierung nachgewiesen. Dazu
wurde ein Tropfen der AMO-Fraktion entnommen und auf ein Kupfernetzchen pipettiert. Der
Tropfen wurde 5 min inkubiert, so dass die Proteine an die Netzchen binden konnten.
AnschlielRend wurde der Tropfen mit Filterpapier entfernt. Danach wurde die 1G-Markierung
durchgefuhrt, an die sich eine Negativkontrastierung anschloss (siehe Abschnitt 3.18.4.4).
Fur die IG-Markierung wurden 100 upl 0,05 M Glycin (in PBS-Puffer) auf Parafim
pipettiert. Die Nickelnetzchen wurden auf diese Tropfen gelegt und fur 15 min inkubiert.
Danach wurde das Netzchen riuckseitig mit Filterpapier getrocknet und anschliel3end dreimal
fur 5 min nach dem gleichen Verfahren mit Inkubationspuffer gewaschen. Im nachsten Schritt
wurden die Netzchen mit den priméaren AntikGrpern gegen die AmoA oder AmoB inkubiert.
Es wurden verschiedenen Verdinnungen (von 1:50 bis zu 1:1250 in Inkubationspuffer) und
Inkubationszeiten (von 1 h bis tGber Nacht) der primédren Antikbrper getestet. Die AmoB-
Antikérper wurden 1:1250 in Inkubationspuffer verdinnt und fur 1 h inkubiert. Im Anschluss
wurden die Schnitte sechsmal 5 min in Inkubationspuffer gewaschen. Darauf folgte eine 1,5-
stindige Inkubation mit den sekundaren Antikorpern. Diese wurden 1:30 in Inkubationspuffer
verdinnt. Gegen die AmoA-Antikdrper wurden Anti-Kaninchen-Immunglobuline des IgG-
Types eingesetzt, die mit 10,7 nm grol3en Goldpartikeln gekoppelt waren (Fa. Biotrend).
Gegen die AmoB-Antikérper wurden Anti-Huhn-Immunglobuline des 1gG-Types gekoppelt
mit 9,7 nm grof3en Goldpartikeln eingesetzt (Fa. Biotrend). Nach der Inkubation erfolgten
sechs Waschschritte in Inkubationspuffer, zwei in PBS-Puffer und drei in aqua deion. fir
jeweils 5 min. Im Anschluss wurden die Schnitte auf den Netzchen nachkontrastiert (siehe
Abschnitt 3.18.4.3)
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INKUBATIONSPUFFER

BSA (Fa. Sigma) 0,19

Gelatine 0,02 g

PBS-Puffer (siehe Abschnitt 3.14.3) ad 20 ml pH 7,6

3.20 ISOLIERUNG DER AMMONIAKMONOOXYGENASE

Die Ammoniakmonooxygenase (AMO) wurde mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie
angereichert und mit der anschlieRenden Gradientenzentrifugation gereinigt.

3.20.1 bNENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE

In der lonenaustauschchromatographie werden Proteine aufgrund ihrer Nettoladung getrennt.
In der anionischen lonenaustauschchromatographie binden negativ geladene Proteine an eine
positiv geladene Matrix. Positiv geladene Proteine kdonnen die Saule passieren. Die an die
Saule gebundenen negativ geladenen Proteine werden im Anschluss mit Hilfe eines NaCl-
Salzgradienten eluiert. Dabei konkurrieren die negativen Chloridionen mit den negativ
geladenen Gruppen des Proteins um die Bindungsstellen an der Saule. Proteine mit geringer
negativer Ladungsdichte verlassen die Saule zuerst. Die Ladung der Proteine ist abhangig von
ihrem isolelektrischen Punkt (pl). Bei einem pH-Wert groRer dem pl sind Proteine negativ,
bei einem pH-Wert kleiner dem pl positiv geladen.

Die Isolierung der AMO erfolgte tber eine anionische lonenaustauschchromatographie. Als
Tragermatrix wurde positiv geladene Diethylaminoethylagarose (DEAE-Sepharose)
verwendet. Zur Isolierung der AMO wurde die von McTavish et al. (1993 a) entwickelte
Methode leicht abgewandelt. Der pH-Wert und die Salzkonzentration der Pufferlosung
wurden derart gewahlt, dass die AMO nicht an die positiv geladene Saule bindet und so von
den Ubrigen Proteinen abgetrennt werden konnte.

PROBENVORBEREITUNG

Es wurden 1 g Zellen in 5 ml Probenpuffer aufgenommen und mit 250 ul Proteaseinhibitor
(Proteaseinhibitorcocktail ohne Metalchelatoren P8849, Fa. Sigma) versetzt. Der Aufschluss
der Zellen erfolgte mit Hilfe der French Pressure Cell Press (siehe Abschnitt 3.5.1). Der
Rohextrakt wurde mit 5 mg DNase | (Fa. Sigma) versetzt und mit Probenpuffer auf 35 ml
aufgefullt. AnschlieRend wurden die Membranproteine durch Zugabe von 11,5 ml 20%iger
Triton-X-100-Losung bzw. 6%iger DodecftD-maltosid-Lésung durch 15-minltige
Inkubation auf Eis in Lésung gebracht. Unldsliche Membranproteine und Zelltrimmer
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wurden durch Zentrifugation bei 4 °C 10 min bei 25.000 g (Kontron-Hermele-Centrikon H-
401, Rotor A8.24) niedergeschlagen. Der Uberstand wurde auf die Saule aufgetragen.

PROBENPUFFER(50 mM)

NagHPO, - H,O 17,90 g
aqua deion. ad 1000 ml
NaH,PO, - 2H0 6,89 g
aqua deion. ad 1000 ml

Beide Losungen wurden derart gemischt, dass sich ein pH-Wert von 7,5 einstellte.

SAULENCHROMATOGRAPHIE

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeitschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt. Vor dem
Auftragen der Probe auf die Saule (HiRrfed6/10 DEAE, 1,6 - 10 cm, Fa. Amersham
Pharmacia Biotech) wurde diese mit 100 ml Startpuffer, 100 ml Elutionspuffer und erneut mit
100 ml Startpuffer gewaschen. Das Auftragen der Puffer erfolgte mit Hilfe einer Pumpe (MS-
Reglo, Fa. IsomaTec), die der Saule vorgeschaltet war. Die Geschwindigkeit der Pumpe
wurde auf 5 ml/min eingestellt. Im Anschluss wurde die Probe mit einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf die S&ule aufgetragen. Die nichtbindenden
Proteine wurden mit Hilfe eines nachgeschalteten Fraktionssammlers (Microcol TDC 80, Fa.
Gilson) in 1-ml-Fraktionen gesammelt. Nachdem die Probe vollstandig auf die Saule
aufgetragen wurde, wurde die Saule mit 30 ml Startpuffer nachgespult und das Eluat weiter
fraktioniert. Im Anschluss erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit Hilfe eines
Salzgradienten. Hierzu wurden 100 ml Startpuffer und 100 ml Elutionspuffer in einem
Gradientenmischer der Saule vorgeschaltet und die eluierten Proteine fraktioniert.

STARTPUFFER(37,6 mM)

NaHPO, - HO 13,479
aqua deion. ad 1000 ml
NaH,PQ, - 2H0 5199
aqua deion. ad 1000 ml

Beide LOosungen wurden derart gemischt, dass sich ein pH-Wert von 7,5 einstellte. Im
Anschluss wurden der Losung 5 ml 20%ige Triton-X-100-Losung bzw. 10%ige Ddsecyl-
D-maltosid-Losung pro Liter zugegeben.
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ELUTIONSPUFFER(37,6 mM)

NaCl (1 M) 58,44 g
Startpuffer ad 1000 ml

Die Saulenchromatographie erfolgte in einigen Versuchen unter Ausschluss von
Luftsauerstoff in der anaeroben Werkbank (Glovebox MK3, Fa. DWS Laborgerate GmbH)
bei Raumtemperatur in Gegenwart eines Stickstoff-Kohlendioxidgemisches (0,03,% CO

N, Fa. Messer-Griesheim).

Im Anschluss wurde die Saule mit 100 ml aqua deion., 40 ml 2 M NaCl und 20 ml Startpuffer
gewaschen und bis zum nachsten Einsatz bei 4 °C in Startpuffer gelagert. Nach etwa
10 Einséatzen wurde die Saule mit 80 ml 2 M NaCl, 50 ml aqua deion., 80 ml 1 M NaOH,
80 ml 70 % Ethanol und 60 ml aqua deion. regeneriert. Das 70%ige Ethanol wurde in Form
eines Gradienten mit aqua deion. aufgetragen. Im Anschluss wurde die S&ule in 20%igem
Ethanol bei 4 °C gelagert.

3.20.2 GRADIENTENZENTRIFUGATION

Um die angereicherte AMO zu reinigen, wurde im Anschluss an die Saulenchromatographie
eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt. Dazu wurden 800 ul der Fraktion mit der
hochsten  Proteinkonzentration der angereicherten AMO auf einen linearen
Saccharosegradienten (3,2 ml, 10 bis 35 % Saccharose in Startpuffer (siehe Abschnitt 3.20.1)
gegeben. Es wurden Proteinkonzentrationen von 1,8 mg/ml eingesetzt. Die angereicherte
AMO wurde gegebenenfalls durch Gefriertrocknung aufkonzentriert (Freezemobile 12, Fa.
Virtis). Der Gradient wurde bei 4 °C fur 19 h bei 120.000 g zentrifugiert (Zentrifuge:
Beckman L8-M Ultrazentrifuge, Rotor: SW 60 Ti). Nach der Zentrifugation wurde der
Gradient mit einer Pipette in 500-pl-Fraktionen aufgeteilt und der Niederschlag in Startpuffer
resuspendiert.

3.21 BESTIMMUNG DER AMMONIAKOXIDATIONSAKTIVITAT

Es wurde die Ammoniakoxidationsaktivitat von ganzen Zellen, von zellfreien Extrakten und
von angereicherte AMO voNitrosomonas eutroph&904 bestimmt. Es wurden stets Zellen

der logarithmischen Wachstumsphase fiur die Versuche eingesetzt.

Fiar die Bestimmung der Ammoniakoxidationsaktivitdt ganzer Zellen und zellfreier Extrakte
wurden Zellen abgeerntet und 1 bis 2 g Zellen in 3 ml PS1-Puffer (siehe Abschnitt 3.4)
aufgenommen. Die Zellen wurden mit 250 pl Proteaseinhibitor pro g Zellen
(Proteaseinhibitorcocktail ohne Metalchelatoren P8849, Fa. Sigma) versetzt. Ein Teil der
Zellsuspension wurde auf eine Zellzahl von 1 bis 3 2 Zéllen/ml fir den aeroben
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Aktivitatstest bzw. 8 - 10 Zellen/ml fir den anaeroben Aktivitatstest ganzer Zellen
eingestellt. Die restlichen Zellen wurden zur Herstellung zellfreier Extrakte in der Regel aerob
aufgeschlossen (siehe Abschnitt 3.5.1). In einigen Fallen erfolgte der Aufschluss anaerob
(siehe Abschnitt 3.5.3). Die zellfreien Extrakte wurden auf eine Proteinkonzentration von
1,5 bis 3 mg/ml PS1-Puffer eingestellt. Im Anschluss wurden zu den ganzen Zellen und dem
Rohextrakt jeweils 5 mM NADH (Fa. Fluka) und 10 mg/ml BSA (Fa. Sigma) zugeftigt und
der Aktivitatstest durch Uberfiihrung der Proben in die ReaktionsgefaRRe gestartet.

Es wurden aerobe und anaerobe Aktivitatstests durchgefuhrt bei Raumtemperatur im Dunkeln
durchgefuhrt. Der aerobe Aktivitatstest erfolgte in unverschlossenen 5-ml-Glasampullen in
Gegenwart von Luftsauerstoff. Der anaerobe Aktivitatstest erfolgte ebenfalls in 5-ml-
Glasampullen, die jedoch in einer gasdicht verschlossenen 250-ml-Schraubdeckelflasche
fixiert waren. Die Flasche wurde tUber eine Gummimembran mit einem Fluss von 80 ml/min
25 ppm NQ@Q/N,O, (in Stickstoff 5.0, Fa. Messer-Griesheim) durchspult. Das Einfullen der
Proben in die Reaktionsgefal3e und die Probenentnahme erfolgte mit Hilfe von Spritzen und
Kanulen tber die Gummimembran.

Jeweils 3 ml Probe wurden in die 5-ml-Glasampullen Gberfihrt. Mit Magnetrthrstabchen
wurde fir eine ausreichende Durchmischung und Gasversorgung der Proben gesorgt. Als
Kontrolle diente gleichbehandelter, zellfreier PS1-Puffer. Uber einen Zeitraum von 4 bis 5 h
wurden alle 30 min 300-pl-Proben entnommen, eingefroren und spater die Ammonium- und
Nitrit- bzw. Hydroxylaminkonzentrationen bestimmt. Bei der Bestimmung der anaeroben
Aktivitat ganzer Zellen erfolgte die Probenentnahme tber einen Zeitraum von 80 h.

Zur Bestimmung der Ammoniakoxidationsaktivitdt der angereicherten AMO wurden die
Fraktionen 20 bis 40 aus der Saulenchromatographie gemeinsam gesammelt (siehe Abschnitt
3.20.1) wund fur den Aktivitdttest verwendet. Fir den Aktivitdtstest wurden
Proteinkonzentrationen der AMO von 1,2 bis 2,6 mg/ml eingesetzt. Nach Zugabe von 20 mM
Ammoniumchloridlésung, 300 uM Kupfersulfatlosung, 5 mM NADH und 10 mg/ml BSA
wurden jeweils 3 ml der angereicherten AMO in die Reaktionsgefal3e des aeroben und
anaeroben Aktivitatstests dberfuhrt. In einigen Versuchen wurden die Ansatze mit den
genannten Zusatzen jedoch ohne Ammonium 10 min auf Eis inkubiert, bevor der
Aktivitatstest durch die Zugabe von Ammonium gestartet wurde (siehe Abschnitt 4.13.3).

Die spezifische Ammoniakoxidationsaktivitdt wurde direkt Gber den Ammoniumverbrauch
und/oder indirekt tGber die Hydroxylaminbildung und/oder Nitritbildung der Zellen, zellfreier
Extrakte bzw. angereicherter AMO bestimmt. Die spezifische Aktivitat (a) ist die Stoffmenge
(n) an Substrat bzw. Produkt, die bezogen auf eine definierte Proteinmenge (m) in einem
bestimmten ZeitintervallX t) verbraucht bzw. gebildet wird.

3 umoll] - _n[umol]
g xhl m [g] x at [h]
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3.22 ABSORPTIONSSPEKTRUM DER AMMONIAKMONOOXYGENASE

Von der gereinigten AMO wurde ein Absorptionsspektrum unter reduzierenden Bedingungen
aufgenommen. Als Reduktionsmittel wurde Na-Dithionit eingesetzt. Es wurden 1 mg/ml
AMO mit 10 ul 1 M Na-dithionitldsung versetzt und in eine Quarzkivette mit 1 cm
Schichtdicke gegeben. Das Absorptionsspektrum wurde in einem Wellenlangenbereich von
280 bis 650 nm mit einem Doppelstrahlphotometer (Multipurpose recording
Spectrophotometer MPS-2000, Fa. Shimadzu) aufgenommen und mit einem Drucker
(Graphic printer PR-3, Fa. Shimadzu) aufgezeichnet. Die Messung erfolgte bei
Raumtemperatur und einem neutralen pH-Wert. Als Referenz diente eine zweite mit Puffer
gefullte Kuvette.
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ERGEBNISSE

4 ERGEBNISSE

4.1 ISOLIERUNG DER UNTEREINHEITEN DER AMMONIAKMONOOXYGENASE

Nach Auftrennung des Gesamtproteins fimosomonas eutroph&l904 mit Hilfe der SDS-

PAGE waren zwei Hauptproteinbanden, ein 27-kDa-Protein und ein 41-kDa-Protein, deutlich
zu erkennen (Abb. 4.1a, b). McTavish et al. (1993 a) postulierte, dass diese Proteine die A-
bzw. B-Untereinheiten der Ammoniakmonooxygenase (AMO) sind. Die Proteine wurden als
AmoA- bzw. AmoB-Protein bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus dem
Gesamtprotein voN. eutrophaN904 das AmoA-Protein angereichert und das AmoB-Protein
isoliert.

M [kDa]
- 9 7 ,4 c 41
g | »100 n
- 6 6 1 2 % AmoB 27
450 : n
41 kDa-+~ @ e 55 48 S
.g 64 3835 30
310  § 14
27 kDa- E 2 17,5
215 _
e " relative Laufstrecke
a b

Abb. 4.1: a) Coomassie gefarbtes SDS-Gel (12 %-Polganig) des Gesamtproteins vbh eutrophaN904 in

der linken Spur. Es wurden 15 pg Protein aufgetragen. In der rechten Spur sind Molekulargewichtsstandards
dargestellt. M= relative Molekiilmasse in kDa. b) Densitogramm eines SDS-Gels mit dem Gesamtprotein von
N. eutrophaN904. Die Peakflachen im Densitogramm sind der Intensitat der Bandenfarbung proportional. Die
Zahlen geben die relativen Molekilmassen der Banden in kDa wieder.

4.1.1 ANREICHERUNG DES AMOA-PROTEINS

Zur Isolierung des AmoA-Proteins aud. eutropha N904 wurde das Gesamtprotein
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.11.1). Im Anschluss
wurde das Protein der 27-kDa-Bande N-terminal sequenziert (siehe Abschnitt 3.8). Es wurde
die Sequenz der ersten 24 Aminosauren bestimmt. Pro Edman-Zyklus der Sequenzierung
wurden zwei bis drei verschiedene Aminosauren unterschiedlich hoher Konzentration
abgespalten. Die 27-kDa-Bande des SDS-Gels bestand somit aus mindestens zwei Proteinen.
Aus den Aminosauren, die mit hochster Konzentraggna Edman-Zklus algegalten
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wurden, konnte die Aminosdure (AS)-Sequet&IFRTEFILKAAKMPHEAVHMSRL?
abgeleitet werden. Diese Sequenz wurde mit der AS-Sequenz des AmoA-Proteins von
N. eutropha Nm 57 verglichen. Hierfur wurde die AS-Sequenz der AmoA aus den
Gensequenzen abgeleitet. An dieser Stelle sei erwahnt, dass das AmoA-Pidtentmopha

Nm 57 durch zwei fast identische Gene kodiert wanth¢Alund amoA2,GenBank Nummern
U51630 und U72670). Ein Vergleich mit der AS-Sequenz des AmoA-Proteins von
N. eutrophaN904 war nicht moglich, da diese Gensequenzen nicht vorlagen. Das N-terminale
Ende des Proteins, welches in der 27-kDa-Bande NoreutrophaN904 in hochster
Konzentration vorkam, zeigte in diesem Abschnitt 96 % (23/24) AS-Sequenzahnlichkeit zu
der Sequenz des AmoA-Proteins MdneutrophaNm 57. Es wurde somit als AmoA-Protein
identifiziert. Aus einem Teil der Gbrigen Aminosauren des Edman-Abbaus wurde die Sequenz
3DAPFE’ abgeleitet. Homologieuntersuchungen mit Hilfe von Proteindatenbanken (siehe
Abschnitt 3.8) zeigten, dass diese Sequenz mit der AS-Sequenz des Cytoggrom c
Vorlauferproteins vomMNitrosomonas europadbereinstimmiabgeleitet aus der Gensequenz,
GenBank Nummer O57142).

Fur die weitere Reinigung des AmoA-Proteins wurden die Proteine der 27-kDa-Bande aus
dem SDS-Gel eluiert (siehe Abschnitt 3.7) und anschlieBend von der Firma ChromaTec
GmbH (Greifswald) Uber eine ,reversed-phase“-HPLC aufgetrennt. Im Eluat wurde das
AmoA-Protein mit Hilfe der Sequenzierung identifiziert. Anhand des Elutionsprofils der
HPCL wurde deutlich, dass das AmoA-Protein in hoher Konzentration im Eluat vorhanden
war (Abb. 4.2). Etwa 94 % der eluierten Proteine wurden als AmoA-Protein identifiziert. Mit
dieser Methode war jedoch keine vollstandige Reinigung der AmoA mdaglich.

Das angereicherte AmoA-Protein wurde fiur die Bestimmung des AmoA-Gehaltes am
Gesamtprotein vorN. eutrophaN904 mit Hilfe des quantitativen Immunblots verwendet
(siehe Abschnitt 4.5.1).

Eine Reinigung der AmoA aus dem Gesamtprotein MoreutrophaN904 war auch mit
anderen Methoden wie z. B. der fraktionierten Zentrifugation oder Gradientenzentrifugation
und anschlieBender SDS-PAGE oder nativer Gelelektrophorese nicht mdglich (nicht
dargestellt).
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Abb. 4.2: Auftrennung der Proteine der 27-kDa-Bande Uber reversed-phase HPLC. Es wurden 6 pg Protein auf
die Saule aufgetragen. Die 27-kDa-Bande wurde zuvor nach Auftrennung des Gesamtprotiinswmpha

N904 Uber eine SDS-PAGE aus dem Gel isoliert. Der Peak der AmoA wurde durch Sequenzierung des Proteins
identifiziert.

4.1.2 ISOLIERUNG DES AMO B-PROTEINS

Die Isolierung des 41 kDa groR3en AmoB-Proteins erfolgte analog der Anreicherung des
AmoA-Proteins. Dazu wurde das Gesamtprotein freutrophaN904 elektrophoretisch
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Protein der 41-kDa-Bande N-terminal sequenziert
(siehe Abschnitt 3.8). Es wurde die Sequenz der ersten 24 Aminosauren bestimmt (Abb.
4.3a). Die AS-Sequenz des 41-kDa-Proteins toneutrophaN904 wurde mit den AS-
Sequenzen der AmoB-Proteine viin eutrophaNm 57 verglichen (Abb. 4.3b, c). Die AS-
Sequenzen des AmoB-Proteine dneutrophaNm 57 wurden aus den Gensequenzen der
amoBGene abgeleitet, die wie dasnoAGen im Genom in zwei fast identischen Kopien
vorhanden sindamoBlundamoB2 GenBank Nummern U51630 und U72670).

Pro Edmanzyklus wurde nur eine Aminosaure abgespalten. In der 41-kDa-Bande befand sich
demnach nur ein Protein. Das N-terminale Ende des isolierten 41-kDa-Proteins von
N. eutrophaN904 zeigte 82 % (18/22) Sequenzéhnlichkeit zu den Aminosduren 41 bis 62
beider AmoB-Proteine voN. eutrophaNm 57. Das N-terminale Ende des isolierten 41-kDa-
Proteins war somit 38 Aminosauren kirzer als das N-terminale Ende der abgeleiteten AmoB-
Proteine. Unterschiede zwischen der Sequenz des 41-kDa-Proteins und der AmoB-Proteine
wurden meist durch die Aminosaure Glycin (G) im 41-kDa-Protein hervorgerufen. Die AS-
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Sequenzen von AmoB1 und AmoB2 wWneutrophaNm 57 unterscheiden sich nur in der 43.
und 47. Aminosaure. Die AS-Sequenz des 41-kDa-ProteindNvautrophaN904 stimmte

mit der Aminosaure 43 und 47 einer der beiden AmoB-ProteineNvoautrophaNm 57
uberein. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung des 41-kDa-Proteinbl.ventrophaN904

mit dem AmoB-Protein volN. eutrophaNm 57 wurde das 41-kDa-Protein als AmoB-Protein
identifiziert. Das AmoB-Protein wurde mittels Elektroelution aus dem Gel eluiert und
aufkonzentriert (siehe Abschnitt 3.7). Im Anschluss wurde das reine AmoB-Protein dazu
verwendet polyklonale Antikbper des IgG-Typs herzustellen (siehe Abschnitt 3.10, 4.2).

a SERSQEPFLRMOGVYQGYDVKKGP 24
b 41 . . P . . . . . . e R T o e W o . . e W o ¢ 62
C 41 . . . . . . S o . e R T o e W o . . e W o ¢ 62

Abb. 4.3: Vergleich der AS-Sequenz des isolierten 41-kDa-ProteinslventrophaN904 (a) mit den aus den
zwei amoBGenen abgeleiteten AS-Sequenzen der beiden AmoB-Proteing. varirophaNm 57: AmoB1 (b)
und AmoB2 (c). Punkte kennzeichnen die Ubereinstimmung mit der AS-Sequenz deseusphaN904
isolierten 41-kDa-Proteins. Der Strich kennzeichnet eine Liicke in der Sequenz.

4.2 HERSTELLUNG POLYKLONALER ANTIKORPER GEGEN DIE
UNTEREINHEITEN DER  AMMONIAKMONOOXYGENASE

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden polyklonale Antikbrper gegen die A- und B-
Untereinheit der Ammoniakmonooxygenase (AMO) Wittosomonas eutrophlaergestellt.

Die Herstellung des AmoA-Antiserums erfolgte mit Hilfe eines synthetischen
15 Aminosauren langen Oligopeptids der AmoA (siehe Abschnitt 3.9). Dazu wurden die 15
N-terminalen Aminoséuren aus den GensequenzeamdeAGene vonN. eutrophaNm 57
abgeleitet amoAlund amoA2 GenBank Nummern U51630 und U72670). Im Anschluss
wurden die 15 AminosauredMSIFRTEEILKAAKM*® an ein eukaryotisches Protein
gekoppelt und zur Immunisierung in Kaninchen verwendet (siehe Abschnitt 3.10).

Im Gegensatz zur Herstellung der AmoA-Antikérper, wurde das AmoB-Antiserum mit Hilfe
des isolierten AmoB-Proteins al& eutrophaN904 hergestellt. Das reine AmoB-Protein
wurde dazu in Hihner injiziert (siehe Abschnitt 3.10).
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4.3 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG DER VERWENDUNG DER ANTIKORPER

Zur besseren Ubersicht sind die Untersuchungen, die in den folgenden Abschnitten mit Hilfe
der Antikorper gegen die AmoA und die AmoB durchgefiuihrt wurden, in einem

Flussdiagramm aufgezeichnet (Abb. 4.4). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
basierten auf der Herstellung der Antikbrper gegen die Ammoniakmonooxygenase (AMO)

von Nitrosomonas eutropha

Synthese eines
AmoA-Oligopeptides

Isolierung der AmoB

Herstellung von Antikdrpern
gegen die AmoA und gegen die AmoB

Spezifischer Nachweis de
AmoA und AmoB
im Immunoblot
(Abschnitt 4.4)

Spezifische IF-Farbung vo
Ammoniakoxidanten
(Abschnitt 4.6)

n Immuncytochemische
Markierung
der AmoB
(Abschnitt 4.9)

Isolierung der AMO
(Abschnitt 4.12)

Quantitativer Westernblo
zur Bestimmung des
AMO-Gehaltes
(Abschnitt 4.5)

Identifizierung
verschiedener Isolate
von Ammoniakoxidanten
(Abschnitt 4.7)

Elektronenmikroskopische
Untersuchungen
(Abschnitt 4.9)

Nachweis der Aktivitat
der isolierten AMO
(Abschnitt 4.13)

Abb. 4.4: Schematische Darstellung in Form eines Flussdiagrammes der im Verlauf dieser Arbeit durchgefiihrten

Nachweis von
Ammoniakoxidanten
in Anreicherungskulture
(Abschnitt 4.8)

n

Charakterisierung
der AMO
(Abschnitt 4.14)

Untersuchungen, die auf dem Einsatz von Antikdrpern gegen die AMO.veutrophaberuhen.
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4.4 PEZIFITAT DER ANTIKORPER IM |MMUNBLOT

Die Spezifitdt der polyklonalen Antikrper gegen die AmoA und die AmoB wurde mit Hilfe
des Westernblots untersucht. Dazu wurden die Antikdrper an verschiedenen Arten der funf
Gattungen der Ammoniakoxidant&hitrosomonasNitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobus

und Nitrosococcusgetestet. Dariiber hinaus wurde die Spezifitdt der Antikdrper unter
anderem an Methanoxidanten, Nitritoxidanten und weit verbreiteten Bodenbakterien
Uberpruft.

4.4.1 \NTERSUCHUNGEN DER GATTUNG NITROSOMONASUND NITROSOCOCCUS MOBILIS

Es wurde die Spezifitat der AntikOrper in Zellextrakten von Vertretern der Gattung
Nitrosomonasund Nitrosococcus mobilisintersucht. Dabei wurden alle zehn beschriebenen
Arten vonNitrosomonagyetestetN. aestuariiNm 36, N. communidNm 2, N. cryotolerans

Nm 55, N. europaeaFreitag, N. eutrophaN904, N. eutrophaDave, N. halophila Nm 1,

N. marinaNm 22,N. nitrosaNm 90, N. oligotrophaNm 45,N. ureaeNm 10 undN. spec.
R1.24. Da die ArtNitrosococcus mobiliphylogenetisch eng verwandt ist mit der Gattung
Nitrosomonas(Head et al., 1993), wird sie in diesem Abschnitt mit aufgefuhrt. Bei allen
untersuchten Arten war das AmoA- und AmoB-Protein im Gesamtprotein in hohen
Konzentrationen vorhanden und trat in etwa im gleichen Verhaltnis auf (Abb. 4.5a).

AMOA-ANTIKORPER

Die Antikorper gegen die AmoA reagierten im Westernblot nach Auftragung des
Gesamtproteins voNitrosomonas eutrophs904 nur mit dem 27 kDa grof3en AmoA-Protein
(Abb. 4.5b, Spur 5, 11, 12). Andere Proteine wurden nicht markiert.

Weiterhin detektierten die AmoA-Antikorper die 27 kDa groRen AmoA-Proteine der
halotoleranten und halophilen Art&éh eutrophaDave,N. europaedrreitag und\. halophila

Nm 1 sowie der marinen AN. aestuariiNm 36 (Abb. 4.5b, Spur 1 bis 4). In allen weiteren
Arten vonNitrosomonasund Nitrosococcus mobilidc 2 wurde mit den AmoA-Antikdrpern
kein Protein markiert (Abb. 4.5b, Spur 6 bis 10, 13 bis 15).
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Abb. 4.5: a) Coomassie gefarbtes SDS-Gel (12 % Polganig) der Gesamtproteine aller beschriebenen Arten
von Nitrosomonasund Nitrosococcus mobilisb) Westernblot mit AmoA-Antikdrpern und c) mit AmoB-
Antikérpern nach Auftrennung des Gesamtproteins im SDS-Gel. SpiM. Jaestuarii Nm 36, Spur 2:

N. halophilaNm 1, Spur 3N. eutrophaDave, Spur 4N. europaed-reitag, Spur 5, 11, 1. eutrophaN904,
Spur 6:N. communisNm 2, Spur 7N. nitrosaNm 90, Spur 8N. oligotrophaNm 45, Spur 9N. spec R 1.24,
Spur 10:N. ureaeNm 10, Spur 13N. cryotolerandNm 55, Spur 14N. marinaNm 22, Spur 15Nitrosococcus

mobilis Nc 2 und Spur M: Molekulargewichtsstandards. Pro Spur wurden 15 pg Protein aufgetragen. M
relative Molektlmasse in kDa.
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AMOB-ANTIKORPER

Wie die AmoA-Antikorper waren auch die AmoB-Antikorper spezifisch. Sie reagierten im
Immunblot nach Auftragung des Gesamtproteins NoeutrophaN904 nur mit dem 41 kDa
grof3en AmoB-Protein (Abb. 4.5¢, Spur 5, 11, 12). Andere Proteine wurden nicht markiert.
Im Gegensatz zu den AmoA-Antikdrpern reagierten die AmoB-Antikdrper jedoch mit den
AmoB-Proteinen aller zehn beschriebenen Arten der Gatfdiigpsomonassowie mit
Nitrosococcus mobililNc 2 (Abb. 4.5c). Weitere Proteine des Gesamtproteins (Abb. 4.5a)
wurden von den Antikdrpern nicht markiert. Mit Ausnahme von zwei Stdmmen wurde jeweils
ein 41-kDa-Protein detektiert. In Zellextrakten vadvitrosomonas spec R1.24 und
Nitrosomonas urea&dlm 10 reagierten die AmoB-Antikbrper m#tinem 42,5 kDa grof3en
Protein (Abb. 4.5¢, Spur 9, 10). Daher wird angenommen, dass es sich bei dem aus Sandstein
isolierten StammN. spec R1.24 um einen Vertreter der AN. ureaespec. handelt. Diese
Annahme wurde durch DNA-Sequenzierungen bestabjtspec. R1.24 zeigte 100 %
Sequenzahnlichkeit zu der 16S rDNA und 99,4 % AS-Sequenzahnlichkeit zur AmoA von
N. ureaeNm 10 (M. Schmid, TU Minchen, personliche Mitteilung).

4.4.2 INTERSUCHUNGEN DER GATTUNGEN NITROSOSPIRA NITROSOVIBRIO, NITROSOLOBUS
UND NITROSOCOCCUS

Weiterhin wurde die Spezifitat der Antikbrper an Zellextrakten von Vertretern der weiteren
vier Gattungen Nitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobusund Nitrosococcus der
Ammoniakoxidanten untersucht. Es wurden insgesamt neun Arten getestet: vier Arten von
Nitrosospiraspec. (Nsp 1, Nsp G1.6, Nsp M1.3, Nsp R6.2), zwei Arten Nimosovibrio

spec. (Nv G1.3, Nv 7.1Nitrosolobus multiformidNI 13, Nitrosococcus halophilubic 4 und
Nitrosococcus oceamic 1.

AMOA-ANTIKORPER

Die Antikbrper gegen AmoOA reagierten in Zellextrakten \itrosospira, Nitrosovibrio,
NitrosolobusundNitrosococcusnit keinem Protein (nicht dargestellt).

AMOB-ANTIKORPER

Mit den AmoB-Antikdrpern wurde dagegen in Zellextrakten der sieben getesteten Arten von
Nitrosospira, Nitrosovibrio und Nitrosolobus jeweils ein 41-kDa-Protein markiert. In
Abbildung 4.6 ist exemplarisch der Immunblot jeweils eines Vertreters der Gattungen
dargestellt. Mit den Ergebnissen von Abschnitt 4.4.1 lasst sich somit zusammenfassen, dass
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die AmoB-Antikdrper mit den AmoB-Proteinen aller getesteten Ammoniakoxidante-der
Proteobakterien reagierten.

Im Gegensatz zu den Ammoniakoxidanten @dtroteobakterien wurde in den Zellextrakten
der Ammoniakoxidantehlitrosococcus ocearhic 1 (Abb. 4.6) undNitrosococcus halophilus
Nc 4 mit den AmoB-Antikdrpern kein Protein markiert. Beide Arten gehdren zuw-der
Unterklasse der Proteobakterien.

M [kDa]
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Abb. 4.6: Westernblot mit AmoB-Antikérpern nach Auftrennung des Gesamtproteins von Ammoniakoxidanten
verschiedener Gattungen. Spur Nitrosomonas eutroph&l904, Spur 2:Nitrosovibrio spec. K7.1, Spur 3:
Nitrosospira spec. R6.2, Spur 4Nitrosolobus multiformisNI 13, Spur 5:Nitrosococcus oceanNc 4.
Molekulargewichtsstandards sind schematisch rechts angegeben. Pro Spur wurden 15 pg Protein aufgetragen.
M, = relative Moleklilmasse in kDa.

4.4.3 KONTROLLEN ZUR SPEZIFITAT DER ANTIKORPER

M ETHANOXIDANTEN

Sequenzahnlichkeiten zwischen den Genen der partikularen Methanmonooxygenase (pMMO)
der Methanoxidanten und der AMO der Ammoniakoxidanten weisen auf eine enge
strukturelle und funktionelle Verwandtschaft der beiden Enzymsysteme hin (Holmes et al.,
1995). Daher wurde Uberprift, ob beide Proteine auch serologische Gemeinsamkeiten
aufweisen. Beide Antiseren reagierten jedoch nicht mit den Proteinen der Methanoxidanten
Methylococcus capsulatuBath, Methylomonas methanic®052006 undMethylocystis
parvusda (nicht dargestellt).
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WEITERE BAKTERIEN

DarlUberhinaus wurde gepruft, ob die Antiseren mit dem Ammoniak-oxidierenden Enzym des
heterotrophen Ammoniakoxidant®aracoccus denitrifican®01 reagieren. Zusatzlich wurde

die Spezifitdt der Antiseren an sieben Arten von Nitritoxidanten und an 13 Arten
chemoorganotropher Bakterien, insbesondere an weit verbreiteten Bodenbakterien, getestet.
Alle untersuchten Bakterien sind unter 3.1.1 und 3.1.2 aufgefiihrt. Die Antiseren reagierten
mit keinem der getesteten Bakterien im Westernblot (nicht dargestellt).

4.5 QUANTITATIVER NACHWEIS DER AMMONIAKMONOOXYGENASE IM
WESTERNBLOT

Mit Hilfe der Antikbrper gegen AmoA und AmoB wurde in quantitativen Immunblots der
prozentuale Anteil des AmoA- und AmoB-Proteins am Gesamtprotein der Zellen von
N. eutropha N904 bestimmt. Der prozentuale Gehalt an AmoA und AmoB wurde in
Abhéangigkeit verschiedener Anzuchtsbedingungen ermittelt. Getestet wurde der Einfluss der
Ammoniumkonzentration, alternativer Substrate, der Wachstumsphase der Zellen, des pH-
Werts und der Temperatur.

4.5.1 B:STIMMUNG DES PROZENTUALEN ANTEILS DER AMOA UND AMOB AM
GESAMTPROTEIN VON N. EUTROPHA

Der prozentuale Anteil der AmoA und AmoB am Gesamtprotein NoreutrophaN904

wurde zuerst bei Zellen ermittelt, die unter Standardbedingungen kultiviert worden waren
(mineralisches Medium mit 10 mM Ammonium, pH 7,3, 28 °C). Die Zellen wurden in der
logarithmischen = Wachstumsphase geerntet. Als Eichkurven dienten definierte
Konzentrationen der angereicherten AmoA (0,1 bis 1,8 ug) (Abb. 4.7c, d) bzw. der reinen
AmoB (0,01 ug bis 0,42 ug) (Abb. 4.8c, d). Bei beiden Eichkurven stieg die Farbintensitat der
Immunfarbung linear mit der Proteinmenge. Auch bei der Immunfarbung der Gesamtproteine
von N. eutrophaN904 mit den AmoA-Antikbpern (Abb. 4.7a, b) und mit den AmoB-
Antikbrpern (Abb. 4.8a, b), war ein Anstieg der Farbintensitdt mit zunehmender
Proteinmenge zu beobachten. Ein Nachweis der AmoA und AmoB war ab einer Proteinmenge
von ca. 0,1 ug mdaglich. In beiden Fallen kam es bei einer Gesamtproteinmenge von 10 ug
jedoch zu einer Sattigung der Farbung. Die Messwerte, die innerhalb der Eichgeraden lagen,
wurden zur Bestimmung der prozentualen AmoA- und AmoB-Gehalte am Gesamtprotein
herangezogen.
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Abb. 4.7: Direkter Westernblot mit AmoA-Antikdpern und Gesamtprotein NorutrophaN904 (a) bzw. mit
angereicherter AmoA (c) in Abhéangigkeit von der Proteinmenge. Die Proteingehalte sind unten, die
Molekulargewichtsstandards sind rechts neben den Westernblots angegebesiaWe Molekiilmasse in kDa.

Neben den Westernblots ist die Farbintensitat der Immunféarbung in Abhangigkeit von der Gesamtproteinmenge
(b) bzw. der Proteinmenge der angereicherten AmoA (d) graphisch dargestellt. Die Farbintensitaten wurden mit
Hilfe eines Densitometerprogramms bestimmt (siehe Abschnitt 3.14.4).
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Abb. 4.8: Indirekter Westernblot mit AmoB-Antikdpern und GesamtproteinNiosutrophaN904 (a) bzw. mit

reiner

AmoB (c)
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Proteinmenge.
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Neben den Westernblots ist die Farbintensitat der Immunféarbung in Abhangigkeit von der Gesamtproteinmenge
(b) bzw. der Proteinmenge der reinen AmoB (d) graphisch dargestellt. Die Farbintensitaten wurden mit Hilfe
eines Densitometerprogramms bestimmt (siehe Abschnitt 3.14.4).
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Wie in Tabelle 4.1 aufgefiihrt, konnte ein prozentualer AmoA-Gehalt vof 8,0 % und ein
prozentualer AmoB-Gehalt von 58 1,8 % am Gesamtprotein vad. eutrophaN904
bestimmt werden. Die A- und die B-Untereinheit kamen somit in der Zelle in etwa im
gleichen Verhaltnis vor. Zur Berechnung der AmoA- und AmoB-Gehalte am Gesamtprotein
wurden jeweils vier ahnliche Versuche durchgefuhrt. Die Standardabweichung der Ergebnisse
vier gleicher Versuche lag b&i9 %.

Tabelle 4.1: Prozentuale AmoA- und AmoB-Gehalte am GesamtproteitNventrophaN904 berechnet aus
den Farbintensitaten der Immunblotfarbungen. Die Zellen wurden in Gegenwart von 10 mM Ammonium

angezogen. Die Standardabweichung vier gleicher Versuche la®8éi

Gesamtprotein prozentualer AmoA-Gehalt prozentualer AmoB-Gehalt
[ug] [ug] % [ud] %
10 0,54 5,4 n.u. n.u.
8 n.u. n.u. 0,30 3,8
5 0,31 6,2 n.u. n.u.
4 n.u. n.u. 0,21 5,3
2,5 0,23 9,2 n.u. n.u.
2 n.u. n.u. 0,13 6,5
1 n.a. n.a. 0,08 8,0
Mittelwert 6,9+ 2,0 % 59+18%

n.a. = Wert ist anhand der verwendeten Eichkurve nicht ablesbar
n.u. = dieser Gesamtproteingehalt wurde im Immunblot nicht mit den AmoA- bzw. AmoB-Antikdrpern
untersucht.

4.5.2 ABHANGIGKEIT DES AMOA- UND AMOB-GEHALTES VON DER AMMONIUM -
KONZENTRATION

Bei Anzucht von N. eutropha N904 in mineralischem Medium mit einer niedrigen
Ammoniumkonzentration von 1 mM wurde ein Anteil von 1%41,9 % AmoA am
Gesamtprotein gefunden. Dieser lag deutlich Gber dem AmoA-Gehalt von Zellen, die mit
10 mM Ammonium kultiviert wurden. Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, betrug
der AmoA-Gehalt in diesen Zellen 68 2,0 %. Dagegen wurde in Gegenwart hoher
Ammoniumkonzentrationen von 100 mM ein niedriger prozentualer AmoA-Gehalt von
3,0+ 1,8 % gemessen (Abb. 4.9a, b).

Auch im Fall der AmoB nahm der prozentuale Gehalt am Gesamtproteiil.ventropha
N904 mit zunehmender Ammoniumkonzentration im Anzuchtsmedium ab. In Gegenwart von
1 mM Ammonium wurde ein AmoB-Gehalt von 1401,4 % gemessen. Bei Anzucht mit

10 mM Ammonium lag ein AmoB-Gehalt von 591,8 % (siehe Abschnitt 4.5.1) und bei
Anzucht mit 200 mM Ammonium ein AmoB-Gehalt von 40,8 % vor (Abb. 4.9c, d).

Diese Ergebnisse zeigten, dass der AmoA- und AmoB-Gehalt in den Zelléyh warnropha

N904 abhéngig von der Ammoniumkonzentration ist. Auf3erdem traten das AmoA- und
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AmoB-Protein in den Zellen unabhéngig von der Substratkonzentration im Medium stets in
etwa im Verhéaltnis 1:1 auf.
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Abb. 4.9: Quantitativer Immunblot von AmoA (a, b) und AmoB (c, d) an zellfreien Extrakteiventropha

N904. a, c) Westernblot mit Antikdrpern gegen AmoA (a) und AmoB (c) mit einer Proteinmenge von je 4 ug.
Spur 1: Zellen wurden in mineralischem Medium mit 1 mM, Spur 2: mit 10 mM, Spur 3: mit 100 mM
Ammonium angezogen. Molekulargewichtsstandards sind rechts angegebarldidve Molekilmasse in kDa.

b, d) Abnahme des prozentualen Gehaltes an AmoA (b) und AmoB (d) am Gesamtprotein mit zunehmender

Ammoniumkonzentration in mineralischem Medium. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von
drei Versuchen wieder.

4.5.3 ABHANGIGKEIT DES AMOA- UND AMOB-GEHALTES VON ALTERNATIVEN SUBSTRATEN

Nitrosomonaskann neben Ammonium auch Harnstoff und die Aminoséure Glutamin als
Ammoniakquelle nutzen (Koops et al., 1991; Pinck, 1998). Dabei kdnnen aus Harnstoff zwei
und aus Glutamin ein  Ammoniummolekil gewonnen werden. Im Folgenden wurde
untersucht, welchen Einfluss diese alternativen Substrate auf den AmoA- und AmoB-Gehalt
von Nitrosomonashaben.

N. aestuariiNm 36 wurde mit 6 mM Harnstoff bzw. mit 12 mM Ammonium angezogen.
Zellen, die in Gegenwart von Harnstoff gewachsen sind, zeigten einen um etwa 30 % hdheren
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AmoA- und AmoB-Gehalt als Zellen, die mit einer aquivalenten Menge an Ammonium
angezogen wurden (Abb. 4.10). Auch bei der Anzucht MoreutrophaDave mit 5 mM
Glutamin wurde ein etwa 30 % hoherer Gehalt an AmoA und AmoB im Vergleich zur
Anzucht mit 5 mM Ammonium gefunden (nicht dargestellt).

l: [ Westernblot gegen AmoA
“ M r [kD a] g 1 T [_] Westernblot gegen AmoB
2 800 1
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Ammoniakquelle

Abb. 4.10: Quantitativer Immunblot von AmoA und AmoB an zellfreien ExtraktenNitmsomonas aestuarii

Nm 36. a) Westernblot gegen AmoA (Spur 1, 2) und AmoB (Spur 3, 4) mit Auftragung einer jeweiligen
Proteinmenge von 4 pg. Die Zellen wurden in Gegenwart von 6 mM Harnstoff (Spur 1, 3) oder 12 mM
Ammonium (Spur 2, 4) angezogen. Molekulargewichtsstandards sind rechts angegebenreldtive
Molekilmasse in kDa. b) Farbintensitdt des Westernblots in Abh&ngigkeit des Substrates. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichungen von drei Versuchen wieder.

Zellen vonN. eutrophaN904, die mixotroph mit 10 mM Ammonium in Gegenwart von Na-
Pyruvat, Hefeextrakt und Pepton oder Na-Pyruvat oder L-Alanin gewachsen sind, zeigten in
etwa den gleichen AmoA- und AmoB-Gehalt wie lithotroph angezogene Zellen (nicht
dargestellt).

4.5.4 AMOA- UND AMOB-GEHALT IN HUNGERNDEN ZELLEN VON NITROSOMONAS

Es wurde der AmoA- und AmoB-Gehalt in hungernden Zellen Nibrosomonaggemessen,

die lange Zeit in Abwesenheit von Ammonium Uberdauerten. Dazu wurden die Zellen
zunachst in Gegenwart von 10 mM Ammonium angezogen und nach vollstandigem
Substratverbrauch bis zu einem Jahr bei 16 °C gelagert (siehe Abschnitt 3.2.1). Der Gehalt
der Untereinheiten der AMO in Zellen der logarithmischen Wachstumsphase wurde mit dem
Gehalt in Zellen verglichen, die 29, 58, 129 und 360 Tage in Abwesenheit von Ammonium
hungerten.

Der AmoA- und AmoB-Gehalt der Zellen voN. eutrophaN904 der logarithmischen
Wachstumsphase war in etwa genauso hoch wie der Gehalt an AmoA und AmoB von Zellen,
die 29 Tage in Abwesenheit von Ammonium hungerten. Der AmoA- und AmoB-Gehalt der
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Zellen stieg jedoch mit der Dauer der Hungerzeit deutlich an. Nach einer Lagerung der Zellen
fur 60 Tage bei 16 °C in Abwesenheit von Ammonium war der AmoA-Gehalt vor 6,9
2,0% auf 11,4+ 1,3 % und der AmoB-Gehalt von 5i91,8 % auf 9,7+ 0,9 % gestiegen.
Dieses entsprach etwa dem doppelten Gehalt an AmoA bzw. AmoB wachsender Zellen oder
Zellen, die nur 29 Tage gehungert hatten. Der Anteil der AMO-Untereinheiten blieb in den
hungernden Zellen voN. eutrophaN904 ab dem 60. Tag konstant. Selbst nach einem Jahr
Lagerung in Abwesenheit von Ammonium wurde in den Zellen noch AmoA und AmoB
nachgewiesen. In Abb. 4.11 ist exemplarisch der AmoB Gehalt in ZellemNventropha

N904 in Abhangigkeit von der Zeit, in der die Zellen ohne Ammonium uberdauerten,
aufgezeichnet. Der AmoA-Gehalt in den hungernden Zellen stimmte mit dem AmoB-Gehalt
Uberein und ist nicht dargestelit.

Neben den AmoA- und AmoB-Gehalten wurde die spezifische Ammoniakoxidationsaktivitat
der Zellen bestimmt. Die durchschnittlich héchste Aktivitat mit 2,6 mmok'NHg* - h*

hatten Zellen der logarithmischen Wachstumsphase. Die Aktivitat nahm in den hungernden
Zellen innerhalb des ersten Monats in Abwesenheit von Ammonium auf etwa ein Drittel ab
(0,9 mmol NH* - g* - hY). Nach einem Jahr wurde in den hungernden Zellen noch eine
Aktivitat von 0,5 mmol NH* - g* - H* nachgewiesen. Fasst man die Ergebnisse zusammen, so
ist festzustellen, dass der Gehalt beider Untereinheiten der AMO nicht mit der
Ammoniakoxidationsaktivitat der Zellen korrelierte.

Versuche mit Zellen vomMN. eutrophaDave undN. europaeaFreitag fuhrten zu &hnlichen
Ergebnissen (nicht dargestellt).
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Abb. 4.11: Quantitativer Immunblot von AmoB an zellfreien Extrakten hungernder ZelleiN.vemtropha

N904. a) Westernblot gegen AmoB mit Auftragung einer jeweiligen Proteinmenge von 4 pg. Spur 1: Zellen der
logarithmischen Wachstumsphase, Spur 2: Zellen, die 29 Tage ohne Ammonium bei 16 °C lagerten, Spur 3:
Zellen hungerten 58 Tage, Spur 4: Zellen hungerten 129 Tage, Spur 5. Zellen hungerten 360 Tage.
Molekulargewichtsstandards sind rechts angegeben= kklative Molekilmasse in kDa. b) Zunahme des
prozentualen AmoB-Gehaltes der Zellen in Abhéangigkeit von der Zeit, in der die Zellen ohne Ammonium
Uberdauerten. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von zwei Versuchen wieder.



74 ERGEBNISSE

4.5.5 ABHANGIGKEIT DES AMOA- UND AMOB-GEHALTES VON DER TEMPERATUR UND DEM
PH-WERT

N. eutrophaN904 wurde bei unterschiedlichen Temperaturen (10, 16, 20, 28 °C) und pH-
Werten (6,5; 7,5; 8,5) angezogen. Zur Adaptation der Zellen an die Anzuchtsbedingungen
wurden die Kulturen nach Verbrauch von 10 mM Ammonium dreimal auf frisches Medium
Uberimpft. Danach wurde der AmoA und AmoB-Gehalt der Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase uberprift.

In allen Kulturen war der Anteil von AmoA und AmoB am Gesamtprotein in etwa gleich
hoch (nicht dargestellt). Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass weder die Temperatur noch
der pH-Wert einen Einfluss auf den Gehalt der AMO-Untereinheiter\vagutrophaN904

haben.

4.6 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG VON AMMONIAKOXIDANTEN IN
REINKULTUREN

Es wurde untersucht, ob die Zellen der Ammoniakoxidanten mit den entwickelten

Antikbrpern mittels Immunfluoreszenz (IF)-Farbung der AMO sichtbar gemacht werden

konnen. Fur diese Versuche wurden zunachst Reinkulturen verwendet. Die

Zellgrenzschichten mussten vor der IF-Farbung permeabilisiert werden, damit die Antikdrper
ins Innere der Zelle gelangen konnten. Die Fluoreszenzfarbung erfolgte Uber sekundére
Antikorper, die mit einem Farbstoff gekoppelt waren. Fir das Anfarben der AmoA und

AmoB wurden zwei unterschiedliche Farbstoffe gewahlt.

4.6.1 AXIERUNG UND PERMEABILISIERUNG DER ZELLEN

Bei der Farbung der Ammoniakoxidanten mit Hilfe der AmoA-Antikorper wurde auf eine
vorherige Fixierung der Zellen mit Formaldehyd verzichtet, da eine Farbung nach
Formaldehyd-Fixierung mittels AmoA-Antikérper nicht moglich war. Eine optimale Farbung
der Ammoniakoxidanten mit Hilfe der AmoA-Antikdrper wurde durch Permeabilisierung in
PBS/Ethanol mit anschlieender Lysozymbehandlung erreicht. Dagegen wurde mit Hilfe der
AmoB-Antikdrper eine optimale Farbung nach einer Fixierung mit Formaldehyd ohne die
Verwendung von Lysozym erzielt. Bei gleichzeitiger Farbung mit AmoA- und AmoB-
Antikbrpern wurde die fur die Farbung mit den AmoA-Antikdrpern beschriebene
Permeabilisierung angewendet.
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4.6.2 IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOA

Mit Hilfe der IF-Farbung unter Verwendung der AmoA-Antikdrpern war eine Farbung
lithotroph angezogener Zellen vdh eutrophaN904 moglich. Eine Gegenfarbung mit dem
DNA-bindenden Farbstoff DAPI zeigte, dass fast jede Zelle mit Hilfe der Antikorper gefarbt
wurde (Abb. 4.12a, b). Die Zellen wurden hauptséchlich in der Zellperipherie gefarbt (Abb.
4.12c). In einigen Fallen war die Fluoreszenz zudem uber die gesamte Zelle verteilt (Abb.
4.12b, 4.15a). Kontrollexperimente ohne primare Antikdrper zeigten keine Fluoreszenz.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen im Westernblot (siehe Abschnitt 4.4.1) wurden mit Hilfe
der AmoA-Antikorper fast alle beschriebenen Arten der Gattumngegnsomonasdetektiert.

Nur die Art Nitrosococcus mobilisNc 2, die phylogenetisch eng mit der Gattung
Nitrosomonasverwandt ist, wurde nicht angefarbt. Bei den verschiedenen Arten war die
Fluoreszenzfarbung unterschiedlich stark ausgepragt. So wurden die marineN.AnEmma

Nm 22 undN. cryotolerand\Nm 55 schwacher angefarbt als die halophilen und halotoleranten
Arten N. eutropha, N. europaeand N. halophila Die unterschiedlichen Abstufungen der
Farbung der Arten vomNitrosomonassind in Tabelle 4.2 angegeben. Die halophilen und
halotoleranten Nitrosomonaden, die mit der IF-Farbung am intensivsten gefarbt wurden,
konnten mit den AmoA-Antikdrpern auch im Immunblot detektiert werden (siehe Abschnitt
4.4.1).

Abb. 4.12: IF-Untersuchungen mit AmoA-Antikérpern an Zellen dXreutrophaN904. a) DAPI-Farbung. b)
IF-Farbung der gleichen Zellen c) vergroRerte Darstellung der IF-Farbung anderer ZelereuwtrophaN904.
GroRenbalken = 10 um. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die DAPI-Farbung in (a)
wurde mit dem Leica Filterset A (BP 340-380 exc./RKP 400/LP 425 em.) und die IF-Farbung mit dem Filter Set
| 3 (BP 450-490 exc./RKP 510/LP 515 em.) dargestellt. Die IF-Farbung in (c) wurde mit dem CLSM und einem
Zoom von 2,9 aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Laser (488 exc./BP 520-590 em.)).



76 ERGEBNISSE

Tabelle 4.2: IF-Farbungen mit Hilfe der AmoA-Antikorper verschiedener Arten der Gattirogomonas
- = keine, + = leichte, ++ = mittlere und +++ = starke Fluoreszenzfarbung der Zellen.

Art Stamm Stéarke der |IF-Farbung
Nitrosomonas aestuarii Nm 36 +++
Nitrosomonas communis Nm 2 ++
Nitrosomonas cryotolerans Nm 55 +
Nitrosomonas europaea Freitag +++
Nitrosomonas eutropha N904 +++
Nitrosomonas eutropha Dave +++
Nitrosomonas halophila Nm 1 +++
Nitrosomonas marina Nm 22 +
Nitrosomonas nitrosa Nm 90 ++
Nitrosomonas oligotropha Nm 45 ++
Nitrosomonas ureae Nm 10 ++
Nitrosococcus mobifis Nc 2 -

! Nitrosococcus mobilist phylogenetisch eng verwandt mit der GatthiitgpsomonagHead et al., 1993)

Die getesteten Arten der vier weiteren Gattungen der AmmoniakoxidaNtensspira,
Nitrosovibrio, Nitrosolobusund Nitrosococcuy wurden mit den AmoA-Antikorpern nicht
gefarbt. Auch die IF-Farbungen von Methanoxidanten, Nitritoxidanten und verschiedenen
chemoorganotrophen Bakterien waren negativ. Alle getesteten Bakterien sind in der Tabelle
4.5 des Abschnittes 4.10 aufgefuhrt.

4.6.3 IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOB

Mit Hilfe der IF-Farbung mit Antikbrpern gegen die AmoB war eine Farbung lithotroph
angezogener Zellen voi. eutropha N904 moglich. Die Zellen wurden stets in der
Zellperipherie gefarbt (Abb. 4.13).

Abb. 4.13: IF-Untersuchungen mit AmoB-Antikdrpern an Zellen MoeutrophaN904. a) DAPI-Farbung b) IF-
Farbung der gleichen Zellen c) vergroRerte Darstellung der IF-Farbung anderer ZellénewdrophaN904.
GroRenbalken = 10 um. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die DAPI-Farbung in (a)
wurde mit dem Leica Filterset A (BP 340-380 exc./RKP 400/LP 425 em.) und die IF-Farbung mit dem Filter Set
N 2.1 (BP 515-560 exc./RKP 580/LP 590 em.) dargestellt. Die IF-Farbung in (c) wurde mit dem CLSM und
einem Zoom von 2,4 aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Laser (568 exc./LP 590 em.)).
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Die ringférmige Farbung war im Vergleich zur IF-Farbung mit den AmoA-Antikdrpern
intensiver. Eine Gegenfarbung mit dem DNA-bindenden Farbstoff DAPI zeigte, dass auch in
diesem Fall fast jede Zelle mit Hilfe der AmoB-AntikGrper gefarbt wurde.
Kontrollexperimente ohne primare Antikdrper zeigten keine Fluoreszenz.

Analog zu den Ergebnissen im Westernblot (siehe Abschnitt 4.4) konnten mit den AmoB-
Antikorpern alle 20 getesteten Arten der vier Gattungen der Ammoniakoxidantgd der
Proteobakterien Nitrosomonas mit der Art Nitrosococcus mobilis, Nitrosospira,
Nitrosovibrio und Nitrosolobu$ deutlich angefarbt werden. Die getesteten Arten sind in der
Tabelle 4.5 des Abschnittes 4.10 aufgefuhrt. Zellen der Gattuhii@osomonasmit
Nitrosococcus mobilisndNitrosovibriowurden in der Zellperipherie gefarbt (Abb. 4.14a-c).

In den Zellen der Gattungenlitrosospira und Nitrosolobus traten Fluoreszenzsignale
aul3erdem im Inneren der Zelle auf (Abb. 4.14d, e). Die Fluoreszenzsignale korrelierten mit
der Lage der Membranen. Diese sind bei den Gattuhiiigosomonas Nitrosospira und
Nitrosovibrio sowie bei der AriNitrosococcus mobilisn der Zellperipherie angeordnet. Bei
den Zellen vorNitrosospirafolgt die Cytoplasmamembran jedoch dem Verlauf der spiralig,
eng gewundenen Zellen. Die lobularen Zellen vhlitrosolobus werden durch die
intracytoplasmatische Membranen (ICMs) partiell kompartimentiert. Daraus folgt, dass sich
die funf Gattungen der Ammoniakoxidanten aufgrund der Morphologie und der
charakteristischen IF-Signale im Fluoreszenzmikroskop unterscheiden lassen.

Abb. 4.14: IF-Farbung mit AmoB-Antikérpern von AmmoniakoxidantenfdBroteobakterien. &)itrosomonas
eutrophaN904 (Zoom 16,4) biNitrosovibrio spec. Nv K7.1 (Zoom 17,0) &Jitrosococcus mobilidlc 2 (Zoom

15,8) d) Nitrosospira spec. Nsp R6.2 (Zoom 20,0) déitrosolobus multiformisNI 13 (Zoom 23,0).
GroRenbalken = 1 um. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die IF-Farbungen wurden mit
dem CLSM bei unterschiedlichen Zoom-Einstellungen aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Laser
(568 exc./LP 590 em.)).
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Im Gegensatz zu den Ammoniakoxidanten @eProteobakterien wurden die Zellen der
beiden VertreterNitrosococcus oceanNc 1 und Nitrosococcus halophilusNc 4 dery-
Proteobakterien sowie der Methanoxiddfgthyolococcus capsulati&ath nur sehr schwach
gefarbt (nicht dargestellt). Weitere IF-Farbungen von Methanoxidanten, Nitritoxidanten und
chemoorganotropher Bakterien waren negativ. Im Gegensatz zu den IF-Farbungen mit den
AmoA-Antikdrpern trat bei den IF-Farbungen dieser Bakterien mit den AmoB-Antikdrpern
eine leichte Hintergrundfluoreszenz auf. Die Hintergrundfarbung lie3 sich deutlich von der
Zellfarbung der Ammoniakoxidanten unterscheiden. Alle getesteten Bakterien sind ebenfalls
in der Tabelle 4.5 des Abschnittes 4.10 aufgeftihrt.

4.6.4 GEKOPPELTE IF-FARBUNG MIT ANTIKORPERN GEGEN DIE AMOA UND AMOB

Weiterhin konnten die Zellen vadw. eutrophaN904 mit Hilfe der IF-Farbung gleichzeitig mit
Antikdrpern gegen AmoA und AmoB markiert werden. Bei dieser ,gekoppelten” IF-Féarbung
der Zellen wurde deutlich, dass die Fluoreszenzmarkierung der AmoA-Antikorper dabei
weiter im Zellinneren lag als die Markierung der Antikérper gegen die AmoB (Abb. 4.15).
Daher erschienen die Zellen bei der gekoppelten IF-Farbung zweifarbig.

Abb. 4.15: Gekoppelte IF-Farbung mit Antikérpern gegen AmoA und AmoB Moneutropha N904.

a) Grunfluoreszenz der Cy2-gefarbten AmoA-Antikdrper b) Rotfluoreszenz der AmoB-Antikdrper c)
gemeinsame Darstellung der unter (a) und (b) abgebildeten Fluoreszenzen. GroRenbalken = 5 um. Es wurde ein
Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die IF-Farbungen wurden mit dem CLSM bei einem Zoom von 6,3
aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Laser (488/568 exc./LP 590 und BP 520-560 em.)).

In Kontrollexperimenten, bei denen einer der beiden primaren oder sekundéren Antikdrper
weggelassen wurde, waren die Zellen stets einfarbig markiert. Eine unspezifische
Kreuzreaktion der vier eingesetzten Antikorper konnte daher ausgeschlossen werden.

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben (siehe Abschnitt 4.6.2, 4.6.3), detektieren die
AmoA-Antikdrper mit Hilfe der IF-Technik nur die Gatturgitrosomonasmit Ausnahme

von Nitrosococcus mobilis Dagegen farben die AmoB-Antikérper alle Gattungen der
Ammoniakoxidanten dei3-Proteobakterien. Aufgrund der spezifischen Markierung der
Gattung Nitrosomonas durch beide Antikorper, wurde im Folgenden mit Hilfe der
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gekoppelten IF-Farbung getestet, ob die GatiNitgpsomonasn definierten Mischkulturen

von den anderen Gattungen der Ammoniakoxidanten zu unterscheiden war. Dazu wurden
definierte Mischkulturen auditrosomonas eutrophBl904 undNitrosococcus mobilisder je

einem Vertreter der Gattungeétitrosospira, Nitrosolobusind Nitrosovibrio hergestellt. In
diesen Mischkulturen konnt&l. eutrophaN904 mit Hilfe der gekoppelten IF-Farbung
eindeutig identifiziert werden (Abb. 4.16)\. eutrophaN904 wurde mit den Antikdrpern
gegen AmoA und AmoB rotgrin bzw. gelbgrin gefarbt, die tbrigen Gattungen wurden nur
mit den AmoB-Antikorpern rot gefarbt.

Abb. 4.16: Gekoppelte IF-Farbung mit Antikdrpern gegen AmoA und AmoB einer definierten Mischkultur aus
N. eutrophaN904 (Nm) und aNitrosospiraspec. G1.6 (Ns) (Zoom 5,4) Njtrosolobus multiformisNl 13 (NI)

(Zoom 3,8) c)Nitrosovibrio spec. K7.1 (Nv) (Zoom 5,0) dlitrosococcus mobilidNc 2 (Nc) (Zoom 6,2).
Gemeinsame Darstellung der Grinfluoreszenz der Cy2-gefarbten AmoA-Antikdrper und Rotfluoreszenz der
Cy3-gefarbten AmoB-Antikorper. GroRenbalken = 5 pm. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol
verwendet. Die IF-Farbungen wurden mit dem CLSM bei unterschiedlichen Zoom-Einstellungen aufgenommen
(Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Laser (488/568 exc./LP 590 und BP 520-560 em.)).
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4.7 IDENTIFIZIERUNG VERSCHIEDENER |SOLATE VON AMMONIAKOXIDANTEN

Vier verschiedene Stdmme von Ammoniakoxidanten, die noch nicht nédher charakterisiert
sind, wurden mit unterschiedlichen mikroskopischen Methoden untersucht, um sie auf
Gattungsebene einzuordnen. Die Zellen wurden mit dem Lichtmikroskop, dem
Fluoreszenzmikroskop und dem  Elektronenmikroskop  untersucht. Bei den
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde die gekoppelte IF-Farbung mit den
AmoA- und AmoB-Antikérpern (siehe Abschnitt 4.6.4) und diesitu Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (FISH) angewandt. Die in Tabelle 4.3
aufgefihrten Ammoniakoxidanten waren von Sandsteinoberflachen historischer Gebaude
isoliert worden (Spieck, mundliche Mitteilung). Unter dem Lichtmikroskop waren alle Zellen
stabchenformig (Tabelle 4.3). Die Zellen lie3en sich mit dieser Methode nicht eindeutig der
GattungNitrosomonaamit gerader Stabchenform odditrosospiramit spiralig gewundener
Stabchenform zuordnen.

Tabelle 4.3: Gattungszuordnung verschiedener Reinkulturen von Ammoniakoxidanten, die von
Sandsteinoberflachen historischer Gebaude isoliert worden sind. Die Klassifizierung erfolgte mit Hilfe der
Lichtmikroskopie, der Fluoreszenzmikroskopie nach IF-Farbung der Zellen mit AmoA- oder AmoB-Antikérpern
und der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Als Referenzstamme didittesomonas eutropha
N904 undNitrosospiraspec. Nsp 1.

Stamm Herkunft Morphologie
Lichtmikroskop IF-Férbung TEM
AmoA AmoB
R1.24 Sandstein, Stabchen +, gerade +, gerade gerade
Regensburger Dom
R6.2 Sandstein, Stabchen - +, gewundel gewunden
Regensburger Dom
Gl.6 Sandstein, Stabchen - +, gewundel gewunden
Marienkirche in
Gelnhausen
M1.3 Sandstein, Alte  Kurzstabchen - +, gewundel n.b.
Pinakothek in
Minchen
Nitrosomonas eutrophid904 Glille, Hamburg  Stabchen +, gerade +, gerade gerade
Nitrosospiraspec.Nsp 1 Boden, Sardinien Kurzstabchen - +, gewunden n.b.

+ = positive IF-Farbung, - = negative IF-Farbung, n. b. = nicht bestimmt.

Der Stamm R1.24 wurde bei der IF-Farbung sowohl mit den AmoA- als auch mit den AmoB-
Antikorpern gefarbt. Bei beiden Farbungen zeigte dieser Stamm die Gestalt eines geraden
Stabchens (siehe Abb. 4.12c bzw. 4.14a). Die Stamme R6.2, G1.6 und M1.3 wurden dagegen
nur mit den AmoB-Antikdrpern und nicht mit den AmoA-Antikdrpern gefarbt. Nach der IF-
Farbung dieser Stamme mit den AmoB-Antikbrpern waren eindeutig gewundene Zellen
nachweisbar (siehe Abb. 4.14d). Aufgrund der IF-Farbung und der typischen Morphologie der
Zellen konnte der Stamm R1.24 der Gattidigosomonasund die Stamme R6.2, G1.6 und
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M1.3 der GattungNitrosospirazugeordnet werden. Die Gattungszuordnung der Isolate wurde
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen unterstiitzt. Der Stamm R1.24 hatte unter
dem Elektronenmikroskop die Gestalt eines geraden Stabcherditrasomonasund die
Stamme R6.2 und G1.6 (siehe Abb. 4.21c) zeigten eine fur die Gattimogospiratypische
gewundene Zellform (Tabelle 4.3). Die Zellen von Stamm R1.24 waren etwa 0,7 - 1,4 pm
grof3 und enthielten Carboxysomen (nicht dargestellt). In den Zellen von R6.2 und G1.6
wurden keine Carboxysomen nachgewiesen, sie waren 0,5 - 1,1 um bzw. 0,5 - 1,3 pm grof3
und hatten drei bis vier bzw. vier bis sechs Windungen (nicht dargestelit).

Im Fall des Stammes R1.24 wurde die Zuordnung zur Gatiitrgsomonasaulierdem
anhand von DNA-Sequenzierungen der 16S rDNA ambA bestétigt. Der Stamm R1.24

kann vermutlich der ArNitrosomonas ureaeugeordnet werden (siehe Abschnitt 4.4.1).
Weiterhin wurde versucht, die Isolate mit Hilfe den situHybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (FISH) gegen die 16S rRNA einzuordnen. Es
wurde eine Sonde verwendet, die fast alle getesteten Ammoniakoxidantefs- der
Proteobakterien detektiert (Sonde Ns0190). Zudem wurden Sonden gegen die
Verwandtschaftsgruppé@litrosolobus multiformis, Nitrosospira briensisnd Nitrosovibrio
tenuis(Sonde Nsv443) und gegen fast alle getesteten Arten der GhlitusgpmonagSonde
NEU-CTE) eingesetzt. Mit der Sonde Nso190 wurden die in Tabelle 4.3 genannten Isolate
und Kontrollstamme gefarbt mit Ausnahme des Stammes R1.24. Dagegen reagierten die
Sonden NEU-CTE und Nsv443 nur mit den Kontrollstammé@rnsomonas eutroph&l904

bzw. mit Nitrosospiraspec. Nsp 1. Die Sonden NEU-CTE und Nsv443 detektierten keines
der Gebaudeisolate. Mit Hilfe der genannten Sonden war somit keine Gattungszuordnung
dieser Neuisolate moglich.
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4.8 IN SITU UNTERSUCHUNGEN IN ANREICHERUNGSKULTUREN VON
AMMONIAKOXIDANTEN

Neben den Untersuchungen in den Reinkulturen von Ammoniakoxidanten (siehe Abschnitt
4.6, 4.7) sollte untersucht werden, ob eine Anwendung der AmoA- und AmoB-Antikdrper
auch in Anreicherungskulturen moglich war. Dazu wurde an zwei Wochen alten
Anreicherungskulturen von Ammoniakoxidanten aus Belebtschlamm-, Teichsediment-,
Boden- und Sandsteinproben (siehe Abschnitt 3.2.2) eine gekoppelte IF-Farbung mit den
Antikérpern durchgefuhrt. Zuséatzlich wurden die Proben mit Hilfeieitu-Hybridisierung

unter Verwendung der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde NEU-CTE untersucht.
Diese Sonde ist gegen fast alle getesteten Arten der Gatlitnogomonasgerichtet (siehe
Abschnitt 3.17).

In den Anreicherungskulturen der Belebtschlammproben waren die mit dem DNA-Farbstoff
DAPI angefarbten Zellen freisuspendiert oder an Flockenmaterial gebunden. In den Flocken
lagen die Zellen in Form von Mikrokolonien oder als Einzelzellen vor. Etwa 90 % der
freisuspendierten DAPI-gefarbten Zellen wurden mit den Antikdrpern gegen AmoA und
AmoB angefarbt. Es wurde aufgrund der spezifischen IF-Farbung vermutet, dass die Zellen
der GattungNitrosomonasangehdrten. Nur etwa 5 % der freisuspendierten DAPI-gefarbten
Zellen waren ausschlie3lich mit den AmoB-Antikdrpern detektierbar. Diese Zellen konnten
aufgrund der IF-Farbung und Morphologie der GatthNitgpsospiraoderNitrosococcugder
B-Proteobakterien) zugeordnet werden. In den Flocken wurden etwa 40 % der Einzelzellen
und Zellen der Mikrokolonien mit den AmoA-AntikOrpern angefarbt (Abb. 4.17). Im
Gegensatz zur Markierung mit den AmoA-Antikdrpern war die Markierung mit den AmoB-
Antikérpern durch unspezifische Reaktionen der primaren Antikorper an den Flocken
beeintrachtigt. Es konnte nicht zwischen der roten Hintergrundfluoreszenz und der roten
Fluoreszenz der Zellen differenziert werden (Abb. 4.17c). Die Zellen der Mikrokolonien und
Einzelzellen wurden aufgrund der Farbung mit den AmoA-Antikérpern der Gattung
Nitrosomonasugerechnet. Aufgrund der unspezifischen Reaktion der AmoB-Antikorper mit
dem Flockenmaterial konnten die Ammoniakoxidanten der uUbrigen Gattunger- der
Proteobakterien in der Flocke nicht detektiert werden.
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Abb. 4.17: Gekoppelte IF-Farbung mit Antikérpern gegen AmoA und AmoB einer zwei Wochen alten
Anreicherungskultur einer Belebtschlammprobe aus dem Klarwerk Dradenau in mineralischem
Ammoniakoxidantenmedium. a, b, c) Darstellung einer Flocke d) Ausschnitte der Flocke mit Einzelzellen
(Zoom 4,9) e) Ausschnitt der Flocke mit Mikrokolonien (Zoom 4,7) a) DAPI-Farbung b, d, e) IF-Farbung mit
AmoA-Antikdrpern c) IF-Farbung mit AmoB-Antikdrpern. GroRenbalken in a, b, ¢ =20 pm, ind, e =5 um. Es
wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die DAPI-Farbung in (a) wurde mit dem Leica Filterset
A (BP 340 —380 exc./RKP 400/LP 425 em.) aufgenommen. Die Griinfluoreszenz der Cy2-Farbung wurde mit
dem Filter Set | 3 (BP 450-490 exc./RKP 510/LP 515 em.) und die Rotfluoreszenz der Cy3-Farbung mit dem
Filter Set N 2.1 (BP 515-560 exc./RKP 580/LP 590 em.) dargestellt. Die Ausschnittsvergréf3erungen in (d, e)
wurden mit dem CLSM bei einem unterschiedlichen Zoom aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-
Laser (488 exc./BP 520-590 em.)).

Mit der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde NEU-CTE wurden, wie mit den AmoA-
Antikorpern, etwa 90 % der freisuspendierten Zellen (Abb. 4.18a, b) sowie etwa 40 % der
Einzelzellen und Zellen der Mikrokolonien in den Flocken gefarbt (Abb. 4.18c, d). Die
spezifische Sondenfarbung lasst vermuten, dass in den Anreicherungskulturen der
Belebtschlammproben viele Nitrosomonaden vorhanden waren. Allerdings kam es bei der
Sondenfarbung zu leichten unspezifischen Reaktionen mit dem Flockematerial, so dass
Hintergrundfluoreszenz  auftrat. Diese war etwas starker als die leichte
Hintergrundfluoreszenz der IF-Farbung mit den AmoA-Antikbpern. Sie fihrten dazu, dass an
einigen Stellen die rot fluoreszierenden Zellen nicht von der roten Hintergrundfluoreszenz
unterschieden werden konnten. Die unspezifischen Reaktionen traten vor allem im Inneren
der Flocken auf (Abb. 4.18d). Allgemein war die Intensitdt der Sondenfarbung sehr viel
schwécher als die IF-Farbung (Abb. 4.18b).
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Abb. 4.18:In situ-Hybridisierung mit der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde NEU-CTE einer zwei
Wochen alten Anreicherungskultur einer Belebtschlammprobe aus dem Klarwerk Dradenau in mineralischem
Ammoniakoxidantenmedium. a, b) Darstellung freisuspendierter Zellen (Pfeil) in der Nahe einer Flocke. c, d)
Darstellung von Einzelzellen und Mikrokolonien (Pfeil) in der Flocke. a, ¢) DAPI-Farbung b, d) Sonden-
Farbung. GroRenbalken = 20 pm. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die DAPI-Farbung
in (@, ¢) wurde mit dem Leica Filterset A (BP 340 —380 exc./RKP 400/LP 425 em.) aufgenommen. Die
Rotfluoreszenz der Cy3-Farbung in (b, d) wurde mit dem Filter Set N 2.1 (BP 515-560 exc./RKP 580/LP
590 em.) dargestellt.

In den Anreicherungskulturen der Baumberger Sandsteinproben waren die DAPI-gefarbten
Zellen Uberwiegend an Partikel gebunden. Die Zellen lagen als Einzelzellen vor. Etwa 68 %
der DAPI-gefarbten Zellen wurden mit den Antikdrpern gegen die AmoA und AmoB gefarbt.
Durch die spezifische IF-Farbung wurden sie als Zellen der GatNitrgsomonas
identifiziert (Abb. 4.19). Etwa 17 % der Zellen wurden nur mit den AmoB-Antikbpern gefarbt
und konnten aufgrund ihrer Morphologie der Gattudgrosospira oder Nitrosovibrio
zugeordnet werden (Abb. 4.20a). Das Anfarben der Zellen mit den AmoA- und AmoB-
Antikdrpern war auch in Gegenwart der Partikel moglich. Es kam nur zu geringflgiger
Hintergrundfluoreszenz, von der sich die Zellen jedoch deutlich abhoben.
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Abb. 4.19: Gekoppelte IF-Farbung mit Antikérpern gegen AmoA und AmoB einer zwei Wochen alten
Anreicherungskultur einer Baumberger Sandsteinprobe in mineralischem Ammoniakoxidantenmedium. a)
DAPI-Farbung b) IF-Farbung mit AmoA-Antikorpern c) IF-Farbung mit AmoB-Antikérpern. GréRenbalken =
20 um. Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4 Ol verwendet. Die DAPI-Farbung in (a) wurde mit dem
Leica Filterset A (BP 340 —380 exc./RKP 400/LP 425 em.) aufgenommen. Die Grunfluoreszenz der Cy2-
Farbung in (b) wurde mit dem Filter Set | 3 (BP 450-490 exc./RKP 510/LP 515 em.) und die Rotfluoreszenz der
Cy3-Farbung in (c) mit dem Filter Set N 2.1 (BP 515-560 exc./RKP 580/LP 590 em.) dargestellit.

Bei der Untersuchung der Anreicherungskulturen der Sandsteinproben mit der Sonde NEU-
CTE kam es zu deutlichen, unspezifischen Reaktionen der Sonde mit den Sandsteinpartikeln.
In N&he der Partikel war es nicht moglich, die Fluoreszenz der unspezifischen Farbung von
der Farbung der Zellen zu unterscheiden. Es wurden nur vereinzelt freisuspendierte Zellen
markiert, die nicht in Verbindung mit Partikeln standen. Es konnte daher nur die Aussage

getroffen werden, dass Nitrosomonaden in der Anreicherung vorhanden waren, aber nicht wie
viele (nicht dargestelt).

In den Anreicherungskulturen der Teichsedimentproben lagen freisuspendierte Zellen und an
Flockenmaterial gebundene Einzelzellen und Mikrokolonien vor. Insgesamt wurden etwa
25 % der DAPI-gefarbten Zellen mit Hilfe der gekoppelten IF-Farbung markiert. Etwa 50 %
der freisuspendierten DAPI-gefarbten Zellen wurden mit Hilfe der AmoB-AntikOrper gefarbt.
Im Inneren der Flocken kam es mit den AmoB-Antikdrpern im Gegensatz zu den AmoA-
Antikbrpern zu leichten unspezifischen Reaktionen. In den Flocken war somit keine
Detektion mit den AmoB-Antikrpern mdglich. Mit den AmoA-Antikbrpern wurden nur
vereinzelt freisuspendierte Zellen oder an Flockenmaterial gebundene Zellen detektiert.
Aufgrund der spezifischen IF-Farbung mit den AmoB-Antikérpern und der Morphologie der
Zellen wurden die freisuspendierten Ammoniakoxidanten fast ausschliel3lich der Gattung
Nitrosospirazugeordnet (Abb. 4.20b).

Mittels FISH wurde mit der Sonde NEU-CTE keine Zellen detektiert (nicht dargestellt).
Dieses stimmt mit den Ergebnissen der IF-Farbung und somit der Abwesenheit von
Nitrosomonasn den Anreicherungskulturen der Teichsedimentproben tberein.
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In den Anreicherungskulturen der Bodenproben wurden mit der IF-Farbung etwa 85 % der
DAPI-gefarbten Zellen detektiert. Die Zellen lagen haufig in Form von Einzelzellen vor und
waren freisuspendiert oder an Bodenpartikel gebunden. Diese Zellen wurden fast
ausschlie3lich nur mit den AmoB-Antikdrpern und nicht mit den AmoA-Antikorpern gefarbt.
Aufgrund der spezifischen IF-Farbung und der Morphologie der Zellen wurden diese
Uberwiegend den Gattung#litrosospiraund Nitrosolobuszugeordnet (Abb. 4.20c). Daruber
hinaus wurden coccoide Zellen gefarbt, die nicht eindeutig klassifiziert werden konnten.
Kleine Zellen der Gattunbylitrosolobuserschienen in Reinkultur ebenfalls hdufig coccoid, so
dass es sich bei diesen Zellen entweder um Vertreter der Gdtinugolobus oder

Nitrosococcugqder B-Proteobakterien) handelte. Bei der gekoppelten IF-Farbung kam es zu
einer leichten Reaktion der AmoB-Antikdrper mit den Bodenpartikeln. Allerdings hoben sich
die Zellen von der Hintergrundfluoreszenz deutlich ab.

Abb. 4.20: Gekoppelte IF-Farbung mit Antikorper
gegen AmoA und AmoB von zwei Wochen alte
Anreicherungskulturen in mineralischem Ammonia
oxidantenmedium. Es wurde a) Baumberger Sandst
welcher 5 Jahre im Neuen Botanischen Gart
Hamburg exponiert war (Zoom 1,9) b) Teichsedimg
des Neuen Botanischen Gartens Hamburg (Zoom 2
und c) Boden des Neuen Botanischen Gartd
Hamburg (Zoom 2,3) angereichert. Gemeinsa
Darstellung der Grinfluoreszenz der Cy2-gefarbt
AmoA-Antikdrper und der Rotfluoreszenz der C
gefarbten AmoB-Antikdrper. GroRenbalken = 5 p
Es wurde ein Neofluotar Objektiv: 100x/1,4
verwendet. Die IF-Farbungen wurden mit dem CLS
bei unterschiedlichen Zoom-Einstellunge
aufgenommen (Leica TCS 4D, Argon-/Krypton-Last
(488/568 exc./Lp. 590 und BP 520-560 em.)). Nc
Nitrosococcusoder Nitrosolobus NI = Nitrosolobus

Nm = Nitrosomonas Ns = Nitrosospirg Nv =

Nitrosovibria
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Die Proben wurden ebenfalls mit der fluoreszenzmarkierten NEU-CTE-Sonde untersucht. Bei
der Sondenfarbung kam es jedoch zu starken unspezifischen Reaktionen der Oligonukleotide
mit den Bodenpartikeln. Mit den Sonden wurden keine freisuspendierten Zellen markiert
(nicht dargestellt). Es konnte daher keine Aussage getroffen werden, ob Nitrosomonaden in
den Proben vorhanden waren.

Die Ergebnisse der gekoppelten IF-Farbung und idersitu-Hybridisierung mit der
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde NEU-CTE der vier Anreicherungskulturen
unterschiedlicher Naturproben sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Tabelle 4.4: Gekoppelte Immunfluoreszenz (IF)-Farbung mit Antikbrpern gegen AmoA und AmaB sitd
Hybridisierung mit der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde NEU-CTE an zwei Wochen alten
Anreicherungskulturen von Naturproben. Es wurden Belebtschlammproben des Klarwerks Dradenau/Hamburg,
Baumberger Sandsteinproben, die 5 Jahre im Neuen Botanischen Garten Hamburg exponiert waren sowie
Teichsediment- und Bodenproben des Neuen Botanischen Gartens Hamburg untersucht. Die Anreicherung
erfolgte in mineralischem Ammoniakoxidantenmedium. Aufgrund der spezifischen IF-Farbung und
Morphologie der Zellen, war es moglich die Ammoniakoxidanten einer Gattung zuzuordnen.

Anreicherung spezifische IF-Farbung Oligonukleotidsonde NEU-CTE
(Wagner et al., 1995)
Belebtschlamm - etwa 90 % der freisuspendierten Zellen Farbung wvon etwa 90 % der
wurden mit AmoA- + AmoB-AK gefarht freisuspendierten Zellen sowie etwa 40 %
O Nitrosomonas der Einzelzellen und Zellen der
- etwa 5 % der freisuspendierten Zellen Mikrokolonien der Flocken 0O
wurden nur mit AmoB-AK gefarbt[ Nitrosomonas
Nitrosospiraund Nitrosococcus - leichte unspezifische Farbung der Flocken

- in den Flocken wurden etwa 40 % $er
Zellen der Mikrokolonien und Einzelzellen
mit den  AmoA-AK gefarbt 0O
Nitrosomonas

- in den Flocken kommt es mit den AmoB-
AK zu unspezifischen Farbungénh keine
Aussage, ob neberNitrosomonas noch
andere Gattungen vorkommen

Sandstein - etwa 68 % der Zellen wurden mit den deutliche unspezifische Farbung mit den
AmoA- + AmoB-AK gefarbt [ Sandsteinpartikel] keine Aussage, ob an
Nitrosomonas den Partikeln Nitrosomonaden vorkommen

- etwa 17 % der Zellen wurden nur mit es wurden nur wenige freisuspendierte

AmoB-AK gefarbt O Nitrosospira und Zellen mit der Sonde gefarbtl
Nitrosovibrio Nitrosomonas

Teichsediment - etwa 50 % der freisuspendierten Zellen es wurden keine Zellen gefarbt keine
wurden nur mit AmoB-AK gefarbtd Nitrosomonaden

Nitrosospira
- nur vereinzelte Zellen wurden mit AmoA-
+ AmoB-AK gefarbtd Nitrosomonas
- in den Flocken kommt es mit den AmoB-
AK zu unspezifischen Farbungénh keine
Aussage, ob andere Gattungen |als
Nitrosomonas/orkommen

Boden - etwa 85 % der Zellen wurden nur mit den deutliche unspezifische Farbung mit den
AmoB-AK gefarbt 0O  Nitrosospira, Bodenpartikeln O  keine Aussage, db
Nitrosolobus und coccoide Nitrosomonas/orkommt

Ammoniakoxidanten
- vereinzelte Zellen wurden mit AmoA- |+
AmoB-AK gefarbtd Nitrosomonas

AK = Antikdrper
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4.9 IMMUNCYTOCHEMISCHER NACHWEIS DER AMOA UND AMOB MIT HILFE
DER | MMUNGOLDMARKIERUNG

Des weiteren sollten mit Hilfe der AmoA- und AmoB-Antikorper die Untereinheiten der
AMO mittels immuncytochemischen Nachweises in der Zelle lokalisiert werden. Dazu
wurden an Ultradinnschnitten von Ammoniakoxidanten Immungold (IG)-Markierungen der
AmoA oder AmoB durchgefiihrt.

4.9.1 IG-MARKIERUNG DER AMOA

Eine IG-Markierung des AmoA-Proteins in Ultradiinnschnitten Mimosomonas eutropha

N904 war nicht moglich. Die Reaktionen der primaren AmoA-AntikGrper war bei allen
getesteten Versuchsbedingungen stets unspezifisch.

Es wurden zwei unterschiedliche Einbettungsmethoden der Zellen getestet (siehe Abschnitt
3.18.4.2). Die Zellen wurden entweder mit Formaldehyd fixiert und in LowickAM
eingebettet oder ohne vorherige Fixierung hochdruckgefroren und in Lowiety120
eingebettet. Zudem wurden unterschiedliche Einwirkzeiten von ein bis 16 Stunden und
Verdunnungen von 1:50 bis 1:1250 der AmoA-Antikdrper getestet.

Bei hohen Verdinnungen der primaren Antikorper groRer als 1:600 fanden sich keine
Goldpartikel auf den Netzchen. Bei niedrigen Verdinnungen waren die Goldpartikel
unregelmalig tber die Netzchen verteilt. Sie fanden sich sowohl aul3erhalb der Zellen als
auch im Cytoplasma und an den intracytoplasmatischen Membranen (ICMs). In
Kontrollexperimenten ohne die primaren Antikbrper wurden keine Zellen
immuncytochemisch markiert (nicht dargestellt).

4.9.2 |G-MARKIERUNG DER AMOB

Das AmoB-Protein konnte durch den immuncytochemischen Nachweis mit Hilfe der AmoB-
Antikérper in Ultradinnschnitten vomitrosomonas eutrophdN904 lokalisiert werden.
Lithotroph angezogene Zellen der exponentiellen Wachstumsphase waren zuvor bei tiefen
Temperaturen in Lowicryl K4M eingebettet worden. In den Ultradiinnschnitten waren die
ringférmig, parallel zur Zellperipherie angeordneten intracytoplasmatischen Membranen
(ICMs) deutlich zu erkennen (Abb. 4.21a). Die 10 nm grof3en elektronendichten Goldpartikel
markierten hauptsachlich die Zellperipherie. Insgesamt wurden die Goldpartikel von ca. 300
Ultradiinnschnitten vier verschiedener Einbettungen ausgezéhlt. Etwa @26 der 1G-
Markierung fand sich in N&he der aul3eren Cytoplasmamembran. Nur etw@ % der
Goldpartikel waren mit den ICMs verbunden (Abb. 4.21a). Wenige Goldpartikel befanden
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sich im Cytoplasma und auf3erhalb der Zellen. In Kontrollexperimenten ohne die primaren
Antikérper wurden keine Zellen immuncytochemisch markiert (nicht dargestellt).

NebenNitrosomonas eutroph&l904 wurde jeweils ein Vertreter der tbrigen vier Gattungen
der Ammoniakoxidanten immuncytochemisch untersucht. Zudem wurden Untersuchungen an
dem MethanoxidanteMethylococcus capsulatuBath und dem NitritoxidanteNitrobacter
vulgaris K4g durchgefuhrt. Alle Vertreter der Gattungawitrosococcus Nitrosospira,
Nitrosovibrio und Nitrosolobusder Ammoniakoxidanten dg3-Proteobakterien wurden mit

den AmoB-Antikdrpern deutlich markiert (Abb. 4.21b-e). Dagegen traten bei den
immuncytochemischen Untersuchungen in den Zellen Nitrosococcushalophilus Nc 4

(Abb. 4.21f) undviethylococcusapsulatusBath (nicht dargestellt) dgrProteobakterien nur
vereinzelt Goldpartikel auf. Die Zellen vatitrobacter vulgariskK,s wurde mit den AmoB-
Antikérpern nicht markiert (nicht dargestelt).

In den Zellen vorNitrosococcus mobilidNc 2 waren die ICMs parallel zur Zellperipherie
angeordnet (Abb. 4.21b). Wie be\itrosomonas eutrophaN904 befanden sich die
Goldpartikel nach einer I1G-Markierung Uberwiegend in der Nahe der &ul3eren
Cytoplasmamembran. Dagegen wurden die ICMs nur selten markiert (Abb. 4.21b). Im
Gegensatz zilitrosomonas eutrophB904 undNitrosococcugnobilis Nc 2 besal3en Zellen

von Nitrosospiraspec. G1.6 undNitrosovibrio spec. K7.1 keine ICMs (Abb. 4.21c, d). Bei
beiden waren die Goldpartikel deutlich in der Zellperipherie angeordnet. Die
Goldmarkierungen folgten in den Zellen voNitrosospira spec. G1.6 den spiralig
gewundenen Zellgrenzschichten (Abb. 4.21c) bzw. in den ZellenNiwasovibrio spec.

K7.1 den gewdlbten Zellgrenzschichten (Abb. 4.21d). In Abb. 4.21c ist der Langsschnitt einer
Zelle von Nitrosospira spec. G1.6 mit funf Windungen abgebildet, in dem die
Einzelabschnitte der Zelle getrennt voneinander erscheinen. In den Zelléfitrasolobus
multiformis NI 13 war das Cytoplasma durch die ICMs partiell kompartimentiert (Abb.
4.21e). Die Goldpartikel befanden sich in der Zellperipherie und entlang der
Kompartimentierung der Zelle (Abb. 4.21e). In den ZellenNdrosococcus halophilusic 4

traten ICMs auf. Diese waren im Gegensatz Mitrosomonas eutrophaN904 und
Nitrosococcus mobilidNc 2 in Form eines Membranstapels zentral angeordnet (Abb. 4.21f).
Die 1G-Markierung vonNitrosococcus halophiludNc 4 fiel bei gleicher Verdinnung der
AmoB-Antikdrper schwacher aus, als die 1G-Markierung der Zellen der Ubrigen Gattungen
der Ammoniakoxidanten. Die Goldpartikel befanden sich Gberwiegend in der Zellperipherie
und traten nur sehr selten in Verbindung mit dem zentralen Membranstapel auf (Abb. 4.21f).
Wie in den Zellen vorNitrosococcus halophiludlic 4 waren die ICMs in den Zellen von
Methylococcus capsulatuBath zentral angeordnet. Jedoch waren in den Zellen des
Methanoxidanten zwei bis drei Membranstapel vorhanden (nicht dargestellt). Ahnlich der IG-
Markierung vonNitrosococcus halophiludNc 4 wurden die Zellen des Methanoxidanten
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Methylococcus capsulatuBath mit den AmoB-Antikbrpern nur schwach markiert. Die
Goldpartikel traten auch dort stets in der Zellperipherie und selten an den zentral
angeordneten Membranstapeln auf (nicht dargestellt). Auch in den ZelleNitvobacter
vulgaris K4g wurden ICMs in Form polarer Kappen ausgebildet. Die Zellen wurden mit den
AmoB-Antikdrpern jedoch nicht markiert (nicht dargestellt).
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Abb. 4.21: Immuncytochemischer Nachweis der AmoB. Immungoldmarkierung an Ultradiinnschnitten nach
Einbettung in Lowicryf K4M bei —35 °C von aNitrosomonas eutroph&l904, VergréRerung 79.200fach

b) Nitrosococcus mobilidc 2, VergroRerung 64.400fach Mijtrosospiraspec. G1.6, VergrofRerung 61.200fach

d) Nitrosovibrio spec. K7.1, VergrofRerung 63.000fach Mijrosolobus multiformisNl 13, VergroRerung
63.700fach f)Nitrosococcus halophiludlc 4, Vergroferung 65.800fach. Aufnahme der Zellen mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie (Fa. Philips, Modell 420). GréRenbalken 0,4 pm. C = Carboxysom, Cy =

Cytoplasma, G = 10 nm grof3e Goldpartikel, ICM = intracytoplasmatische Membranen, P = perimplasmatischer
Raum, Z = Zellwand.
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4.10 (BERBLICK UBER DIE IMMUNOLOGISCHEN UNTERSUCHUNGEN MIT DEN
ANTIKORPERN

Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit den Antikérpern
gegen die AmoA und AmoB in der Tabelle 4.5 zusammengefasst. Die Tabelle vergleicht die

Ergebnisse, die mit den Methoden des Immunblots, der Immunfluoreszenz (IF)-Farbung und

des immuncytochemischen Nachweises an Reinkulturen erzielt wurden (siehe Abschnitt 4.4,

4.6, 4.9).

Im Westernblot wurden mit den AmoA-Antikdrpern vier Arten der Gattiigosomonas
detektiert. Es wurde das AmoA-Protein der halotoleranten Aitkeneutropha und

N. europaeadie halophile ArtN. halophilaund die marine ArlN. aestuariimarkiert. Bei der
IF-Farbung konnten mit diesen Antikdrpern hingegen alle beschriebenen Arten von
Nitrosomonasgefarbt werden. Eine 1G-Markierung vash eutrophawar mit den AmoA-
Antikérpern nicht moglich.

Die Antikorper gegen die AmoB wiesen im Gegensatz zu den AmoA-Antikdrpern ein
breiteres Wirkungspektrum auf. Im Immunblot, bei der IF-Farbung und bei der I1G-
Markierung detektierten sie das AmoB-Protein aller getesteten Ammoniakoxidant@n der
Proteobakterien. Dartber hinaus markierten die AmoB-Antikérper bei der IF-Farbung die
beiden Arten der Ammoniakoxidanten dgiProteobakterienNitrosococcus oceanund
Nitrosococcus halophilussowie den nahe verwandten Methanoxidankdethylococcus
capsulatusschwach. Die AmoB vorNitrosococcus oceanund die B-Untereinheit der
partikularen Methanmonooxygenase (pMMOB) \Mathylococcus capsulatwsurde zudem

mit den AmoB-Antikdrpern immuncytochemisch nachgewiesen.
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Tabelle 4.5: Untersuchungen von Ammoniakoxidanten, Methanoxidanten, Nitritoxidanten und verschiedenen
chemoorganotrophen Bakterien mit den Antikdrpern gegen AmoA und AmoB im Westernblot, bei der IF-
Farbung und im immuncytochemischen Nachweis.

Art Stamm Westernblot IF-Farbung IG-Markierung
AmoA- AmoB-  AmoA- AmoB- AmoA- AmoB-
AK AK AK AK AK AK
Ammoniakoxidanten des-Unterklasse der Proteobakterien
Nitrosomonas aestuarii Nm 36 + + + + n.b n.b.
Nitrosomonas communis Nm 2 - + + + n.b n.b.
Nitrosomonas cryotolerans Nm 55 - + +/- + n.b n.b.
Nitrosomonas europaea Freitag + + + + n.b. n.b.
Nitrosomonas eutropha N904 + + + + n.n. +
Nitrosomonas eutropha Dave + + + + n.b. +
Nitrosomonas halophila Nm 1 + + + + n.b n.b.
Nitrosomonas marina Nm 22 - + +/- + n.b n.b.
Nitrosomonas nitrosa Nm 90 - + + + n.b n.b.
Nitrosomonas oligotropha Nm 45 - + + + n.b n.b.
Nitrosomonaspec. Nm R1.24 - + + + n.b n.b.
Nitrosomonas ureae Nm 10 - + + + n.b. n.b.
Nitrosococcus mobilis Nc 2 - + - + n.b. +
Nitrosospiraspec. Nsp 1 - + - + n.b. n.b.
Nitrosospiraspec. Nsp G1.6 - + - + n.b. +
Nitrosospiraspec. Nsp M1.3 - + - + n.b n.b.
Nitrosospiraspec. Nsp R6.2 - + - + n.b n.b.
Nitrosovibrio spec. Nv G1.3 - + - + n.b. n.b.
Nitrosovibrio spec. Nv K7.1 - + - + n.b. +
Nitrosolobus multiformis NI 13 - + - + n.b. +
Ammoniakoxidanten der-Unterklasse der Proteobakterien
Nitrosococcus halophilus Nc 4 - - - +/- n.b. +/-
Nitrosococcus oceani Nc 1 - - - +/- n.b. n.b.
Methanoxidanten defUnterklasse der Proteobakterien
Methylococcus capsulatus Bath - - - +/- n.b. +/-
Methylomonas methanica 0052006 - - - - n.b. n.b.
Methanoxidanten dex-Unterklasse der Proteobakterien
Methylocystis parvus 4a - - - - n.b. n.b.
Nitritoxidanten
Nitrobacter hamburgensis X1a - - - - n.b. n.b.
Nitrobacter vulgaris Kag - - - - n.b. -
Nitrobacter winogradskyi Engel - - - - n.b. n.b.
Nitrospina gracilis 3 - - - - n.b. n.b.
Nitrospinaspec. 347 - - - - n.b. n.b.
Nitrospira moscoviensis M-1 - - - - n.b. n.b.
Nitrococcus mobilis 231 - - - - n.b n.b
verschiedene chemoorganotrophe Bakterien
Achromobacter cycloclaste - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Agrobacterium tumefaciens GM 19023 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Alcaligenes faecalis ATCC 8750 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Azorhizobiunspec. 24 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Azospirillum lipoferum ATCC 29707 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Bacillus azotoformans ATCC 29788 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Bacillus subtilis 019 - - - - n.b. n.b.
Bradyrhizobium denitrificans - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Chromobacterium violaceum - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Escherichia coli ATCC 23716 - - - - n.b. n.b.
Methylobacterium radiotolerans ATCC 19367 - - - - n.b. n.b.
Paracoccus denitrificans - - - - n.b. n.b.
Pseudomonaspec. AK15 - - n.b. n.b. n.b. n.b.
Pseudomonaspec. AM1 - - - - n.b. n.b.

+ = positive Reaktiont/- = leichte Reaktion, = keine Reaktion mit den Antikérpern
AK = Antikorper, n.b. = nicht bestimmi.n. = nicht nachweisbar
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4.11 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN VON
N. EUTROPHA

Im Rahmen der folgenden Untersuchungen wurde uberprift, welchen Einfluss die
Ammoniumkonzentration im Anzuchtsmedium auf die Ultrastruktur der Zellen von
N. eutrophaN904 hat.

Zellen, die in mineralischem Medium mit 1 bzw. 10 mM Ammonium angezogen wurden,
hatten deutliche ringférmige, parallel zur Zellperipherie angeordnete intracytoplasmatische
Membranen (ICMs) (Abb. 4.22a, b). Dagegen waren die ICMs in Zellen, die mit 100 mM
Ammonium kultiviert wurden, weniger deutlich ausgepragt (Abb. 4.22c). Allgemein kann
festgestellt werden, dass die Anzahl der Membranen bei Anzucht der Zellen in Gegenwart
geringer Ammoniumkonzentrationen deutlich héher war, als bei Anzucht in Gegenwart hoher
Ammoniumkonzentrationen. Zellen, die mit wenig Ammonium (1 mM) gewachsen waren,
enthielten durchschnittlich 4,5 ICMs pro Querschnitt. Zellen, die mit 10 mM bzw. 100 mM
Ammonium angezogen wurden, besaf3en durchschnittlich 2,8 ICMs bzw. 2,0 ICMs pro
Querschnitt. Es wurden 200 Zellen ausgezahlt. In den Zellen, die mit 10 mM und 100 mM
Ammonium angezogen wurden, traten gehauft elektronendichte Einschlusskérper auf, bei
denen es sich vermutlich um Glykogen &hnliche Reservestoffe handelt. Aul3erdem waren im
Cytoplasma der Zellen polyedrische Carboxysomen, Ribosomen und (-+oly-
Hydroxybuttersdure (PHB) zu erkennen.
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PHB

Abb. 4.22: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Ultradiinnschnittiin eamophaN904

nach Einbettung in Spurr. Die Zellen wurden in Gegenwart von a) 1 mM Ammonium b) 10 mM Ammonium und

¢) 100 mM Ammonium in mineralischem Medium angezogen. VergroRerungen (a) 41.800fach, (b) 51.400fach,
(c) 63.000fach. GroRenbalken = 0,4 um. C = Carboxysomen, Cy = Cytoplasma, Gl = Glykogen, ICM =

intracytoplasmatische Membranen, PHB = Flydroxybuttersdure und R = Ribosomen.
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4.12 ISOLIERUNG DER AMMONIAKMONOOXYGENASE

Neben den in den vorherigen Abschnitten beschriebenen immunologischen Untersuchungen
an ganzen Zellen und zellfreien Extrakten der Ammoniakoxidanten, wurde im Folgenden mit
Hilfe der Antikorper versucht, die Ammoniakmonooxygenase (AMO) ileosomonas
eutrophaN904 zu isolieren. Die Antikorper ermdglichten dabei wahrend der Isolierung die
Identifizierung des Enzyms. Die AMO wurde mittels lonenaustauschchromatographie
angereichert und mit einer anschlieRenden Gradientenzentrifugation gereinigt.

4.12.1 bNENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE

Zellfreie Extrakte lithoautotroph angezogener Zellen vbh eutropha N904 der
exponentiellen Wachstumsphase wurden bei pH 7,5 auf eine anionische lonenaustauschsaule
aufgetragen. Die Proteine, die nicht an die positiv geladene Matrix gebunden haben, wurden
fraktioniert gesammelt. In Abb. 4.23 sind die Proteinkonzentrationen und die Absorption bei
550 nm der nichtbindenden Fraktionen eines Versuches exemplarisch dargestellt.
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Abb. 4.23: Proteinkonzentration und Absorption bei 550 nm der 1-ml-Fraktionen, die wahrend der Auftragung
zellfreier Extrakte vonN. eutrophaN904 auf die DEAE-Saule (HiPrep16/10 DEAE) nicht an die positiv
geladene Matrix der Saule gebunden haben. Die Absorption bei 550 nm gibt die Cytochrom c-Konzentration
wieder. Fur diesen Versuch wurde zellfreier Extrakt von 1 g Zellen in 5 ml Probenpuffer aufgenommen,
aufgeschlossen, mit 1,65 ml 20%iger Triton-X-100-Losung versetzt und unverdinnt mit einer absoluten
Proteinmenge von 99 mg auf die Saule aufgetragen. Nach der Probenauftragung wurde die Saule mit Startpuffer
gespllt. Wahrend der Spulung wurde die Sammlung der Fraktionen fortgefiihrt (siehe Abschnitt 3.20.1). Die mit
einem Pfeil () markierte Fraktion 23 wurde auf ein SDS-Gel aufgetragen, immunologisch im Westernblot

untersucht sowie zur weiteren Reinigung der AMO mit Hilfe der Gradientenzentrifugation verwendet (siehe
Abschnitt 4.12.2).
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In den Fraktionen 12 bis 50 waren Proteine mit einer Gesamtproteinmenge von 15,8 mg
vorhanden. Bei Auftragung einer Anfangsproteinmenge von 99 mg entsprach dieses einem
Proteinanteil von 15,9 %. Bis zur Fraktion 23 kam es zu einer Zunahme der
Proteinkonzentration, die in den weiteren Fraktionen wieder abnahm (Abb. 4.23). Die nicht an
die Saule bindenden Proteine hatten eine leichte Rotfarbung und absorbierten Licht der
Wellenlange von 550 nm. Da die Absorption bei 550 nm die Cytochrom c-Konzentration
wiedergibt, kann daraus geschlossen werden, dass die Fraktionen c-Cytochrome enthielten.
Die Fraktion mit der hochsten Proteinkonzentration (Fraktion 23, Pfeil in Abb. 4.23) wurde
auf ein SDS-Gel aufgetragen. Im Gel trat in dieser Fraktion fast ausschliel3lich ein 41-kDa-
und ein 27-kDa-Protein auf (Abb. 4.24a). Die Proteine kamen etwa im Verhaltnis 1:1 vor. In
sehr geringer Konzentration wurde zudem ein 30-kDa-Protein detektiert. Mit Hilfe des
Immunblots wurde nachgewiesen, dass es sich bei den beiden Hauptproteinen um die AmoA
und AmoB handelte (Abb. 4.24b). Daraus kann geschlossen werden, dass die AMO mit Hilfe
der anionischen lonenaustauschchromatographie stark angereichert werden kann. Da die
AMO bei einem pH-Wert von 7,5 nicht an die positiv geladene Saule gebunden hat, ist der
isoelektrische Punkt der AMO grof3er als pl 7,5.

M, [kDa] M, [kDa]
-97 .4
97.,4- -66,2
66,2- -45,0
45,0-
= -31,0
31,0-
- 21,5
pg—

a b
1 2 3

Abb. 4.24: a) Coomassie gefarbtes SDS-Gel (12 % Polgawcity) der Fraktion 23 (Spur 1), die wahrend der
Auftragung zellfreier Extrakte voN. eutrophaN904 auf die DEAE-Saule (HiPrep16/10 DEAE) gesammelt

wurde. b) Westernblot mit AmoA-Antikérpern (Spur 2) und AmoB-Antikdrpern (Spur 3) der Fraktion 23. Im
SDS-Gel wurden 15 pg Protein, im Westernblot 4 pg Protein pro Spur aufgetragen. Molekulargewichtsstandards
sind schematisch links neben dem Gel bzw. rechts neben dem Blot dargestellielgtive Molekilmasse

in kDa.
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Nach dem Vorlauf wurden die Proteine, die an die S&aule gebunden hatten, mittels eines
Salzgradienten eluiert und fraktioniert gesammelt. In Abb. 4.25 sind die Proteinkonzentration
und die Absorption bei 550 nm der eluierten Fraktionen eines Versuches exemplarisch
dargestellt.
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Abb. 4.25: Proteinkonzentration und Absorption bei 550 nm der Fraktionen, die mittels Salzgradient nach
Auftragung der zellfreien Extrakte vaw. eutrophaN904 von der DEAE-Saule (HiPrigpl6/10 DEAE) eluiert
wurden. Die Absorption bei 550 nm gibt die Cytochrom c-(Cyt c)-Konzentration wieder. Fir diesen Versuch
wurde zellfreier Extrakt von 1 g Zellen mit einer absoluten Proteinmenge von 87 mg auf die Saule aufgetragen.
Die mit Sternchen (*) gekennzeichneten Fraktionen wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und immunologisch im
Westernblot untersucht.

Im Eluat waren mehrere Proteinpeaks zu erkennen. Die Fraktionen 44 und 83 waren deutlich
rot gefarbt, sie absorbierten Licht der Wellenlange von 550 nm und enthielten somit
Cytochrom c. Die Fraktionen 44, 59, 78 und 83 (* in Abb. 4.25) wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen (Abb. 4.26) und im Westernblot mit Antikdrpern gegen die AmoA und AmoB
untersucht. In Fraktion 44 traten Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 130 kDa,
46 kDa und 27 kDa deutlich hervor. In Fraktion 59 war ein 46-kDa- und 27-kDa-Protein zu
erkennen. In Fraktion 78 wurden 22, 23, 27 und 46 kDa grol3e Proteine detektiert. In Fraktion
83 wurde ein 30-kDa-Protein angereichert. Mit Hilfe des Immunblots konnte in keiner dieser
Fraktionen ein AmoA- oder AmoB-Protein nachgewiesen werden (nicht dargestellt).
Aufgrund der Molekulargewichte der Proteine und des hohen Gehaltes an c-Cytochromen
wurde vermutet, dass es sich bei der Fraktion 44 um eine Anreicherung der
Hydroxylaminoxidoreduktase (HAQO) handelte. Das in dieser Fraktion angereicherte 46-kDa-
Protein ist vermutlich ein zusatzliches c-Hamprotein, welches haufig zusammen mit der HAO
isoliert wurde (DiSpirito et al., 1985 a). Das in Fraktion 83 angereicherte 30-kDa-Protein
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konnte das Cytochrom c-Tetrahdmproteaysse sein (Whittaker et al., 2000). Dieses Protein
wurde im SDS-Gel in Form einer 30-kDa-Bande detektiert (nicht dargestellt).

Die Ergebnisse der Elution zeigen, dass die Untereinheiten der AMO nicht an die anionische
Saule binden.

b M, [kDa]
-97,4
-66,2
— oy -45,0
.d -31,0
L
- . 21,5
12 3 4

Abb. 4.26: Coomassie gefarbtes SDS-Gel (12 % Pollsuig) der Proteine, die mittels Salzgradienten nach
Auftragung zellfreier Extrakte volN. eutrophaN904 von der DEAE-Saule (HiPrepl16/10 DEAE) eluiert
wurden. Es wurde zellfreier Extrakt von 1 g Zellen mit einer absoluten Proteinmenge von 87 mg auf die Saule
aufgetragen. Spur 1: Fraktion 44, Spur 2: Fraktion 59, Spur 3: Fraktion 78, Spur 4: Fraktion 83. Pro Spur wurden
15 pg Protein auf das Gel aufgetragen. Die Molekulargewichtsstandards sind rechts wiedergegeben. M
relative Molekilmasse in kDa.

4.12.2 QRADIENTENZENTRIFUGATION

Die mit Hilfe der Saulenchromatographie angereicherte AMO wurde mittels
Gradientenzentrifugation gereinigt. Dazu wurde die Fraktion mit der hochsten
Proteinkonzentration der angereicherten AMO (entsprechend Fraktion 23 in Abschnitt 4.12.1)
mit Hilfe eines linearen Saccharosegradienten (10-35 % Saccharose) aufgetrennt (siehe
Abschnitt 3.20.2). In Abb. 4.27 ist exemplarisch ein typischer Saccharosegradient
schematisch dargestellt. Die Fraktionen F1 und F2a zeigten eine deutliche orange Farbung.
Die Fraktion F2b war milchig trib und das Sediment P hellbraun gefarbt. Aus den absoluten
Proteinmengen der Fraktionen war ablesbar, dass sich 17 % des aufgetragenen Proteins in der
Fraktion F1 und F2a und 78 % in dem Sediment P wiederfanden.
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Fraktion Protein [ug]Saccharose [%’
F1 237 10-13
F2a 109 13-15
Eob I 13 15-16
F3 29 16-19
F4 0 19-23
F5 0 23-26
F6 0 26-29
F7 0 29-32

P O 1698 32-35

Abb. 4.27: Schematische Darstellung eines mit der angereicherten AMO beaufschlagten linearen
Saccharosegradienten (10-35 %) nach 19 h Zentrifugation bei 4 °C und 120.000 g. Die AMO wurde zuvor
mittels anionischer lonenaustauschchromatographie aus zellfreien Extraktsn eaamophaN904 angereichert

und durch Gefriertrocknung aufkonzentriert. Es ist die absolute Proteinmenge sowie die
Saccharosekonzentration der Fraktionen dargestellt.

Die Proteine der Fraktionen F1, F2a, F2b und das Sediment P wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und anschliel3end mittels Coomassie-Blaufarbung sichtbar gemacht. Mit Hilfe der
Peroxidasefarbung wurden zusatzlich kovalent an Proteine gebundene Hamgruppen und somit
c-Cytochrome gefarbt. Zudem wurden die genannten Fraktionen im Immunblot mit
Antikérpern gegen die AmoA und AmoB untersucht.

Anhand der Peroxidasefarbung wurde deutlich, dass in den orange gefarbten Fraktionen F1
und F2a Cytochrome des c-Typs mit einem Molekulargewicht von 67 kDa und in geringer
Konzentration mit einem Molekulargewicht von 40 kDa vorkamen (Abb. 4.28). In diesen
Fraktionen wurde neben den Hamproteinen ein 27-kDa- und 30-kDa-Protein detektiert. In der
Fraktion F2b wurde ein 27-kDa-Protein jedoch keine Cytochrome nachgewiesen. Aufgrund
der deutlichen milchigen Tribung der Fraktion F2b und der geringen Proteinkonzentration
wird vermutet, dass in dieser Fraktion Speicherstoffe wie z. B. Glykogen vorhanden waren.
Im Sediment P wurden ebenfalls keine Cytochrome detektiert. Dort traten die fur die AMO
charakteristischen Proteine, ein 27-kDa- und ein 41-kDa-Protein, in hohen Konzentrationen
auf. Dabei war das 41-kDa-Protein in etwas hoherer Konzentration vorhanden als das 27-kDa-
Protein. Neben diesen Proteinen wurden in geringen Konzentrationen Proteine im 54-, 80-
und 100-kDa-Bereich detektiert (Abb. 4.28).

Mit Hilfe des Immunblots mit AmoA-Antikbrpern wurde nachgewiesen, dass es sich bei dem
27-kDa-Protein aller Fraktionen um die AmoA handelte (Abb. 4.29a). Im Sediment P wurden
neben dem 27 kDa groRen AmoA-Protein auch Proteine mit einem Molekulargewicht von
54, 80 und 100 kDa mit den AmoA-Antikdrpern markiert. Hochstwahrscheinlich handelt es
sich bei diesen Proteinen um die dimere, tertidre und tetramere Aggregationsform der AmoA.
Diese Aggregationsformen waren auch bei der Hitzebehandlung des Rohextrakids von
eutrophaN904 mit den AmoA-Antikdrpern im Westernblot nachweisbar (nicht dargestellt).
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M, [kDa] i

20%,8_——-
116,0 100 kDa
7.4 = 80 kDa
66.0- b e

54 kDa
45,0- 41 kDa
29,0- wee e g 27 kDa

e ————————
. —

M F2b F1 F2a P

Abb. 4.28: Elektrophoretische Auftrennung der Fraktionen F1, F2a, F2b und des Sedimentes P aus dem linearen
Saccharosegradienten (10-35 %). Das SDS-Gel (12 % Pdbmidy wurde anschlieRend mit der Peroxidase -

und Comassie-Farbung gefarbt. Die Peroxidase-Farbung ist an der braunen Farbung der Banden und die
Coomassie-Farbung ist an der blauen Farbung der Banden zu erkennen. Pro Spur wurden 15 pg Protein auf das

Gel aufgetragen. Die Molekulargewichtsstandards sind in der Spur M dargestellteltive Molekiilmasse
in kDa.

M, [kDa] M. [kDa]
116,04 . _ 100 kDa

97 14- 80 kpa 1§90

66 .0- _

w54 KDa f:g

45,0- il - 41 kDa

_ 29.0-

29,0 127 kDa
M F2b F1 F2a P b M F2b F1 F2a P

Abb. 4.29: Westernblot mit Antikdrpern gegen AmoA (a) und AmoB (b) von Proteinen der Fraktionen F1, F2a,
F2b und des Sedimentes P des linearen Saccharosegradienten (10-35 %). Pro Spur wurden 4 pg Protein

aufgetragen. Die Molekulargewichtsstandards sind in den Spuren M aufgetragemeldive Molekilmasse
in kDa.
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Dabei traten sie nach einer Inkubation fur 10 min bei 65 °C bzw. 5 min bei 100 °C in
Gegenwart von Lysispuffer der SDS-PAGE auf.

Mit Hilfe der AmoB-Antikdrper wurde nachgewiesen, das es sich bei dem 41-kDa-Protein im
Sediment P um die AmoB handelte (Abb. 4.29b). In den anderen Fraktionen wurde kein
AmoB-Protein detektiert. Im Gegensatz zur AmoA traten keine Aggregate des AmoB-
Proteins auf, obwohl auch das AmoB-Protein beim Erhitzen in Gegenwart von
Reduktionsmitteln aggregierte (nicht dargestellt).

Damit wurde gezeigt, dass mittels Dichtegradientenzentrifugation eine Reinigung der AMO
moglich war. Verunreinigende Cytochrome des c-Typs und ein 30-kDa-Protein wurden bei
niedrigen Dichten zurlckgehalten, wahrend sich die gereinigte AMO im Sediment
wiederfand. Anhand der Proteinmengen (Abb. 4.27) und der Intensitat der Bandenfarbungen
im SDS-Gel (Abb. 4.28) konnte ermittelt werden, dass der Anteil an c-Cytochromen und des
30-kDa-Proteins in der angereicherten AMO vor der Reinigung mit der
Gradientenzentrifugation etwa 6 % betrug.

4.13 NACHWEIS DER AMMONIAKOXIDATIONSAKTIVITAT

Im Folgenden wurde untersucht, ob die angereicherte Ammoniakmonooxygenase (AMO) in
der Lage war, Ammoniak zu oxidieren. Es wurde die Ammoniakoxidationsaktivitat ganzer
Zellen vonN. eutrophaN904 gemessen und anschlielend die Aktivitat zellfreier Extrakte
getestet. Die Ergebnisse aus den Versuchen mit zellfreien Systemen erméglichten die
Entwicklung eines Enzymtests fir die angereicherte AMO (siehe auch Block, 2001). Es
wurden die spezifische aerobe wund die anaerobe (Schmidt & Bock, 1997)
Ammoniakoxidationsaktivitat getestet. Bei den Aktivitatstests wurden Substanzen Wie Mg
Phosphate, NADH, Rinderserumalbumin (BSA) und®'Caingesetzt, fir die schon in
vorausgegangenen Tests eine Aktivitatssteigerung der Ammoniakoxidation beschrieben
wurde (Loveless & Painter, 1968; Suzuki & Kwok, 1970; Suzuki et al., 1981). In Gegenwart
dieser Substanzen war eine Bestimmung von Ammonium und somit die
Aktivitatsbestimmung Uber den Ammoniumverbrauch nicht mdglich. Die spezifische
Aktivitat wurde daher Uber die Nitribildung und/oder Hydroxylaminbildung gemessen. Pro
Versuchsansatz wurde die Aktivitat zweier paralleler Proben bestimmit.

4.13.1 AXTIVITAT GANZER ZELLEN

In fiinf Versuchsansatzen besaRen 1 bis 3 Z&len/ml Uiber einen Zeitraum von 4 h eine
spezifische aerobe Ammoniakoxidationsaktivitat von 500 bis 13.000 pmgt §®@roteirt -
h™. Die aerobe Aktivitat ganzer Zellen schwankte somit erheblich. Der fiir die folgenden
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Berechnungen eingesetzte Mittelwert der Ammoniakoxidationsaktivitaten lag bei 5.366 pmol
NO, - g Proteift - hi*. Uber diesen Zeitraum kam es zu einer kontinuierlichen Nitritbildung.
In zellfreien Kontrollen wurde kein Nitrit gebildet (nicht dargestelt).

In einer anaeroben Stickstoffatmosphare mit 25 ppm Stickstoffdioxid ,)(N&2w.
Distickstofftetraoxid (NO4) wiesen 8 - 1D Zellen/ml in zwei Versuchsansétzen iiber einen
Zeitraum von 80 h eine spezifische anaerobe Ammoniakoxidationsaktivitat von 120 bis
190 umol NQ@ - g Proteift - h' auf. Der Mittelwert der Aktivitaten lag bei 155 pumol NO

g Proteint - h*. Uber diesen Zeitraum kam es zu einer kontinuierlichen Nitritbildung. Die
kontinuierliche chemische Nitritbildung in den Kontrollen, die durch die Reaktion von
NO,/N,O, mit Wasser bedingt war, wurde bei den ermittelten Aktivitaten berticksichtigt.
Anaerob in Gegenwart von NOI,O, war die spezifische Aktivitdt ganzer Zellen somit
deutlich geringer als aerob in Gegenwart von Sauerstoff.

4.13.2 TIVITAT ZELLFREIER EXTRAKTE

Die zellfreien Extrakte vom. eutrophaN904 wurden aus ganzen Zellen hergestellt, deren
spezifische Aktivitdt bekannt war (vergleiche Abschnitt 4.13.1). Zunachst erfolgte die
Charakterisierung des verwendeten Puffers. Es wurde der Einfluss von Rinderserumalbumin
(BSA) und des Detergenzes Triton X-100 gepruft. Triton X-100 wurde bei der
saulenchromatographischen Anreicherung der AMO eingesetzt. Zudem wurde der Einfluss
von Sauerstoff auf das zellfreie System getestet. Es wurden die Aktivitdten nach einem
Aufschluss der Zellen unter oxischen und anoxischen Bedingungen miteinander verglichen.

Ein Nachweis der aeroben und anaeroben Ammoniakoxidationsaktivitat zellfreier Extrakte
war nur in Gegenwart der Substanzen®MdCu?*, NADH und Proteaseinhibitoren méglich
(sieche Abschnitt 3.21). In Abwesenheit dieser Substanzen wurde keine Aktivitat
nachgewiesen. Uber einen Versuchszeitraum von 4 bis 5 h war die Nitritbildung der zellfreien
Extrakte konstant. Die spezifischen Aktivitditen waren von der eingesetzten
Proteinkonzentration mit 1,5 bis 3 mg/ml unabhangig. Ohne den Zusatz von BSA wurden
aerob Aktivitaten von 30 bis 173 pmol MO g Proteiit - h' gemessen. Die Aktivitaten
zellfreier Extrakte unterlagen somit in Gegenwart von Sauerstoff deutlichen Schwankungen.
Anaerob in Gegenwart von 25 ppm NGzw. NO, besalRen zellfreie Extrakte Aktivitaten

von 12 bis 15 pmol N©- g Proteift - h* (Tabelle 4.6). Durch die Zugabe von BSA zu den
zellfreien Extrakten konnte sowohl die aerobe als auch die anaerobe Aktivitdt in etwa
verdoppelt werden (Tabelle 4.6). In den zellfreien Kontrollen wurde aerob kein Nitrit
gebildet. In Gegenwart von NM,O, kam es in den Kontrollen zu einer geringfligigen
Nitritbildung, die bei den ermittelten anaeroben Aktivitaten beriicksichtigt wurde. In den
zellfreien Extrakten wurde kein Hydroxylamin gebildet.
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Tabelle 4.6: Spezifische aerobe und anaerobe Ammoniakoxidationsaktivitat zellfreier Extrakteegropha

N904 in Gegenwart von Luftsauerstoff bzw. in Gegenwart von 25 ppaiNyQy. Die Zellen wurden aerob
aufgeschlossen. Die Aktivitatstests wurden in PS1-Puffer mit und ohne den Zusatz von 10 mg/ml BSA uber
einen Zeitraum von 4 bis 5 h durchgefuhrt. Es wurden Proteinkonzentrationen von 1,5 bis 3 mg/ml eingesetzt.
Die relative Fehlergrenze der Parallelen in den Versuchsansatzen 1af #ei

Atmosphére Anzahl der Zusatz Aktivitat NO 5
Ansétze [umol - g Protein® - h']
von bis Mittelwert
0O, (21 %) 3 kein BSA 30-173 79
0O, (21 %) 7 BSA 68-217 154
NO,/N,O, (25 ppm) 2 kein BSA 12-15 14
NO,/N,O, (25 ppm) 5 BSA 14-104 38

Die mittleren Aktivitdten der zellfreien Extrakte waren in Gegenwart von Sauerstoff in etwa
funfmal hoher als in Gegenwart von 25 ppm JQO,. Die zellfreien Extrakte wiesen in
etwa 3 % der aeroben Aktivitat und in etwa 25 % der anaeroben Aktivitat ganzer Zellen auf.

Wurden die zellfreien Extrakte in Abwesenheit von Sauerstoff hergestellt, konnte keine
aerobe Ammoniakoxidationsaktivitat gemessen werden. Dagegen wurde die anaerobe
Aktivitat der zellfreien Extrakte durch den Zellaufschluss unter anoxischen Bedingungen
erheblich gesteigert (Tabelle 4.7). Demnach ist die AMO nach einem anaeroben
Zellaufschluss sauerstoffempfindlich. Die hdchste Ammoniakoxidationsaktivitat zellfreier
Extrakte mit durchschnittlich 184 umol NO g Proteiit - H' wurde nach einem anaeroben
Zellaufschluss in Gegenwart von N®,0, gemessen (Tabelle 4.7). Sie war sogar héher als
die anaerobe Aktivitat ganzer Zellen.

Tabelle 4.7: Spezifische aerobe und anaerobe Ammoniakoxidationsaktivitat zellfreier Extrakteegropha

N904 in Gegenwart von Luftsauerstoff bzw. in Gegenwart von 25 ppp\MQ),. Die Zellen wurden aerob oder
anaerob aufgeschlossen. Die Aktivitatstests wurden Uber einen Zeitraum von 4 bis 5 h durchgefuhrt. Es wurden
Proteinkonzentrationen von 1,5 bis 3 mg/ml eingesetzt. Die relative Fehlergrenze der Parallelen in den
Versuchsansatzen lag beb %.

Atmosphére Anzahl der Zellaufschluss Aktivitat NO 5
Ansétze [umol - g Protein®- hY]
von bis Mittelwert
0O, (21 %) 7 aerob 68-217 154
0O, (21 %) 4 anaerob 0 0
NO,/N,O, (25 ppm) 5 aerob 14-104 38
NO,/N,O, (25 ppm) 4 anaerob 0-370 184

Das Detergenz Triton X-100 hatte in jedem Fall einen hemmenden Einfluss auf die
spezifische Ammoniakoxidationsaktivitat. In Gegenwart von Triton X-100 im Startpuffer der
Saulenchromatographie (siehe Abschnitt 3.20.1) wurde die aerobe und anaerobe Aktivitat der
zellfreien Extrakte in etwa um die Halfte verringert (Tabelle 4.8).
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Tabelle 4.8: Spezifische aerobe und anaerobe Ammoniakoxidationsaktivitat zellfreier Extrakteegropha

N904 in Gegenwart von Luftsauerstoff bzw. in Gegenwart von 25 ppaiNyQy. Die Zellen wurden aerob
aufgeschlossen. Die Aktivitatstests wurden in PS1-Puffer oder Startpuffer der Saulenchromatographie (siehe
Abschnitt 3.20.1) Gber einen Zeitraum von 4 bis 5 h durchgefiihrt. Es wurden Proteinkonzentrationen von 1,5 bis
3 mg/ml eingesetzt. Die relative Fehlergrenze der Parallelen in den Versuchsansatzen Satpbei

Atmosphére Anzahl der Puffer Aktivitat NO 5
Ansétze [umol - g Protein®- hY]
von bis Mittelwert
0, (21 %) 7 PS1-Puffer 68-217 154
0O, (21 %) 4 Startpuffer mit Triton X-100 0-211 71
NO,/N,O, (25 ppm) 5 PS1-Puffer 14-104 38
NO,/N,O, (25 ppm) 5 Startpuffer mit Triton X-100 3-91 24

4.13.3 XTIVITAT ANGEREICHERTER AMMONIAKMONOOXYGENASE

Darauffolgend wurde untersucht, ob die mit Hilfe der S&ulenchromatographie angereicherte
Ammoniakmonooxygenase (AMO) Ammoniak zu Hydroxylamin oxidieren konnte. Dazu
wurde mit den Fraktionen, die die Proteine AmoA und AmoB enthielten, ein Aktivitatstest
durchgefuhrt. Die AMO wurde aus ganzen Zellen bzw. zellfreien Extrakten angereichert,
deren Aktivitaten bekannt waren (vergleiche Abschnitt 4.13.1 bzw. 4.13.2).

In den oben angegebenen Puffern konnte in Gegenwart von Triton X-100 erstmals eine
Ammoniakoxidationsaktivitat angereicherter AMO Uber die Bildung von Hydroxylamin
nachgewiesen werden. In einem Versuchszeitraum von 3,5 bis 4,5 h kam es in einigen
Versuchsansétzen zu einer konstanten Hydroxylaminbildung. Eine Nitritbildung trat nicht auf.
In enzymfreiem PS1-Puffer sowie in Eluaten der Saulenchromatographie ohne AmoA- und
AmoB-Protein wurde kein Hydroxylamin gebildet.

Die aeroben und anaeroben spezifischen Hydroxylaminbildungsraten waren nach
Anreicherung der AMO in Gegenwart von Sauerstoff mit durchschnittlich 9 bzw. 10 pmol
NH,OH - g Proteift - H' in etwa gleich hoch (Tabelle 4.9). Wenn die AMO in Abwesenheit
von Sauerstoff angereichert wurde, war die aerobe Ammoniakoxidation im Gegensatz zur
anaeroben Ammoniakoxidation deutlich gehemmt (Tabelle 4.9). Auch die angereicherte
AMO war somit nach einer Isolierung unter anoxischen Bedinungen sauerstoffempfindlich.

Tabelle 4.9: Spezifische aerobe Ammoniakoxidationsaktivitat in Gegenwart von Luftsauerstoff und anaerobe
Aktivitat in Gegenwart von 25 ppm NM,O, angereicherter AMO au. eutrophaN904. Die AMO wurde mit

Hilfe der Saulenchromatographie unter oxischen oder anoxischen Bedingungen angereichert. Die Zellen wurden
zuvor aerob aufgeschlossen. Die Aktivitatstests wurden uUber einen Zeitraum von 4 bis 5 h durchgefihrt. Es
wurden Proteinkonzentrationen der AMO-Fraktion von 1,2 bis 2,6 mg/ml eingesetzt. Die relative Fehlergrenze
der Parallelen in den Versuchsansatzen lag Bbeo.

Atmosphére Anzahl der Saule Aktivitat NH ,OH
Ansétze [umol - g Protein®- hY]
von bhis Mittelwert
0O, (21 %) 6 aerob 0-21 9
0O, (21 %) 7 anaerob 0-9 2
NO,/N,O, (25 ppm) 6 aerob 2-24 10
NO,/N,O, (25 ppm) 8 anaerob 3-26 10
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Wurden die angereicherten AMO-Fraktionen vor der Zugabe von Ammonium, das heif3t vor
dem Start des Aktivitatstests, 10 min in Gegenwart von 5 mM NADH inkubiert, so wurde die
spezifische Hydroxylaminbildung in etwa um die Hélfte verringert (nicht dargestellt).

In weiterfUhrenden Versuchen wurde bei der Anreicherung der AMO anstelle des
Detergenzes Triton X-100 das Detergenz Dod@epl-maltosid verwendet. In Gegenwart
dieses Detergenzes kam es zu keiner Steigerung der spezifischen Aktivitat, denn nach beiden
Anreicherungsmethoden wurden ahnliche Hydroxylaminbildungsraten der AMO gemessen
(nicht dargestelit).

Obwohl die AMO mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie deutlich angereichert wurde
(Abschnitt 4.12), kam es zu keiner Steigerung der spezifischen Ammoniakoxidationsaktivitat,
sie nahm bei der Anreicherung der AMO sogar deutlich ab (Tabelle 4.10). In Gegenwart von
Sauerstoff besalRen zellfreie Extrakte WreutrophaN904 in Startpuffer etwa 1,3 % und die
angereicherte AMO etwa 0,2 % der mittleren aeroben Aktivitat ganzer Zellen. In Gegenwart
von NO,/N,O4 wiesen zellfreie Extrakte in Startpuffer dagegen etwa 15,5 % und das isolierte
Enzym etwa 6,5 % der mittleren anaeroben Aktivitat ganzer Zellen auf.

Tabelle 4.10: Abnahme der spezifischen aeroben und anaeroben Ammoniakoxidationsaktivitat bei der
Anreicherung der AMO voil. eutropha\N904 mit Hilfe der Saulenchromatographie.

mittlere spezifische Aktivitat Aktivitat [%] bezogen auf die
[NO; bzw. NH,OH pmol Aktivitdt ganzer Zellen
- g Protein’ - h']
aerobe Aktivitat in Gegenwart von Sauerstoff

ganze Zellen 5.366 100
zellfreie Extrakte! 71 1,3
angereicherte AMC? 9 0,2
anaerobe Aktivitat in Gegenwart von Stickstoffdioxid 25 ppm NQ/N,O,.
ganze Zellen 155 100
zellfreie Extrakte! 24 15,5
angereicherte AMC? 10 6,5

! Die zellen wurden aerob aufgeschlossen. Die Messung der Aktivitat erfolgte in Startpuffer mit dem Detergenz
Triton X-100
2Die Anreicherung der AMO erfolgte mit einer aeroben Saule



108 BERGEBNISSE

4.14 GHARAKTERISIERUNG DER  AMMONIAKMONOOXYGENASE

In den folgenden Untersuchungen wurde die Ammoniakmonooxygenase (AMO) von
N. eutrophaN904 biochemisch charakterisiert. Dazu wurde ein Absorptionsspektrum des
Enzyms erstellt. Zudem wurde die relative Molekilmasse mit Hilfe der nativen
Gelelektrophorese bestimmt, und es wurde der Gehalt an Kupfer und Eisen ermittelt.
Weiterhin wurde die AMO elektronenmikroskopisch visualisiert. Die Untersuchungen
wurden entweder an der mit Hilfe der Saulenchromatographie angereicherten AMO oder an
der mittels Gradientenzentrifugation gereinigten AMO durchgefihrt.

4.14.1 ABSORPTIONSSPEKTRUM

Es wurde ein Absorptionsspektrum von der gereinigten AMO aufgenommen. Die
Absorptionsmessung erfolgte unter reduzierenden Bedingungen mit Natriumdithionit bei
Raumtemperatur. Im Absorptionsspektrum der gereinigten AMO war das fiur Proteine
charakteristische Absorptionsmaximum bei 290 nm deutlich zu erkennen (Abb. 4.30).
Zusatzlich trat eine schwache Bande bei 409 nm auf. In der Ausschnittsvergréf3erung wurden
zwei weitere Banden bei 523 nm und 552 nm sichtbar. Diese Banden sind charakteristische
Absorptionsmaxima von Cytochromen des c-Typs, inshesondere Cytochgaiireenberg &

Barrett, 1973). Cytochroms£ von Nitrosomonas europaebesitzt im reduzierten Zustand
einea-Bande bei 552 nm, eirfBande bei 523 nm und eigeBande bei 416 nm (Yamanaka

& Shinra, 1974). Die Intensitat derBande bei 552 nm war mit einer Extinktion von 0,018
sehr gering. Mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von 30.600- Mm' der a-Bande

des Cytochromgg, von Nitrosomonas europaegyamanaka & Shinra, 1974) errechnet sich
eine Cytochrom c-Konzentration von 0,59 uM. Bei Einsatz einer Proteinkonzentration von
1 mg/ml (siehe Abschnitt 3.22) ergibt sich fur das 10 kDa grof3e Cytochegrf¥amanaka

& Shinra, 1974) somit ein Gewichtsanteil von 0,59 % an der gereinigten AMO.
Charakteristische Absorptionsbanden weiterer Cytochrome traten in der gereinigten AMO
nicht auf. Das Absorptionsspektrum zeigte, dass die Enzympraperation der AMO nur in
Spuren mit Cytochrom ¢ kontaminiert war.
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Abb. 4.30: Absorptionsspektrum gereinigter AMO a&useutrophaN904 unter reduzierenden Bedingungen bei
pH 7,3. Die Reduktion erfolgte mit Natriumdithionit. Es wurden 1 mg Enzym pro ml Puffer eingesetzt. Oben
rechts ist eine AusschnittsvergréRerung des Absorptionsspektrums dargestellt.

4.14.2 RELATIVE M OLEKULMASSE

Zur Bestimmung der relativen Molekilmasse der AMO wurde eine native Gelelektrophorese
(7,5%iges Trenngel) in Gegenwart von Natriumdesoxycholat durchgefiihrt (Abb. 4.31). Die
Untersuchungen erfolgten mit angereicherter AMO. Im nativen Gel waren mehrere
Proteinbanden zu erkennen. Deutliche Banden waren bei 205 kDa, 136 kDa und 68 kDa zu
sehen. Die Antikdrper gegen die AmoA und AmoB reagierten im Immunblot mit allen
Proteinbanden des Gels (nicht dargestellt). Daraus lasst sich schlie3en, dass die A- und B-
Untereinheit der AMO in allen Banden vorhanden war. Die native AMO hatte somit kein
einheitliches Molekulargewicht.

Mit Hilfe des quantitativen Immunblots wurde nachgewiesen, dass beide Untereinheiten der
AMO im Verhaltnis 1:1 vorlagen (siehe Abschnitt 4.5.1). Bei einer &aquimolaren
Konzentration von AmoA und AmoB mit einem Molekulargewicht von 27 kDa bzw. 41 kDa
ergibt sich fur die kleinste Einheit des Enzyms eine relative Molekiilmasse von 68 kDa. Es ist
daher anzunehmen, dass es sich bei den 68 kDa grof3en Proteinen um Monomere (AB), bei
der 136-kDa-Bande um Dimere {By) bzw. bei der 204-kDa-Bande um Trimere;B4) des
AMO-Heterodimers (ABn) handelt.



110 ERGEBNISSE

M [kDa]
205.0- |8 205 kDa
.~ 136 kDa

116,0-

97 ,4-
66.0- 68 kDa

45,0-

Abb. 4.31: Coomassie gefarbtes natives Gel (7,5 % Polyacrylamid) angereiéid@esiusN. eutrophaN904.
Es wurden 15 pg Protein aufgetragen. Molekulargewichtsstandards sind links wiedergegeberelalive
Molekilmasse.

4.14.3 KUPFER- UND EISENGEHALT

Fiar die AMO wurde vielfach postuliert, dass sie Kupfer (Loveless & Painter, 1968; Ensign et
al., 1993) oder Eisen (Zahn et al., 1996) enthalt. Es wurden daher die Kupfer-, Eisen (ll)- und
Eisen (lll)-Gehalte der gereinigten AMO ermittelt. Mit Hilfe der Atom-
Absorptionsspektroskopie wurde in vier Parallelversuchen ein Gehalt voa @ 5§ Cu/mg
Protein gemessen. Dieses entspricht in etwa dem Gehalt von einem Kupferatom pro AMO-
Dimer (A:B,). Das in dem enzymfreien Puffer befindliche Kupfer wurde bei der Berechnung
des Kupfergehaltes der AMO bericksichtigt. Im Gegensatz zum Kupfer wurden keine
Eisen (II)- und Eisen (lll)-lonen nachgewiesen.

4.14.4 HEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die angereicherte AMO wurde mit Hilfe der Immungold (IG)-Markierung durch die AmoB-
Antikbrper markiert und nach Negativ-Kontrastierung elektronenmikroskopisch dargestellt
(siehe Abschnitt 3.18.4.4, 3.19). Die Goldpartikel traten stets in Verbindung mit partikularen
Strukturen auf (Abb. 4.32a). Hingegen wurden in Fraktionen der Saulenchromatographie, in
denen das AmoA- und AmoB-Protein nicht nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt 4.12),
keine Goldpartikel gebunden (nicht dargestellt). Bei hoherer Vergrél3erung waren einheitliche
Partikel mit einem Durchmesser von 6t71,2 nm zu erkennen (Abb. 4.32b). Fur die
Bestimmung der Grél3e wurden 100 Partikel ausgemessen. In einigen Fallen war das Zentrum
der Partikel dunkel gefarbt. Die Partikel waren stets aggregiert.
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b

Abb. 4.32: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der angereicherten AMQ ausropha
N904. Immungoldmarkierung der AmoB und nachfolgender Negativkontrastierung. Es sind Goldpartikel (G) der

IG-Markierung und partikulare Strukturen (P) der AMO zu erkennen. a) VergrofRerung 120.000fach,
GrofRenbalken 0,2 pm b) VergréRerung 260.000fach, GrofRenbalken 0,1 pm.




112 ERGEBNISSE




DISKUSSION 113

S5 DISKUSSION

Die beschriebenen Vertreter der Ammoniakoxidanten sind bis auf zwei marine Arten
phylogenetisch eng verwandt (Teske et al, 1994). Es wird daher vermutet, dass die
Schliisselenzymsysteme, insbesondere die Ammoniakmonooxygenase (AMO), innerhalb
dieser Gruppe weitgehende Ubereimshungen aufweisen (Bottchel,996). Jedoch sind
weder die Struktur noch der vollstdndige enzymatische Mechanismus der AMO der
Ammoniakoxidanten in der Literatur beschrieben. Die Aufreinigung der AMO in ihrer
aktiven Form wurde durch die Instabilitdt des Enzyms in zellfreien Extrakten verhindert.
Daher wurden die meisten Eigenschaften der AMO aus Versuchen mit ganzen Zellen
hergeleitet. Nach der Hemmung der AMO mit radioaktivmarkiertem Acetylen wurden zwei
Proteine, die AmoA und AmoB, identifiziert (McTavish et al., 1993 a), die als mdgliche
Untereinheiten des Enzyms in Betracht kommen.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass sowohl das AmoA-Protein als auch das
AmoB-Protein Bestandteile des ammoniakoxidierenden Enzyms sind. Der Nachweis gelang
mit Hilfe von Antikbrpern gegen die AmoA und die AmoB, die im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt wurden. Die AMO wurde in aktiver Form isoliert und charakterisiert. Dartber
hinaus ermdglichte die Verwendung der Antikorper den quantitativen Nachweis der AMO
unter bestimmten Wachstumsbedingungen. Auf3erdem konnten die Antiseren ifuirsitie
Detektion von Ammoniakoxidanten in Anreicherungskulturen eingesetzt werden.

5.1 ANTIKORPER GEGEN DAS AMOA- UND AMOB-PROTEIN

Gegen das AmoA-Protein wurden polyklonale Antikorper mit Hilfe eines synthetischen
15 Aminosauren (AS) grof3en Oligopeptids hergestellt, das der N-terminalen Sequenz der
AmoA von Nitrosomonas eutrophBlm 57 entsprach. Die AntikGrper waren somit nur gegen
einen sehr kleinen Bereich des 275 AS langen AmoA-Proteins gerichtet. Der N-terminale
Abschnitt des hydrophoben Proteins istNitrosomonas europaehydrophil (McTavish et

al., 1993 a). Die Herstellung der polyklonalen AmoB-Antikorper erfolgte hingegen mit Hilfe
des 420 AS langen (Bergmann & Hooper, 1994 a) gereinigten AmoB-Proteins aus
Nitrosomonas eutrophaN904. Vergleiche mit den zweiamoBGensequenzen aus
Nitrosomonas eutrophd&m 57 @moB1 und amoB2 GenBank Nummern U51630 und
U72670) deuteten darauf hin, dass das isolierte AmoB-Protein ein Gemisch aus beiden
Genprodukten war. Die hydrophobe N-terminale Sighalsequenz (McTavish et al., 1993 a) war
in dem isolierten AmoB-Protein nicht vorhanden. Sie wurde vermutlich bei der Translokation
der AmoB in den periplasmatischen Raum abgespalten.
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Die Antikorper gegen das AmoA- und AmoB-Protein reagierten spezifisch mit der jeweiligen
Untereinheit der AMO. Die AmoA-Antikdrper markierten im Immunblot das AmoA-Protein
der NitrosomonasArten N. eutropha N. europaeaN. halophilaund N. aestuarii Mit Hilfe

der Immunfluoreszenz (IF)-Farbung war daruber hinaus eine leichte Markierung der sechs
weiteren getesteten Arten vdxitrosomonas(N. communis, N. cryotolerans, N. marina,

N. nitrosa, N. oligotropha, N. urependglich. Die unterschiedlichen Reaktionen der AmoA-
Antikdrper im Immunblot und die unterschiedlich starken IF-Farbungen héngen
moglicherweise damit zusammen, dass die Antikdrper polyklonal sind und somit gegen
unterschiedliche antigene Determinanten gerichtet sind. Sobald eine AS einer antigenen
Determinante verandert ist, kbnnen Antikorper, die gegen diese Determinante gerichtet sind,
nicht mehr binden. Die Reaktion der Antikorper fallt daher schwéacher aus. Fur die
Herstellung der AmoA-Antikérper wurde die N-terminale AmoA-SequenzNitnosomonas
eutrophaNm 57 verwendetN. eutrophaist mit N. europaeaund N. halophilanahe verwandt
(Purkhold et al., 2000), was sich entsprechend in der deutlichen Reaktion der Antikérper im
Immunblot und in der intensiven IF-Farbung der Organismen wiederspiegelt.
Sequenzvergleiche der AmoA-Proteine WneutrophaundN. europaeaeigten, dass die N-
terminalen Sequenzen der Proteine identisch sind (GenBank Nummern U51630, U72670;
McTavish et al., 1993 a). Die anderen Arten Witrosomonassind mitN. eutrophaweniger
verwandt und unterscheiden sich daher moglicherweise in den N-terminalen AS-Sequenzen
der AmoA-Proteine vonN. eutropha Dieses wuirde erklaren, warum diese Arten mit
Ausnahme vonN. aestuariibei der IF-Farbung schwach gefarbt waren bzw. die AmoA-
Proteine im Immunblot nicht detektiert wurden. Die 15 N-terminalen AS der AmoA-Proteine
der verschiedenehlitrosomonasArten sind bisher nicht bekannt. Bei den unterschiedlich
starken Reaktionen der Antikorper im Immunblot und bei der IF-Farbung spielen
verschiedene AmoA-Gehalte in den Zellen wahrscheinlich keine Rolle, da die AmoA-Gehalte
derNitrosomonasArten im SDS-Gel ahnlich hoch waren (siehe Abb. 4.5a, Abschnitt 4.4.1).

Die ubrigen Gattungen der Ammoniakoxidant&htrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobus

und Nitrosococcuswurden mit den AmoA-Antikérpern sowohl im Immunbilot, als auch bei
der IF-Farbung nicht detektiert. Vermutlich weicht die AS-Sequenz der AmoA von
Nitrosococcus mobiligrotz der nahen Verwandtschaft Aitrosomonaseutrophain den

ersten sieben N-terminalen AS derart ab, dass die Antikérper nicht binden konnten. Die N-
terminale AS-Sequenz der AmoA vadxitrosococcus mobiligst erst ab der achten AS
beschrieben (GenBank Nummer AF037108). Ab der achten AS ist sie mit der AmoA-
Sequenz vorNitrosomonas eutrophadentisch. Die N-terminalen Abschnitte der AmoA-
Proteine vonNitrosospira, Nitrosovibriound Nitrosolobusunterscheiden sich deutlich von

der N-terminalen AmoA-Sequenz der Gattidiyosomonagsiehe GenBank Nummern bei
Klotz & Norton, 1998). Die Aminosauren (AS) in Position 3 und 4 sind nicht vorhanden und
die Glutaminsaure in Position 7 ist durch eine Asparaginsaure ersetzt (Norton et al., 1996).
Bei Nitrosococcus ocearstimmen nur finf der 15 N-terminalen AS der AmoA mit den 15 N-
terminalen AS der AmoA vorNitrosomonas eutrophaiberein (Alzerreca et al., 1999).
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Weiterhin lasst sich erklaren, warum die AmoA-Antikérper nicht mit der A-Untereinheit des
mit der AMO verwandten Enzyms Methanmonooxygenase (pMMO) der getesteten
Methanoxidanten reagierte. Die 15 AS der A-Untereinheit der pMMO (PmoA) von
Methylococcus capsulatusind mit Ausnahme einer AS mit den 15 N-terminalen AS von
Nitrosococcus oceandentisch (Alzerreca et al., 1999).

Da die AmoA-Antikdrper bei der IF-Farbung im Gegensatz zum Immunblot alle Arten von
Nitrosomonas detektierten, war die Methode der IF-Farbung empfindlicher als der
Immunblot. Das hdngt moglicherweise damit zusammen, dass sowohl bei der IF-Farbung im
Gegensatz zum Immunblot einzelne Zellen untersucht wurden, als auch das
Antikoérper/Proteinverhaltnis bei der IF-Farbung um den Faktor 400 hoher war als beim
Immunblot.

Im Gegensatz zu den AmoA-Antikdrpern besalen die AmoB-Antikdrper im Immunblot ein
breiteres Wirkungsspektrum. Sie detektierten spezifisch die AmoB aller getesteten
Ammoniakoxidanten der3-Proteobakterien. Das breitere Wirkungsspektrum ist darauf
zurtckzufuhren, dass die AmoB-Antikdrper im Gegensatz zu den AmoA-Antikdrpern nicht
nur gegen einen kleinen N-terminalen Abschnitt des Proteins, sondern gegen das gesamte
Protein gerichtet waren. Zudem sind die AmoB-Proteine innerhalb der Ammoniakoxidanten
der [3-Proteobakterien deutlich konserviert. Sie zeigen hohe AS-Sequenzéhnlichkeiten (ca.
73 %) (Alzerreca et al., 1999). Die AmoB-Antikdrper reagierten im Immunblot jedoch nicht
mit den Ammoniakoxidanten derProteobakterien. Dieses ist vermutlich auf die geringen
AS-Sequenzéahnlichkeiten der AmoB-Proteine beider Unterklassen zurtickzufihren. Die
AmoB von Nitrosococcus oceanhat nur 38 % AS-Sequenzahnlichkeit zur AmoB der
Ammoniakoxidanten dei3-Proteobakterien (Alzerreca et al., 1999). Die physiologisch
verwandte partikulare Methanmonooxygenase (pMMO) der Methanoxidanten wurde
ebenfalls nicht mit den AmoB-Antikdrpern im Immunblot markiert. Die B-Untereinheit der
pMMO (PmoB) vonMethylococcus capsulatuseigt nur 40 % AS-Sequenzahnlichkeit zur
AmoB der Ammoniakoxidanten d@r Proteobakterien (Alzerreca et al., 1999).

Wie schon bei den Untersuchungen mit den AmoA-Antikérpern beobachtet wurde, war die
IF-Farbung und die Immungold (IG)-Markierung empfindlicher als der Immunblot. Bei
beiden Methoden wurden Ammoniakoxidanten geProteobakterien undvethylococcus
capsulatuschwach markiert.

5.2 AMOA- UND AMOB-PROTEIN

Die Antiseren ermdglichten es, die Untereinheiten der AMO wahrend der Reinigung des
Enzyms zu identifizieren. Mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie und anschlielRender
Gradientenzentrifugation ist es in dieser Arbeit erstmals gelungen, eine aktive Form der
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Ammoniakmonooxygenase (AMO) vomitrosomonas eutrophazu isolieren und zu
charakterisieren. Antikorper sind schon haufig zur Isolierung und/oder Charakterisierung von
Schlisselenzymen  verwendet worden, wie z. B. Antikbper gegen die
Hydroxylaminoxidoreduktase (HAQO) vaditrosomonas europae@\ejidat et al., 1997) und
Antikdrper gegen die partikulare Methanmonooxygenase (pMMO) Mathylococcus
capsulatugZahn & DiSpirito, 1996). In dieser Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass das
AmoA- und AmoB-Protein Untereinheiten der aktiven AMO sind. Beide Untereinheiten
traten in der aktiven AMO-Fraktion ungefahr im gleichen Verhaltnis auf. Des Weiteren wurde
in der aktiven AMO-Fraktion in sehr geringen Mengen ein 30 kDa-Protein nachgewiesen. Bei
diesem Protein konnte es sich um das 31 kDa gro3e AmoC-Protein handeln (Klotz et al.,
1997). Fur diese Annahme spricht, dass auch die isolierte aktive Form der partikularen
Methanmonooxygenase (pMMO) aus drei Untereinheiten (PmoA, PmoB, PmoC) besteht
(Zahn & DiSpirito, 1996; Nguyen et al., 1998). Die AMO und die pMMO sind vermutlich
verwandt, denn sie weisen trotz unterschiedlicher physiologischer Aktivitat viele
Gemeinsamkeiten auf (Holmes et al., 1995; Klotz & Norton, 1998). Eine weitere Mdglichkeit
ware, dass es sich bei dem 30 kDa-Protein um eine Vorstufe der 27 kDa grof3en AmoA
(Hyman & Arp, 1992; Schmidt et al., 2001 b) handelt. Dieses ist jedoch eher
unwahrscheinlich, da das 30-kDa-Protein nicht mit den AmoA-Antikdrpern detektiert werden
konnte.

Weitere Versuche zeigten, dass die A- und B-Untereinheiten der AMO auch in den Zellen von
Nitrosomonas eutrophatets ungefahr im Verhdaltnis 1.1 vorkamen. Dieses stimmt mit
genetischen Untersuchungen tberein, die zeigten, dass dia@eA@indamoBgemeinsam
transkribiert werden (Sayavedra-Soto et al., 1998). Mit Hilfe des Immunblots wurde ein
prozentualer AMO-Anteil (AmoA + AmoB) am Gesamtprotein \Witrosomonas eutropha

nach Anzucht mit 10 mM Ammonium von 12482 % gemessen. Ahnliche Werte ergaben
sich bei der Isolierung des nativen Enzyms. Die verwandte pMMO ist mit einem Gehalt von
20 bis 40 % am Gesamtprotein in Zellen von Methanoxidanten vorhanden (Zahn & DiSpirito,
1996; Nguyen et al., 1998). Der AMO-Gehalt war jedoch abhangig von der
Ammoniumkonzentration im Medium. Zellen, die mit wenig Ammonium (1 mM) angezogen
wurden, enthielten deutlich mehr AMO als Zellen, die mit viel Substrat (100 mM) gewachsen
waren. Dieses ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass bei Substratkonzentrationen, die unter
dem Ky-Wert der AMO liegen, die Aktivitat der AMO verringert ist und durch hohe
Konzentrationen des Enzyms ausgeglichen werden muss. R&Weikk der AMO von
Nitrosomonas eutrophdiegt fir Ammonium bei einem pH-Wert von 7,3 bei ca. 1,8 mM
(Schmidt & Bock, 1998). Dagegen ist die Aktivitat der AMO bei hohen
Ammoniumkonzentrationen maximal, so dass geringere AMO-Konzentrationen zum
Wachstum ausreichen. Plausibel ist auch, dass beim Wachstum mit Harnstoff und Glutamin
anstelle von freiem Ammonium eine erhdhte AMO-Konzentration gefunden wurde. Beim
Wachstum mit den alternativen Ammoniakquellen liegen nach der Ammoniumfreisetzung aus
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den organischen Verbindungen in der Zelle nur geringe Konzentrationen an Ammonium vor
(Burton & Prosser, 2001). Dieses entspricht dem oben genannten Wachstum in Gegenwart
geringer Ammoniumkonzentrationen. Die Ammoniumkonzentration im Anzuchtsmedium
korrelierte zudem mit der Anzahl der intracytoplasmatischen Membranen (ICMs) von
Nitrosomonas eutroph&ellen, die mit geringen Substratkonzentrationen (1 mM) gewachsen
waren, besal3en viele ICMs. Bei hohen Ammoniumkonzentrationen hatten die Zellen dagegen
nur wenige ICMs. Da die AMO als membrangebundenes Enzym beschrieben worden ist
(Hyman & Wood, 1985), deuten die Ergebnisse indirekt darauf hin, dass die AMO in den
ICMs lokalisiert ist. Wenn viel AMO synthetisiert wird, miissen demnach viele ICMs gebildet
werden, um die AMO in den Membranen unterzubringen. Dieses erscheint sinnvoll, da die
AMO bei Anzucht mit 1 mM Ammonium etwa 25 % des Gesamtproteins und somit fast 60 %
des Membranproteins ausgemacht hat. Auch bei Methanoxidanten fuihrt Substratmangel zu
einer deutlichen Erh6hung des pMMO-Gehaltes und gleichzeitig zu einer erhohten Anzahl der
ICMs (Nguyen et al., 1998). Da die ICMs vbethylococcus capsulatusir in Verbindung

mit der pMMO auftreten und nicht gebildet werden, wenn die SMMO die Methanoxidation
katalysiert, wird auch dort vermutet, dass die pMMO auf den ICMs lokalisiert ist (Prior &
Dalton, 1985 b).

Hungernde Zellen vohlitrosomonadesalien einen hoheren Gehalt an AMO als wachsende
Zellen. Ein Nachweis der AMO-Proteine war selbst ein Jahr nach dem Substratverbrauch der
Zellen noch mdoglich. In den hungernden Zellen wurde jedoch nur eine geringe
Ammoniakoxidationsaktivitat nachgewiesen. Diese Restaktivitat in hungernden Zellen von
Nitrosomonaswurde bereits mehrfach beschrieben (Jones & Morita, 1985; Johnstone &
Jones, 1988; Nejidat et al., 1997; Wilhelm et al., 1998). Aus den Ergebnissen wird deutlich,
dass der Gehalt der AMO nicht mit der Aktivitat der Zellen korrelierte (siehe auch Stein &
Arp, 1998). Trotz der hohen AMO-Konzentrationen in hungernden Zellen, scheint die AMO
kein konstitutives Enzym zu sein, welches fortwahrend synthetisiert wird, da es in
Abwesenheit von Ammonium zum vollstdndigen Abbau der AMO-mRNA kommt
(Sayavedra-Soto et al.,, 1996). Zudem ist in Zellen Mitnosomonasvier Wochen nach
Substratverbrauch keine endogene Atmung mehr nachzuweisen (Johnstone & Jones, 1988).
Vielmehr scheint die AMO wahrend der Hungerperioden vor dem Abbau geschiitzt zu sein.
Dadurch wird eine sofortige Energieversorgung der Zellen gewahrleistet, sobald das Substrat
wieder zur Verfigung steht. Der hohere AMO-Gehalt in hungernden Zellen st
wahrscheinlich im Vergleich zu wachsenden Zellen auf den Abbau ungeschuitzter Proteine
zuriickzufiihren.  Ahnliche Ergebnisse wurden fiir das zweite Schliisselenzym der
Ammoniakoxidanten, die Hydroxylaminoxidoreduktase (HAO), gewonnen (Nejidat et al.,
1997). Im Immunblot bleibt der Gehalt der HAO hungernder Zellen konstant. Zudem wurde
eine Restaktivitdt des Enzyms in hungernden Zellen detektiert, obwohl keine mRNA der
HAO mehr nachzuweisen war (Wilhelm et al., 1998; Sayavedra-Soto et al., 1996).
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Auch die Immunfluoreszenz (IF)-Untersuchungen deuten daraufhin, dass das AmoA- und
AmoB-Protein vonNitrosomonasim Bereich der Cytoplasmamembran und den ICMs
lokalisiert sind. Fluoreszenzsignale waren nach der IF-Farbung mit den AmoA- und AmoB-
Antikérpern vorwiegend in der Zellperipherie zu sehen. Nach der IF-Farbung der Zellen von
Nitrosomonasmit den AmoB-Antikdrpern trat stets ein deutliches ringférmiges Signal auf.
Die Fluoreszenzsignale der AmoA-Antikérper fanden sich dartiber hinaus auch haufig weiter
im Inneren der Zellen. Anhand der gekoppelten IF-Farbung mit Antikdrpern gegen die AmoA
und AmoB wurde deutlich, dass das IF-Signal der AmoB-AntikOrper stets weiter in der
Zellperipherie lag als das Signal der AmoA-Antikorper. Es wird daher vermutet, dass sich das
Uberwiegend hydrophile AmoB-Protein (Bergmann & Hooper, 1994 a) an der
periplasmatischen Seite der Membranen befindet und das hydrophile N-terminale Ende der
AmoA, welches von den AmoA-Antikdrpern detektiert wird, auf der inneren,
cytoplasmatischen Seite der Membranen liegt. Wenn viele ICMs in den Zellen von
Nitrosomonasvorhanden waren, befanden sich daher die Fluoreszenzsignale auch weiter im
Inneren der Zelle. Hatten die Zellen dagegen weniger ICMs, traten die Signale nur in der
Zellperipherie auf. Im Gegensatz zu den AmoA-Antikbrpern detektierten die AmoB-
Antikérper neberNitrosomonasauch die weiteren Gattungen der Ammoniakoxidanten aus
der B-Unterklasse der Proteobakterien. Auch in diesen Organismen wurden die IF-Signale in
der Nahe der Cytoplasmamembran bzw. den ICMs detektieNitimsococcus mobiljsder

wie Nitrosomonasperipher angeordnete ICMs besitzt, fanden sich die Signale in der
Zellperipherie. Zellen vonNitrosovibrio, die keine ICMs besitzen, wurden ebenfalls
vorwiegend in der Zellperipherie gefarbt. Da die Zellen Mtnosovibrio jedoch mit 0,3 pm

sehr schmal sind (Spieck et al., 1992), konnten die IF-Signale nicht immer der Zellperipherie
oder der Zellmitte zugeordnet werden. Bétrosospira und Nitrosolobustraten auch im
Inneren der Zelle IF-Signale auf. Dieses lasst sich damit erklaren, dass die
Cytoplasmamembran in den spiralig, eng gewundenen ZellerNitossospira ins Innere
gewdlbt sein kann und die Zellen vditrosolobusdurch ICMs partiell kompartimentiert
werden.

Die Lage der AMO-Untereinheiten in den Zellen der Ammoniakoxidanten wurde weiterhin
mit Hilfe der Immungold (IG)-Markierung untersucht. Im Gegensatz zu den AmoB-
Antikérpern war es mit den AmoA-Antikdrpern nicht moglich, die Zellen Mitnosomonas
immuncytochemisch zu untersuchen. Vermutlich haben die Vorbehandlungen der Zellen mit
Formaldehyd oder das Hochdruckgefrieren die antigenen Determinanten der AmoA derart
verdndert, dass die AmoA-AntikOrper nicht binden konnten. Es ist bekannt, dass
Aldehydfixierungen zu einer starken Vernetzung von Proteinen filhren und somit
Antikérperbindungen verhindern konnen (Hyatt, 1991). Die [IG-Markierungen mit den
AmoB-Antikérpern wurde durch die Aldehydbehandlung der Zellen nicht behindert. Die
Goldpartikel befanden sich bei allen Gattungen der Ammoniakoxidanten, mit Ausnahme von
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Nitrosolobus stets im Bereich der auf3eren Cytoplasmamembran. Die Goldmarkierungen
traten somit beNitrosomonas, Nitrosococcusd Nitrosovibrio in der Zellperipherie auf. In
Nitrosospira folgten die Goldmarkierungen dem Verlauf der ins Cytoplasma ragenden
Cytoplasmamembran. INitrosolobus wurden neben der auf3eren Cytoplasmamembran
zudem die ICMs markiert, die die Zellen partiell kompartimentierten. In der Nahe der
peripheren bzw. zentralen ICMs der Gattundgétrosomonasund Nitrosococcuswurden
Uberraschenderweise nur selten Goldpartikel detektiert. Die genaue Lokalisation, ob die
AmoB-Proteine frei im Periplasma oder an die periplasmatische Seite der
Cytoplasmamembran gebunden waren, konnte jedoch nicht bestimmt werden. Dieses ist auf
den grof3en Abstand zwischen dem AmoB-Protein und der Goldmarkierung zurtickzuftihren,
der durch den Einsatz sekundarer Antikdrper in etwa 30 nm grof} ist (Rohde et al., 1988). Bei
einer Dicke der Membranen von 8 nm ist dieser Abstand etwa viermal groRer als die
Doppelmembranen dick sind (Murray & Watson, 1965). Die Ergebnisse der 1G-Markierung
stehen im Widerspruch zu den physiologischen Untersuchungen, die zeigten, dass der AMO-
Gehalt mit der Anzahl der ICMs korrelierte. AuRerdem gehen Murray & Watson (1965)
davon aus, dass alle cytoplasmatischen Membranen (die auf3ere und die ICMs) gleichwertig
sind, d. h. aus den gleichen Bausteinen aufgebaut sind. Sie beschreiben, dass die ICMs durch
Einstilpungen der &ufRReren Membran ins Cytoplasma entstehen und im Falle von
Nitrosomonasund Nitrosococcus mobilisstets mit der auf3eren Cytoplasmamembran in
Verbindung bleiben. Mogliche Erklarungen, warum die IG-Markierung mit den AmoB-
Antikbrpern bei Nitrosomonas und Nitrosococcus nur in  N&he der &ul3eren
Cytoplasmamembran und nicht mit den ICMs auftraten, sind die Folgenden:

) Die AmoB ist gleichmaRig Uber die gesamten Membranen, d. h. die &ul3ere
Cytoplasmamembran und die ICMs, verteilt. Die Antikdrper konnten jedoch nur die
AmoB-Proteine der &uf3eren Cytoplasmamembran detektieren, da die Ubrigen AmoB-
Proteine mdglicherweise raumlich verdeckt sind. Der periplasmatische Raum zwischen
den ICMs ist sehr viel kleiner als zwischen der Zellwand und der &uf3eren Membran.
Hinweise, dass die Antikorper an Teilen der Membran aufgrund raumlicher Hindernisse
nicht binden, geben die immuncytochemischen Untersuchungeidetereinheit der
Nitritoxidoreduktase (NOR) vonNitrobacter (Spieck et al, 1996). Mit dieser
Vermutung lieBe sich erklaren, warum jedoch die ICMs bmosolobus mit den
Antikbrpern markiert werden kdnnen. Im Gegensatz zu den ICMstiasomonasind
Nitrosococcus die durch Einstllpungen der &uf3eren Cytoplasmamembran gebildet
werden, entstehen die ICMs vorNitrosolobus durch Einstllpungen der
Cytoplasmamembran und Teilen der inneren Zellwand, wie z. B. der Mureinschicht
(Watson et al.,, 1971). Daher ist es mdoglich, dass die Grofie des periplasmatischen
Raumes auch im Inneren der Zelle Witrosolobuskonstant gehalten wird.

) Die AmoB-Proteine sind mdglicherweise unregelmalRig tUber die Membranen von
NitrosomonasundNitrosococcugrerteilt. An der aul3eren Cytoplasmamembran befindet
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sich eine hohere AmoB-Konzentration als an den ICMs. Fir diese Vermutung spricht,
dass die ICMs vomitrosococcus oceargegentber der aul3eren Cytoplasmamembran
strukturelle Unterschiede aufweisen (Remsen et al, 1967). Weiterhin ist auch in
anderen Fallen eine Differenzierung von Membranen beobachtet worden. In
Halobacterium bedeckt das Pigment Bakteriorhodopsin nicht die gesamte
Cytoplasmamembran, sondern ist nur auf einzelne Flecken (Purpurmembranen)
beschrankt (Blaurock & Stoeckenius, 1971). Zudem sind die photosynthetischen
Enzymkomplexe in den Thylakoidmembranen von Chloroplasten unregelmaliig verteilt
(Anderson und Anderson, 1982). Gegen eine Differenzierung der Cytoplasmamembran
und der ICMs vorNitrosomonasund Nitrosococcusspricht jedoch, dass in Bakterien,

die ICMs ausbilden, die Enzyme gleichméafig in den Membranen angeordnet sind. In
photosynthetischen Bakterien sind die Photosysteme (Cohen-Bazire, 1962; Fuller,
1963) und inNitrobacterist die NOR (Spieck et al., 1996) gleichmaf3ig tber die ICMs
verteilt.

5.3 IDENTIFIZIERUNG VON AMMONIAKOXIDANTEN

Aufgrund der unterschiedlichen Wirkungsspektren der AmoA- und AmoB-Antikdrper und
der Morphologie der Zellen war es mit der IF-Farbung mdglich, die finf verschiedenen
Gattungen der Ammoniakoxidanten immunologisch zu unterscheiden. Ammoniakoxidanten
konnten in Rein- und definierten Mischkulturen sowie in Anreicherungskulturen detektiert
und einer bestimmten Gattung zugeordnet werden. Neuisolate aus Sandstein wurden mit Hilfe
der AmoB-Antikorper schnell und eindeutig als Vertreter der Gattdiiggsomonasoder
Nitrosospiraidentifiziert. Die Ergebnisse wurden anhand der charakteristischen Ultrastruktur
der Gattungen mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestatigt. Es wird
vermutet, dass die Antikorper auch weitere nicht beschriebene Neuisolate der
Ammoniakoxidanten detektieren. Dagegen war mit Hilfe der drei eingesetzten 16S rRNA-
Sonden keine Gattungszuordnung der Neuisolate moglich. Weder die NEU-CTE-Sonde
(detektiertNitrosomonagnoch die Nsv443-Sonde (detektidlitrosospirg Nitrosovibrio und
Nitrosolobu3g und zum Teil auch nicht die Ns0o190-Sonde (detekiekmmoniakoxidanten)
reagierten mit den Neuisolaten. Das zeigt, dass die AmoB-AntikOrper ein grbl3eres
Wirkungsspektrum und somit einen  Vortel gegeniber den eingesetzten
Oligonukleotidsonden hatten. Bisher ist noch keine spezifische Oligonukleotidsonde bekannt,
die alle Ammoniakoxidanten des-Proteobakterien markiert (Purkhold et al., 2000). Die
bisher beschriebenen 16S rRNA-Sonden erfassen oft nur bestimmte Arten.

Darlber hinaus konnte die IF-Farbung erfolgreich in Anreicherungskulturen angewandt
werden. Dabei wurden die Antikbrper gegen die AmoA und AmoB gleichzeitig verwendet
(gekoppelte IF-Farbung). In den Anreicherungen aus Belebtschlamm (Dradenau/Hamburg)
wurde ein Grofteil der Zellen der GattuNgrosomonaszugeordnet. Die Anwesenheit von
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Nitrosomonasvurde mit der NEU-CTE-Sonde (detektidlitrosomonak bestatigt. Weiterhin
konnte dieses Ergebnis durch Untersuchungen von Schnier (2001) gestutzt werden, der in
10 Wochen alten Anreicherungskulturen aus der gleichen Belebtschlammprobe mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie fast ausschliel3Ildhirosomonasietektierte Nitrosomonaswird auch

in der Literatur als dominierender Vertreter der Ammoniakoxidanten in Abwasser
beschrieben (Volsch et al., 1990; Mobarry et al., 1996; Koops & Pommerening-Rdser, 2001).
Juretschko et al. (1998) wiesen dagegen in Belebtschlamm hauptsaghim$ococcus
mobilis &hnliche Ammoniakoxidanten nach. In Anreicherungskulturen von verwittertem
Sandstein wurde ebenfalls Uberwiegend die GatNitrgpsomonasietektiert. Die Gattungen
Nitrosospiraund Nitrosovibriowaren in dieser Probe nur in geringeren Mengen nachweisbar.
Dieses ist erstaunlich, da aus Sandsteinproben historischer Gebaude vorwiegend Vertreter der
Gattung Nitrosovibrio (Meincke et al., 1989; Spieck et al, 1992) uNitrosospira
(vorliegende Arbeit, siehe Abschnitt 4.7) und nidditrosomonasisoliert wurden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse sind vermutlich auf die unterschiedliche Positionierung der
Sandsteinproben zurickzufihren. In dieser Arbeit wurden Proben verwendet, die durch die
Lagerung auf einem Sandbett nahezu standig feucht waren. Die Sandsteinproben wurden
5Jahre im Neuen Botanischen Garten/Hamburg exponiert und zeigten deutliche
Biofilmbildung. Dagegen stammten die tbrigen Proben von trockenen Gebaudeoberflachen.
Im Gegensatz zu den Belebtschlamm- und Sandsteinproben dominierte in
Anreicherungskulturen von Teichsediment die GattMiitgosospira Dieses stimmt mit den

in der Literatur beschriebenen Untersuchungen tberein (Hiorns et al., 1995; Hastings et al.,
1998; Whitby et al., 1999). In Anreicherungskulturen von Bodenproben (Gartenerde, pH 7,6)
wurden Zellen der Gattungitrosospiraund Nitrosolobusdetektiert. Zudem traten coccoide
Zellen auf, die nicht eindeutig einer Gattung zugeordnet werden konnten. Da junge Zellen von
Nitrosolobusnach der IF-Farbung coccoid erschienen, ist es moéglich, dass es sich ebenfalls
um Vertreter dieser Gattung handelte. Auch in elektronenmikroskopischen Untersuchungen
der gleichen 10 Wochen alten Kulturen wurden Uberwiegend Vertreter der Gattung
Nitrosolobusdetektiert (Schnier, 2001). Bisherige Untersuchungen zeigen, dass die Gattungen
Nitrosolobus(Walker, 1978; McDonald, 1986) unditrosospira (Belser & Schmidt, 1978;
Hiorns et al., 1995; Hastings et al., 1997; Jiang & Bakken, 1999) haufig in hoher Zahl in
Lehm- und Ackerb6den mit einem neutralen pH-Wert vertreten sind.

Aufgrund unspezifischer Reaktionen der AmoB-Antikorper mit den Flocken der
Anreicherungen der Belebtschlamm- und Teichsedimentproben war mit diesen Antikdrpern in
den Flocken keine Detektion moglich. In den Flocken konnten Ammoniakoxidanten aber mit
Hilfe der AmoA-Antikdrper nachgewiesen werden. Mit der NEU-CTE-Oligonukleotidsonde
kam es nur zu leichten unspezifischen Reaktionen. Die unspezifischen Reaktionen der AmoB-
Antikorper traten nicht bei den Untersuchungen der Anreicherungen von Sandstein- und
Bodenproben auf. Im Gegensatz zu den Antikrpern wurde die Detektion mit der NEU-CTE-
Sonde in den Sandstein- und Bodenproben durch unspezifische Reaktionen der Sonde mit
Gesteins- und Humuspartikeln deutlich behindert. Die AntikGrper erwiesen sich somit bei der



122 DSKUSSION

Untersuchung der Sandstein- und Bodenproben gegentber den Sonden aufgrund der
geringeren Hintergrundfluoreszenz als vorteilhaft. Zudem waren die Signale der IF-Farbung
sehr viel intensiver als die den situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Sonden
(FISH) und blichen nicht so schnell aus.

Dartiber hinaus haben die in dieser Arbeit entwickelten Antikdrper gegen die AMO-
Untereinheiten erhebliche Vorteile gegeniber den Antikdrpern, die bisher zur Detektion von
Ammoniakoxidanten in Naturproben eingesetzt wurden (z. B. Vdlsch et al, 1990;
Smorczewski & Schmidt, 1991; Sanden et al., 1994). Die bisherigen Antikérper sind gegen
Zellwandauf3enschichten von Ammoniakoxidanten gerichtet. Da die ZellwandaufRenschichten
erhebliche serologische Unterschiede innerhalb einer Art aufweisen, konnten die Antikorper
selbst innerhalb eines Okosystems nicht alle Vertreter einer Art, sondern nur bestimmte
Serotypen detektieren (Belser & Schmidt, 1978; Ward & Carlucci, 1985). Die in dieser Arbeit
entwickelten Antikdrper gegen das konservierte Schlisselenzym erlauben es dagegen
moglicherweise, alle Ammoniakoxidanten d@rProteobakterien in einem Habitat zu
erfassen. Erste Ergebnisse der IF-Farbungen an Anreicherungskulturen von Naturproben
unterstitzen diese Annahme. Antikorper gegen konservierte Schlisselenzyme, wie z. B. die
Nitritoxidoreduktase der Nitritoxidanten oder die Nitritreduktase von denitrifizierenden
Bakterien, wurden bereits erfolgreich zum Nachweis dieser Bakteriengruppen in
Anreicherungskulturen und Naturproben angewandt (Ward et al., 1993; Bartosch et al., 1999,
2001; Bothe et al., 2000).

5.4 HGENSCHAFTEN DER AMO

Wie bereits erwdhnt, ermoglichten die Antiseren, die AMO wahrend der Anreicherung und
Reinigung ausNitrosomonas eutrophdN904 zu identifizieren. Die AntikOrper bereiteten
somit nicht nur den Weg fur dkologische Untersuchungen der Ammoniakoxidanten, sondern
auch fur die biochemische Charakterisierung des Schlisselenzyms. Die AMO wurde bei der
lonenaustauschchromatographie bei einem pH-Wert von 7,5 nicht an die positiv geladene
Saule gebunden. Daher ist der isoelektrische Punkt der AMO vermutlich groR3er als pl 7,5.
Dieser Wert liegt nahe den in der Literatur angegebenen pl-Werten der AMO-Untereinheiten.
Fur die AmoA wird ein Wert von pl 7,9 (McTavish et al., 1993 a) und fur die AmoB ein Wert
von pl 6,8 (Bergmann & Hooper, 1994 a) angegeben. Mit Hilfe der anschlielRenden
Gradientenzentrifugation wurde die AMO von c-Cytochromen gereinigt. Vor der
Gradientenzentrifugation betrug der Anteil der c-Cytochrome an der angereicherten AMO in
etwa 6 %. Nach der Zentrifugation konnte der c-Cytochrom-Anteil der gereinigten AMO auf
0,6 % gemindert werden. Mit Hilfe des Absorptionsspektrums konnte gezeigt werden, dass es
sich dabei hdochstwahrscheinlich um Cytochrgga lsandelte. Weitere Proteine wurden in der
gereinigten AMO-Fraktion mit Hilfe der SDS-PAGE nicht detektiert. Das 27 kDa grol3e
AmoOA- und das 41 kDa grof3e AmoB-Protein traten im Sediment jedoch nicht im Verhaltnis



DISKUSSION 123

1.1 auf. Das war darauf zuriickzufuihren, dass es im Sediment zur Bildung von dimeren,
tertiaren und tetrameren Aggregationsformen der AmoA kam. Diese lassen sich vermutlich
auf die hydrophobe Eigenschaft der AmoA zurtckfihren. Sie wurden ebenso nach
Hitzebehandlung des Gesamtproteins in Anwesenheit von Reduktionsmitteln beobachtet. Die
Aggregationsformen lieRen sich nicht in Gegenwart des Detergenzes SDS in der PAGE
auflosen. Solche ,festen* Aggregate der AmoA sind bereits von Hyman & Arp (1993)
beschrieben worden. Die hydrophilere AmoB aggregierte hingegen nicht. Zur Aggregation
der AmoB kam es erst nach langerem Erhitzen in Gegenwart von Reduktionsmitteln. Im
Gegensatz zur AmoB wurde die AmoA zusatzlich in den I6slichen Fraktionen nachgewiesen,
was weiterhin das ungleiche Verhaltnis der AMO-Untereinheiten im Sediment erklart.
Vermutlich handelt es sich um verschieden gro3e AmoA-Aggregate, die sich wahrend der
Zentrifugation von dem AMO-Protein abgelost haben. Diese AmoA-Aggregate liel3en sich
jedoch im Gegensatz zu den ,festen Aggregaten“ des Sedimentes mit SDS-Lysispuffer
auftrennen.

Nach dem Auftrennen der angereicherten AMO im nativen Gel wurden monomere (AB),
dimere (AB,) und tertiare (ABs) Formen des AmoA-AmoB-Heterodimers nachgewiesen. Es
konnte daher kein einheitliches Molekulargewicht der AMO bestimmt werden. Dass in der
angereicherten AMO jedoch einheitliche Formen des Enzyms vorkamen, wurde mit Hilfe der
Negativkontrastierung unter dem Elektronenmikroskop gezeigt. In der angereicherten AMO-
Fraktion wurden ungefahr 7 nm grof3e Partikel abgebildet. Die Partikel waren aggregiert und
konnten mit Hilfe der AmoB-Antikbrper markiert werden. Wie spurenanalytische
Untersuchungen zeigten, enthielt die gereinigte AMO in etwa ein Kupferatom pro AMO-
Dimer (A:B,). Es wurde bereits mehrfach postuliert, dass die AMO Kupfer enthalt, da die
AMO durch Metallchelatoren wie Allylthioharnstoff gehemmt wird und die
Ammoniakoxidationsaktivitdt zellfreier Extrakte durch die Anwesenheit von Kupfer
gesteigert wird (Loveless & Painter, 1968; Bédard & Knowles, 1989; Ensign et al., 1993).
Aufgrund der Hemmung der AMO durch Metallchelatoren, welche vorwiegend Cu (I)-lonen
binden (Hubley et al., 1975), wird vermutet, dass das Kupfer in der AMO in Form von
einwertigem Kupfer vorkommt (Bédard & Knowles, 1989). Auch die verwandte partikulare
Methanmonooxygenase (pMMO) der Methanoxidanten enthalt Kupfer. Pro pMMO-Monomer
(PmoA+PmoB+PmoC) wurden 12 bis 15 Kupferatome nachgewiesen (Zahn & DiSpirito,
1996; Nguyen et al, 1998). Wie in der pMMO scheinen auch in der AMO mehrere
Kupferatome pro Enzymeinheit vorzuliegen. Vermutlich ist jedoch ein Grof3teil der
Kupferionen wahrend der Aufreinigung der AMO verloren gegangen, denn bei der
Aufreinigung der pMMO wurde ebenfalls ein Verlust von Kupfer beschrieben (Zahn &
DiSpirito, 1996). Nach den vorliegenden Untersuchungen enthielt die AMO kein Eisen. Fur
die Abwesenheit von Eisen in der AMO spricht, dass die Ammoniakoxidationsaktivitat in
zellfreien Extrakten durch die Zugabe von Eisen nicht gesteigert werden konnte (Ensign et al.,
1993). Dagegen wurde von Zahn et al. (1996) aufgrund von EPR-(elektromagnetischen
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Resonanz)-Spektren der Membranen postuliert, dass die AMO Eisen enthalt. Zur
Anwesenheit von Eisen in der verwandten pMMO gibt es ebenfalls widersprichliche
Hinweise (Zahn & DiSpirito, 1996; Nguyen et al., 1998).

5.5 AKTIVITAT DER AMO

In den Fraktionen der angereicherten AMO ist es erstmals gelungen,
Ammoniakoxidationsaktivitat nachzuweisen. In der Literatur ist bisher nur die Aktivitat von
zellfreien Extrakten vomitrosomonasheschrieben worden (Suzuki & Kwok, 1981). Bei der
weiteren Aufreinigung dieser Extrakte kam es stets zu einem Verlust der Aktivitat. In der
vorliegenden Arbeit wurde die spezifische aerobe Ammoniakoxidationsaktivitat in Gegenwart
von Luftsauerstoff (¢) und die spezifische anaerobe Aktivitdt in Gegenwart von 25 ppm
Stickstoffdioxid (NQ) bzw. Distickstofftetraoxid (BD,) bestimmt. Unter anoxischen
Bedingungen wird N@bzw. NO, als Sauerstoffdonator der Oxidationsreaktion der AMO
genutzt (Schmidt, 1997; Schmidt & Bock, 1997, 1998 0Nstellt vermutlich das eigentliche
Oxidationsmittel dar, da N{bei 20 °C zu 72 % als Dimer {8,) vorliegt (Remy, 1957). Die
Enzymaktivitat der angereicherten AMO wurde mit der Aktivitat ganzer Zellen und zellfreier
Extrakte verglichen. Ganze Zellen hatten die hdchste Aktivitat. Nach der Herstellung der
zellfreien Extrakte und der Anreicherung der AMO nahm die spezifische Aktivitat ab. Unter
oxischen Bedingungen besal3en zellfreie Extrakte nur 1,3 % und die angereicherte AMO nur
0,2 % der spezifischen aeroben Aktivitat ganzer Zellen. Unter anoxischen Bedingungen
wurden in zellfreien Extrakten 15,5 % und in der angereicherten AMO 6,5 % der spezifischen
anaeroben Aktivitat ganzer Zellen gemessen. Die aerobe Ammoniakoxidationsaktivitdt nahm
somit wahrend der Anreicherung der AMO starker ab als die anaerobe Aktivitat. Allerdings
war die Aktivitat ganzer Zellen in Gegenwart von MNQO, deutlich geringer als in
Gegenwart von © Die hohere Aktivitat unter oxischen Bedingungen ist wie folgt zu
erklaren:

) Der AMO standen unter oxischen Bedingungen sehr viel hthere Konzentrationen an
Oxidationsmittel (21 % ©= 210.000 ppm &) zur Verfugung als unter anoxischen
Bedingungen (25 ppm NAN,O,). Jedoch fiihrt der Einsatz hoherer Konzentrationen an
NO,/N,O, zu einer Abnahme der Aktivitat (Schmidt, 1997). Dieses ist auf toxische
Nebeneffekte des NIIN,O, zurlickzufihren (Mancinelli & McKay, 1983; Henry et al.,
1991; Zumft, 1993) wie z. B. die Autooxidation ungesattigter Fettsduren, welche eine
Schadigung der Membranstrukturen bewirkt (Pryor & Lightsey, 1981). Zu einer
weiteren Verringerung der verfugbaren MQO,-Menge kam es durch die chemische
Reaktion von N@ bzw. NO, mit Wasser zu Nitrit und Nitrat (Mancinelli & McKay,
1983).

[Il) Die spezifische Aktivitdt der Zellen und zellfreien Extrakte wurde Uuber die
Nitritbildungsrate bestimmt. Unter anoxischen Bedingungen kann es jedoch zur
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Denitrifikation kommen, was zum Verlust von Nitrit fuhrt (Bock et al., 1995; Schmidt,
1997; Zart, 1997). Diese kann trotz hoher Ammoniumumsatzraten eine geringe
Aktivitat unter anoxischen Bedingungen vortauschen.

Die spezifischen Aktivitaten der Zellen, zellfreien Extrakte und der angereicherten AMO
unterlagen deutlichen Schwankungen (siehe auch Block, 2001). Solche Schwankungen sowie
die Abnahme der Aktivitat wahrend der Aufreinigung von Enzymen sind typisch fir
Membranproteine. Sie sind auch bei der Isolierung der pMMO (Smith & Dalton, 1989; Zahn
& DiSpirito, 1996; Nguyen et al.,, 1998) und der Cytochromoxidase (Baker et al., 1987)
beschrieben worden.

Da eine Ammoniakoxidationsaktivitdt in zellfreien Extrakten nur in Gegenwart von

Rinderserumalbumin (BSA), M§ Cu/**, NADH und Proteaseinhibitoren gemessen werden

konnte, wurden diese Substanzen auch in den Aktivitatstests mit der angereicherten AMO

verwendet. Mit BSA wurde die Aktivitat der zellfreien Extrakte in dieser Arbeit verdoppelt.

Eine Steigerung der Aktivitdt und Stabilisierung zellfreier Extrakte durch BSA ist bereits

beschrieben worden (Suzuki & Kwok, 1970; Suzuki et al., 1981; Ensign et al., 1993; Juliette

et al., 1995). Es wird postuliert, dass BSA Lipasen hemmt und freie Fettsduren binden kann

(Juliette et al., 1995). Freie Fettsauren verdndern den Flussigkeitsgrad der Membranen und

somit die Anordnung der Enzyme in der Membran. Aul3erdem wirken sie als Entkoppler der

Atmungskette (Rottenberg & Hashimoto, 1986; Skulachev, 1991). Mdglicherweise kbnnen

die Fettsauren sogar direkt am hydrophoben aktiven oder allosterischen Zentrum der AMO

angreifen und diese hemmen. Eine Stabilisierung der Aktivitat zellfreier Systeme durch die

Anwesenheit von Mg, Cu**, NADH und Proteaseinhibitoren lasst sich wie folgt erklaren.

Mg?*-lonen werden zur Erhaltung des aktiven Zustandes der Membran benétigt (Watson et

al., 1970). Durch die Zugabe von Kupfer kann vermutlich das wahrend der Aufreinigung

verlorengegangene Kupfer der AMO teilweise ersetzt werden. NADH kann als kunstlicher

Elektronendonator der AMO dienen (Suzuki et al., 1981) und Proteaseinhibitoren, die keine

Metallchelatoren enthalten, steigern die Aktivitdt durch die Hemmung von Proteasen (Juliette

et al. 1995; Block, 2001).

Der hohe Ammoniakoxidationsaktivitatsverlust wahrend der Anreicherung der AMO ist

vermutlich auf verschiedene Faktoren zurtickzufiihren.

) Die Membranstruktur wurde wahrend der Aufreinigung der AMO vollstandig aufgelost.
Dazu wurde das Detergenz Triton X-100 eingesetzt. Dieses Detergenz bewirkte schon
in zellfreien Extrakten eine deutliche Hemmung der Aktivitat. Weiterhin scheint fur die
Funktion des Enzyms eine intakte Membranumgebung wichtig zu sein. Bei der
vollstandigen Auflosung der Membranstrukturen wird die enge Kopplung zwischen der
AMO und der Hydroxylaminoxidoreduktase (HAO) aufgehoben und dadurch der
Elektronentransfer zwischen den Enzymen gestort. Von Whittaker et al. (2000) wurde
postuliert, dass die AMO auf einen Protonengradienten und somit ein Membranpotential
angewiesen ist. Die Kopplung der AMO-Reaktion mit dem Transport von Protonen
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und/oder Elektronen wirde auch die hohe Anzahl der transmembranen Abschnitte der
AmoA erklaren (McTavish et al., 1993 a). Zudem wurde beschrieben, dass das
Membranpotential als elektrisches Feld auf die Konformation eines Proteins wirkt
(Tsong & Astumian, 1987). Das Membranpotential halt das Enzym in einer aktiven
Konformation. Nach dem Herauslésen der AMO aus dem Membranverband fehlt der
Einfluss des Membranpotentials und die AMO wird durch eine Konformationsdnderung
in eine inaktive Form dberfuhrt. Weiterhin werden bei der Auflosung der
Membranstrukturen freie Fettsauren frei, die die AMO hemmen.
[I) Die Abnahme der spezifischen Aktivitdt wahrend der Anreicherung der AMO kdnnte
auch auf den Verlust von katalytischem Kupfer aus dem Enzym zurlckzufiihren sein.
Fur diesen Verlust spricht, dass nur geringe Konzentrationen an Kupfer im gereinigten
Enzym nachgewiesen wurden. Aufgrund von Hemmversuchen wurde angenommen,
dass die AMO vorwiegend Cu (I)-lonen enthalt. In Gegenwart von Sauerstoff werden
diese zu Cu (Il)-lonen oxidiert. Die Cu (ll)-lonen sind im Gegensatz zu den Cu (I)-
lonen labil gebunden und gehen wahrend der aeroben Aufreinigung leichter verloren
(Zahn & DiSpirito, 1996).
In einigen Versuchen wurde zum Herauslésen der AMO aus der Membran anstelle von Triton
X-100 das Detergenz Doded¥b-maltosid verwendet. Es wurde erhofft, durch die
Verwendung von DodecW-D-maltosid hohere spezifische Aktivitdten der angereicherten
AMO zu erhalten. Eine Isolierung der aktiven pMMO (Smith & Dalton, 1989; Nguyen et al.,
1998) und des ammoniakoxidierenden Enzyms des heterotrophen Ammoniakoxidanten
Paracoccus denitrifican@Voir et al., 1996) war nur mit Hilfe dieses Detergenzes moglich. In
Gegenwart von Dodecy-D-maltosid wurden jedoch die spezifischen
Ammoniakoxidationsaktivitaten nicht gesteigert.

Nach dem Zellaufschluss in Gegenwart von Sauerstoff war die aerobe spezifische Aktivitat
der zellfreien Extrakte hoher als die anaerobe spezifische Aktivitat. Wurden die Zellen
dagegen in Abwesenheit von Sauerstoff aufgeschlossen, war keine aerobe Aktivitat in
zellfreien Extrakten mehr nachweisbar. Andererseits wurde die anaerobe Aktivitat zellfreier
Extrakte gesteigert. Ahnliche Ergebnisse wurden in dieser Arbeit mit der angereicherten
AMO erzielt. Eine Abnahme der aeroben Aktivitat nach einem Zellaufschluss unter
anoxischen Bedingungen wurde bereits von Suzuki et al. (1981) und Block (2001)
beschrieben.

5.6 ENZYMMODELL DER AMO

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit wurde ein hypothetisches Enzymmodell
(Abb. 5.1) fur die AMO entwickelt. In diesem Modell sind zwei Kupferionen an das
katalytische Zentrum der AMO gebunden. Wie schon Schmidt et al. (2001 a) postulierten,
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wird in diesem Modell angenommen, dass ,N@w. NO, nicht nur unter anoxischen,
sondern auch unter oxischen Bedingungen den eigentlichen Sauerstoffdonator der
Ammoniakoxidation darstellt. Die Stickoxide sind in Form eines Kupfernitrosylkomplexes an
die AMO gebunden. Die aerobe Ammoniakoxidation findet in drei Teilschritten statt. Diese
drei Teilreaktionen basieren auf dem Enzymmodell der AMO von Shears & Wood (1985). Im
ersten Schritt (1) wird Ammoniak zu Hydroxylamin oxidiert. Als Oxidationsmittel dient das
enzymgebundene A),. Dieses wird zum enzymgebundenen Stickstoffmonoxid (NO)
reduziert. Die endergonische Ammoniakoxidation ist dabei mit der exergonischen
Redoxreaktion von pO, und Protonen zu NO und Wasser gekoppelt. Die Elektronen fir
diese Reaktion werden vom Kupfer bereitgestellt. Dabei werden die Cu (I)-lonen zu Cu (I1)-
lonen oxidiert. Im zweiten Schritt (2) werden Elektronen auf die AMO Ubertragen. Die Cu
(I)-lonen werden wieder zu Cu (I)-lonen reduziert. Im dritten Schritt (3) wird das
enzymgebundene NO mit Hilfe von Sauerstoff zzONoxidiert. Die AMO ist nun bereit,
Ammoniak erneut zu oxidieren (siehe Schritt 1). Unter oxischen Bedingungen liegt somit ein
Stickoxidkreislauf vor. Ein Stickstoffzyklus wurde bereits von Zart (1997) vorgeschlagen.

2 H'
Oxy NH,
0, 3 1 NH,OH
H,0

< 2
Yy
Deoxy M et

Abb. 5.1: Hypothetisches Modell des Reaktionsmechanismus der Ammoniakmonooxygenase (AMO) von
Nitrosomonas eutrophaDargestellt sind die Oxy-, Met- und Deoxyformen der AMO. (1) Oxidation von
Ammoniak zu Hydroxylamin und Reduktion von®} zu NO unter Bildung von Wasser. (2) Ubertragung von
zwei Elektronen auf die AMO. (3) Oxidation von NO zyl Das Schema basiert auf dem Enzymmodell von
Shears & Wood (1985).
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Aus den Teilreaktionen ergeben sich folgende Gleichungen (Gl. 5.1, 5.2) (Schmidt et al.,
2001 a).

NH; + NO, + 2H + 2é - NH,OH + 2NO + kD (Gl 5.1)
2NO + Q - N204 (G| 52)
NH; + Q@ + 2H + 2eé - NH,OH + HO (Gl. 5.3)

Die Gesamtgleichung (Gl. 5.3) entspricht der Gleichung, die auch urspringlich fir die aerobe
Ammoniakoxidation angegeben wurde (vergleiche Gl. 2.3) (Rees & Nason, 1966; Dua et al.,
1979; Andersson & Hooper, 1983; Hyman & Wood, 1985). Der Mechanismus der Reaktion
ist jedoch unterschiedlich. FiUr eine standige Beteiligung von Stickoxiden an der

Ammoniakoxidation spricht, dass Stickoxide auch unter oxischen Bedingungen die

Ammoniakoxidationsaktivitat steigern (Zart & Bock, 1998). Zudem wurde nachgewiesen,

dass Stickoxide die Synthese des AmoA-Proteins induzieren (Schmidt, 2001 b).

Die anaerobe Ammoniakoxidation mit,@® findet im Gegensatz zur aeroben Oxidation mit

O, nur in zwei Teilschritten statt. Der dritte Schritt (3 in Abb. 5.1 und GI. 5.2) erfolgt nicht,
da kein Sauerstoff zur Verfugung steht. Das enzymgebundene NO wird dp@ghdbis
Mediums ersetzt und NO wird ins Medium abgegeben. Die NO-Freisetzung bei der anaeroben
Ammoniakoxidation steht in Einklang mit den Ergebnissen von Schmidt (1997), Schmidt &
Bock (1997, 1998) und Schmidt et al. (2001 a).

Der angegebene, dreistufige Mechanismus beruht auf dem Reaktionsmechanismus der
kupferhaltigen Monooxygenasen Tyrosinase und Hamocyanin (Lerch et al., 1986). Die drei
Zustande der AMO werden dabei als Oxy-, Met- und Deoxyform bezeichnet (Abb. 5.1)
(Shears & Wood, 1985; Bédard & Knowles, 1989). In diesem Modell wird die Deoxyform
durch Metallchelatoren gehemmt. Neueste Ergebnisse zeigten, dass vermutlich auch Acetylen
an die Deoxyform bindet und somit die aerobe, nicht aber die anaerobe Ammoniakoxidation
hemmt (Schmidt et al., 2001 a). Da Acetylen an das AmoA-Protein bindet und diese markiert
(McTavish et al.,, 1993 a), hat die AmoA wahrscheinlich, nicht wie bisher vermutet, die
Funktion der Aktivierung von Ammoniak. Die AmoA scheint vielmehr Sauerstoff zu
aktivieren.

Anhand des Modells der AMO kdnnen die Ergebnisse der Aktivitatstests interpretiert werden,
insbesondere die Sauerstoffempfindlichkeit der Zellextrakte nach einem anaeroben
Zellaufschluss im Gegensatz zum aeroben Zellaufschluss. Werden die Zellen fur den
Aktivitatstest in Gegenwart von Sauerstoff und Ammonium aufgeschlossen, kann
enzymgebundenes NO zy®}, oxidiert werden (Schritt 3, Abb. 5.1). Der Stickoxidzyklus der
AMO ist damit geschlossen. Im nachfolgenden Aktivitatstest hatten die zellfreien Extrakte in



DISKUSSION 129

Gegenwart von ©eine hthere spezifische Aktivitat als in Gegenwart von 25 ppaiNNO,.

Dies ist darauf zurlckzufuhren, dass den Zellen anaerob weniger Oxidationsmittel
(NO2/N,Q,4) als aerob (§ zur Verfugung steht. Werden die Zellen hingegen in Abwesenheit
von Sauerstoff aufgeschlossen, kann die Oxidation von NO,@y iNcht stattfinden (Schritt

3, Abb. 5.1). Bei der Herstellung der Extrakte geht vermutlich das enzymgebundene NO aus
der Deoxyform verloren. Kommen die zellfreien Extrakte nun im anschlieRenden aeroben
Enzymtest mit Sauerstoff in Kontakt, ist keine aerobe Ammoniakoxidation moglich. Da keine
Stickoxide mehr an das Enzym gebunden sind, kann der dritte Teilschritt der AMO-Reaktion
nicht stattfinden. Fur diese Vermutungen spricht, dass eine aerobe Ammoniakoxidation der
angereicherten AMO erst nach Begasung mit NO zu messen war (Block, 2001). Hingegen
wurde nach einem Aufschluss unter anoxischen Bedingungen eine anaerobe
Ammoniakoxidation mit N@N,O, festgestellt. Zwar wird auch hier angenommen, dass bei
dem Aufschluss der Zellen Stickoxide verloren gehen, diese kbnnen jedoch durch Stickoxide
des Mediums ersetzt werden. Dabei wurde die anaerobe Aktivitat der zellfreien Extrakte nach
einem anaeroben Zellaufschluss im Gegensatz zu der anaeroben Aktivitdt nach einem aeroben
Zellaufschluss sogar noch gesteigert. Dieses ist wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass
es in Gegenwart von Sauerstoff und Elektronen beim Zellaufschluss stets zu einer Bildung
von Sauerstoffradikalen kommen kann, die mit NO weiter zu Peroxynitrit (DN@gieren
konnen und alle Enzyme der Zelle schadigen. Da die Elektronenlibertragungsreaktion an der
Deoxyform der AMO (Abb. 5.1, Schritt 2) stattfindet, ist diese Zustandsform der AMO
besonders sauerstoffempfindlich. Diese Sauerstoffradikalreaktionen treten bei dem
Zellaufschluss unter anoxischen Bedingungen nicht auf.

Weiterhin erklart das Modell, warum nach einer aeroben Vorinkubation der angereicherten
AMO mit dem Reduktionsmittel NADH niedrigere spezifische Aktivitaten gemessen wurden
als nach einer Vorinkubation mit Ammonium. Nach einer Inkubation von NADH in
Abwesenheit von Ammonium, und somit bei einem Elektronenliberschuss, kam es in
Gegenwart von @zur Bildung von Peroxyverbindungen, die die Enzymsysteme hemmten.
War dagegen zundchst nur Ammonium und kein NADH vorhanden, lag kein hemmender
Elektronentberschuss vor.

5.7 OFFENE FRAGEN

Trotz der vorgestellten Ergebnisse, sind noch wichtige Fragen aus dem Bereich der
allgemeinen Physiologie der Nitrifkanten offen. Hierzu gehort die Frage, warum bisher noch
kein chemolithoautotropher Organismus gefunden wurde, der Ammoniak direkt zu Nitrat
oxidieren kann. Offensichtlich scheint eine Unvertraglichkeit im Bereich der
Schliusselenzyme vorzuliegen. Unterschiede bestehen darin, dass Ammoniakoxidanten fur die
Aktivierung des Sauerstoffs in der Monooxygenasereaktion Stickoxide bendtigen. Die
Oxidation des Nitrits findet dagegen mit Wasser statt. Das Zwischenprodukt der
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Ammoniakoxidation, Hydroxylamin, hemmt zudem die Nitritoxidation. Weiterhin haben die
Stickoxide bei den Ammoniak- und den Nitritoxidanten unterschiedliche Funktionen. Bei
Ersteren dient pO, in einem internen Stickoxidzyklus als Cofaktor der AMO und ermdglicht
dadurch zudem eine Ammoniakoxidation unter anoxischen Bedingungen. Nitritoxidanten sind
nicht auf Stickoxide angewiesen, gleichwohl kann NO als Substrat dienen, welches zu Nitrat
oxidiert wird.

Weiterhin nur unzureichend beantwortet bleibt die Frage, warum Ammoniakoxidanten nicht
mit ihrem Zwischenprodukt Hydroxylamin wachsen kdnnen. Eine Antwort auf diese Frage
bietet das in Abb. 5.1 dargestellte Enzymmodell der AMO. Durch die Oxidation von
Hydroxylamin entsteht ein Uberschuss an Elektronen, welcher auf die AMO geleitet wird und
dort durch die Abwesenheit von Ammoniak nicht abflieen kann. Dieser
Elektronenuberschuss fluhrt, wie bereits dargestellt, durch die Aktivierung von Sauerstoff zur
Bildung toxischer Peroxyverbindungen und hemmt die Zellen irreversibel. Ein Wachstum mit
Hydroxylamin ist nur bei gleichzeitiger Hemmung der AMO mit Acetylen mdglich
(Oesterreicher, 2001). Acetylen hemmt die sauerstoffaktivierende Reaktion der AMO und
unterbindet somit die Radikalreaktionen. Vermutlich ist der Elektronenliberschuss an der
AMO in Abwesenheit von Ammonium auch der Grund, warum Ammoniakoxidanten nicht
fakultativ lithoautotroph mit organischen Substanzen wachsen kénnen. Das Wachstum mit
organischen Substanzen wird zudem durch einen unvollstandigen Citratzyklus und die
Abwesenheit einer NADH-Oxidase verhindert (Hooper, 1969; Watson et al., 1971).

5.8 AUSBLICK

Die in dieser Arbeit hergestellten Antikbrper gegen die AMO Mitnosomonaseutropha

boten eine Vielzahl von Anwendungsmdglichkeiten. So war es mit Hilfe der Antikorper
moglich, Ammoniakoxidanten in Anreicherungskulturen von Naturproben nachzuweisen. Sie
besitzen deutliche Vorteile gegentber den herkdmmlich eingesetzten Antikbrpern gegen
Zellwandaul3enschichten der Ammoniakoxidanten. Auf3erdem boten sie eine alternative
Nachweismethode zu der in  situHybridisierung mit  fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden  (FISH). Neben der Anwendung der Antikdrper In
Anreicherungskulturen sollte in Zukunft auch versucht werden, Ammoniakoxidantatu

in  Naturproben nachzuweisen. Zur Charakterisierung der Ammoniakoxidanten eines
Habitates ist es empfehlenswert, verschiedene Methoden zur Identifizierung gleichzeitig
anzuwenden. Neben dem Einsatz der Antikérper und Oligonukleotidsonden sollte dabei auch
die Isolierung der Ammoniakoxidanten nicht vernachlassigt werden, um die Ergebnisse an
Reinkulturen abzusichern.

Neben den beschriebenen dkologischen Untersuchungen wurden die Antikorper vor allem zur
Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften der AMO eingesetzt. Dabei ist
hervorzuheben, dass mit Hilfe der AntikGrper eine Vielzahl neuer Erkenntnisse uber das
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Schlisselenzym gewonnen wurden. Vor allem die Isolierung des aktiven Enzyms aus
Nitrosomonas eutrophit von besonderer Bedeutung. Die vorgelegten Ergebnisse stellen den
ersten Schritt auf dem Weg zur vollstandigen Beschreibung der Struktur und des
enzymatischen Mechanismus der AMO dar. Die aus den Ergebnissen abgeleiteten
Vorstellungen eines Funktionsmodells der AMO gelten streng genommen nur fir
Nitrosomonas eutrophaufgrund der hohen serologischen Gemeinsamkeiten der AMO aller
Ammoniakoxidanten, ist es jedoch wahrscheinlich, dass dieses Modell auch fir die Gbrigen
Gattungen der Ammoniakoxidanten @Proteobakterien Gultigkeit hat. Mit Hilfe der neuen
Kenntnisse ist es moglich, die Ammoniakoxidation und damit einen wichtigen Teilabschnitt
des Stickstoffkreislaufes besser zu verstehen und gegebenenfalls zu regulieren.
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A 41-kDa protein of Nitrosomonas eutropha was purified, and the N-terminal amino acid sequence was found
to be nearly identical with the sequence of AmoB, a subunit of ammonia monooxygenase. This protein was used
to develop polyclonal antibodies, which were highly specific for the detection of the four genera of ammonia
oxidizers of the PB-subclass of Proteobacteria (Nitrosomonas, including Nitrosococcus mobilis, which belongs
phylogenetically to Nitrosomonas; Nitrosospira; Nitrosolobus; and Nitrosovibrio). In contrast, the antibodies did
not react with ammonia oxidizers affiliated with the y-subclass of Proteobacteria (Nitrosococcus oceani and
Nitrosococcus halophilus). Moreover, methane oxidizers (Methylococcus capsulatus, Methylocystis parvus, and
Methylomonas methanica) containing the related particulate methane monooxygenase were not detected. Quan-
titative immunoblot analysis revealed that total cell protein of N. eutropha consisted of approximately 6%
AmoB, when cells were grown using standard conditions (mineral medium containing 10 mM ammonium).
This AmoB amount was shown to depend on the ammonium concentration in the medium. About 14% AmoB
of total protein was found when N. eutropha was grown with 1 mM ammonium, whereas 4% AmoB was detected
when 100 mM ammonium were used. In addition, the cellular amount of AmoB was influenced by the absence
of the substrate. Cells starved for more than 2 months contained nearly twice as much AmoB as actively
growing cells, although these cells possessed low ammonia-oxidizing activity. AmoB was always present and

could even be detected in cells of Nitrosomonas after 1 year of ammonia starvation.

Nitrification, the microbial oxidation of ammonia to nitrate,
is an essential part of the microbial nitrogen cycle in marine,
freshwater, and soil environments. Two physiologically differ-
ent groups of chemolithoautotrophic bacteria, the ammonia
and nitrite oxidizers, are involved in this oxidation. The am-
monia oxidizers derive their energy from the oxidation of
ammonia to nitrite. The first step, the oxidation of ammonia
to hydroxylamine is catalyzed by ammonia monooxygenase
(AMO) (18, 60). Hydroxylamine is further oxidized to nitrite
by hydroxylamine oxidoreductase (HAO) (5, 53). Since the
AMO is an important key enzyme of nitrification, many efforts
have been initiated to isolate the enzyme. However, it has not
been purified thus far since the enzyme is not stable once
isolated from the cells (16, 51, 52). Therefore, little is known
about its structure and enzymatic mechanism. Information on
the molecular properties of AMO has been deduced from
studies with intact cells. It was demonstrated that the AMO has
a broad substrate specificity (4, 22, 28, 54) and is irreversibly
inhibited by C,H, (25, 26). A similar substrate range and
inhibitor profiles including C,H, effects were found for the
biochemically related particulate methane monooxygenase
(pPMMO) of methane oxidizing bacteria (7, 14, 20, 42). More-
over, the AMO and the pMMO may be evolutionary related,
since their encoding genes share high sequence similarities (3,
19).

Inactivation of AMO by '*C,H, labels a membrane bound
27-kDa polypeptide, which is called AmoA (21). This protein

* Corresponding author. Mailing address: Institut fir Allgemeine
Botanik, Ohnhorststr. 18, D-22609 Hamburg, Germany. Phone: 49-40-
42816-426. Fax: 49-40-42816-400. E-mail: pinck@mikrobiologie.uni
-hamburg.de.
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seems to be the active-site-containing subunit of the enzyme
(21, 24). A corresponding gene amoA has been identified and,
within the same operon, another gene called amoB was se-
quenced (39). The amoB codes for a 41-kDa polypeptide
(AmoB), which could be copurified with the 27-kDa AmoA
(10, 39). Upstream of the amoA-amoB tandem, a third gene
was identified, amoC (3, 30). The numbers of copies of the amo
operon seem to be genus specific. Two nearly identical copies
are present in strains of Nitrosomonas and Nitrosovibrio, and
three copies were found in strains of Nitrosospira and Ni-
trosolobus (29, 31, 39, 41, 45), whereas only a single copy could
be detected in marine Nitrosococcus strains of the y-subclass of
Proteobacteria (3). However, neither the expressed polypep-
tides of amoA and amoB nor the purified proteins from Nitro-
somonas cell homogenates showed ammonia-oxidizing activity
(21, 23).

In previous studies antibodies were developed using whole
cells of ammonia oxidizers, which recognize epitopes of the cell
wall (8, 43, 47, 55, 56). These antibodies were applied in eco-
logical studies to detect and count ammonia oxidizers in bac-
terial communities by using fluorescence microscopy. Their
application was supposed to overcome the disadvantages of
traditional counting methods such as the most-probable-num-
ber technique (38), which often underestimates the number of
ammonia oxidizers in the natural environment (9). However,
the application of these antibodies was limited since ammonia
oxidizers show high serological diversity even within one genus.
Therefore, ecologically relevant strains had to be isolated prior
to antibody development. In the case of nitrite-oxidizing bac-
teria, it was shown that antibodies recognizing the conserved
key enzyme can be used for the detection of all known genera
of these organisms (6). They can be applied for studies of the
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key enzyme, as well as for the detection of as-yet-nonisolated
strains in the environment.

In this study, the AmoB subunit of the AMO of N. eutropha
N904 was used for the development of polyclonal antibodies.
Evidence is given that these antibodies are highly specific for
all genera of ammonia oxidizers affiliated with the B-subclass
of Proteobacteria. Quantitative immunoblot analysis was used
to measure the cellular amount of AmoB of Nitrosomonas
eutropha N904 under different growth and starvation condi-
tions.

(This study is based in part on the doctoral study of C. Pinck
at the University of Hamburg.)

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions. The strains of ammonia oxidizers
isolated from soil and used in this study were Nitrosomonas communis Nm 2 (34),
Nitrosomonas oligotropha Nm 45 (34), Nitrosomonas ureae Nm 10 (34), Ni-
trosospira sp. strain Nsp 1, and Nitrosolobus multiformis N1 13 (ATCC 25196).
Nitrosomonas europaea Freitag and Nitrosomonas nitrosa Nm 90 (34) were ob-
tained from sewage. The strains Nitrosomonas sp. strain Dave and N. eutropha
N904 originated from a biowaste fermenter and from cattle manure, respectively.
Nitrosomonas sp. strain Nm R1.24, Nitrosospira sp. strain Nsp G1.6, Nitrosospira
sp. strain Nsp M1.3, Nitrosospira sp. strain Nsp R6.2, Nitrosovibrio sp. strain Nv
G1.3, and Nitrosovibrio sp. strain Nv K7.1 (49) were isolated from the sandstone
of historical buildings. The marine ammonia oxidizers of the B-subclass of the
Proteobacteria isolates Nitrosomonas aestuarii Nm 36 (34), Nitrosomonas cryotol-
erans Nm 55, Nitrosomonas halophila Nm 1 (34), Nitrosomonas marina Nm 22
(34), Nitrosococcus mobilis Nc 2 (32), and the two marine ammonia oxidizers
belonging to the y-subclass of Proteobacteria isolates Nitrosococcus halophilus Nc
4 (33) and Nitrosococcus oceani Nc 1 (ATCC 19707) were obtained from sea-
water.

The nitrite oxidizers Nitrobacter hamburgensis X4 (11) and Nitrobacter wino-
gradskyi Engel (12) originated from soil. Nitrospira moscoviensis M-1 (15) was
obtained from a heating system. Nitrobacter vulgaris K 5 (12) originated from the
sandstone of historical buildings; Nitrospina gracilis 3(211) (57), Nitrospina sp.
strain 347, and Nitrococcus mobilis 231 (57) were isolated from seawater.

All ammonia oxidizers, nitrite oxidizers, the methane oxidizers Methylococcus
capsulatus Bath (NCIMB 11132), Methylocystis parvus 4a, Methylomonas meth-
anica 0052006, and Bacillus subtilis 019, Escherichia coli K-12/067 (ATCC
23716), Methylobacterium radiotolerans, Paracoccus denitrificans 001 (ATCC
19367), and Pseudomonas sp. strain AM1 are stored in the culture collection of
the Institut fiir Allgemeine Botanik, Abteilung Mikrobiologie, Universitit Ham-
burg. The strains Achromobacter cycloclastes, Agrobacterium tumefaciens GM
19023, Alcaligenes faecalis (ATCC 8750), Azorhizobium sp. strain 24, Azospirillum
lipoferum (ATCC 29707), Bacillus azotoformans (ATCC 29788), Bradyrhizobium
denitrificans, Chromobacterium violaceum, and Pseudomonas sp. strain AK 15
were obtained from C. Coeur (University of Lyon I, Villeurbanne, France).

Terrestrial and freshwater ammonia oxidizers were grown at 28°C in mineral
salt medium (34) in the presence of 10 mM ammonium. N. cryotolerans Nm 55,
N. aestuarii Nm 36, N. halophila Nm 1, and Nitrosococcus mobilis Nc 2 were
grown in the same medium containing 10 g of NaCl liter~'. N. marina Nm 22,
Nitrosococcus oceani Nc 1, and Nitrosococcus halophilus Nc 4 were cultivated in
seawater medium, with the following composition: 10 mM NH,Cl, 0.4 mM
KH,PO,, 3 g of HEPES, and 1 ml of 0.05% (wt/vol) cresol red solution per liter
of 40% seawater.

For quantitative immunoblots, N. eutropha N904 was grown lithoautotrophi-
cally in mineral salt medium containing different concentrations of NH,Cl (1, 10,
or 100 mM). After cells of N. eutropha N904 were grown for 10 days with
different substrate concentrations, the AmoB amount was determined. For mix-
otrophic growth the mineral salt medium was supplemented with 5 mM pyruvate,
1.5 g of yeast extract (Difco) liter ™!, and 1.5 g of peptone (Difco) liter!, and
either 9.1 mM pyruvate or 9.1 mM alanine.

Batch cultures of N. eutropha N904, Nitrosomonas sp. strain Dave and N. eu-
ropaea Freitag were starved of ammonia at 16°C in the dark. To test the AmoB
amount by immunoblotting, samples were obtained after 1, 29, 58, 129, and 360
days of ammonia starvation.

Nitrobacter hamburgensis X4, Nitrobacter winogradskyi Engel, and Nitrobacter
vulgaris K, were grown mixotrophically in the presence of 2 g of NaNO, liter !
(12). Nitrospira moscoviensis M-1 was cultivated in mineral medium with 0.2 g of
NaNO, liter™! (15). Nitrospina gracilis 3(211), Nitrospina sp. strain 347, and
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Nitrococcus mobilis 231 were cultivated in seawater media according to the
method of Watson and Waterbury (57). The cultures were incubated at 28°C,
expect for Nitrospira moscoviensis M-1, which was incubated at 37°C.

The methane oxidizers were cultivated in nitrate mineral salt medium (58)
including 0.25 pM CuSO, at 3% methane synthetic air atmosphere. The methy-
lotrophs were grown in mineral medium containing 0.15% (wt/vol) methanol
(17). All other bacterial strains were cultivated according to the American Type
Culture Collection and National Collection of Industrial and Marine Bacteria
instructions.

AmoB isolation, sequencing, and production of antibodies. Cells of N. eutro-
pha N904 were harvested by centrifugation, washed twice, and suspended in
0.9% NaCl. Cell homogenates were prepared by passing the cell suspension (10
cells ml~!) through a French pressure cell at 140 MPa or by sonification on ice
for 15 to 30 min by using a Biorupter apparatus. The protein concentrations of
the crude extracts were determined colorimetrically according to the method of
Bradford (13) as modified by Spector (48). Crude extracts were adjusted to 3.0
mg of protein ml~'. The samples were diluted (1:1) with 10 mM Tris-HCI buffer
(pH 6.8) containing 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20% glycerol, 1% 2-mer-
captoethanol, and 0.001% bromophenol blue and then solubilized for 15 min at
room temperature. Samples (75 nl) were loaded onto lanes of 0.75-mm-thick
SDS-polyacrylamide gels, prepared as described by Laemmli (36). The stacking
and separating gels contained 4 and 12% polyacrylamide, respectively. Electro-
phoresis was performed at 80 V and 10°C by using a PROTEAN II Slab Cell (20
by 16 cm; Bio-Rad). After electrophoresis the gels were reversibly stained by
using the Zinc Stain & Destain Kit (Bio-Rad) to determine the position of the
41-kDa protein. The protein bands were cut out of the gels. The staining of the
slices was removed, and the protein was electroeluted from the gel at 60 mA for
6 h in an Electro-Eluter Model 422 (Bio-Rad). The protein was concentrated by
lyophilization (Freezemobile 12; Virtis). Antiserum against this polypeptide was
produced by Valbex (Villeurbanne, France) in chickens. Injections of 50 ug of
protein were given at prescribed intervals.

For protein sequencing by Edman degradation, the 41-kDa protein was iso-
lated by a modified SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). In order to
avoid N-terminal blockage the gel had been pre-electrophoresed for 2 h, adding
0.07% sodium thioglycolate to the Laemmli running buffer. The separated pro-
teins were electroblotted (Pegasus; PHASE) onto a 0.2-wm-pore-size polyvinyl-
idene difluoride membrane filter (Schleicher & Schuell), using the procedure
described by Matsudaira (37). The amino acid sequencing of the isolated protein
was done by the Institute of Biology and Chemistry of Proteins (University of
Lyon I, Villeurbanne, France). Protein sequences were used to search for ho-
mologous proteins in the EMBL and SwissProt data banks (http:/www.ncbi
.nlm.nih.gov/BLAST/) (2).

Immunoblotting. Cells were harvested, and crude extracts were prepared as
described above. SDS-PAGE analyses were performed at 40 mA by using a
Mini-PROTEAN II Cell (8 by 7.3 cm; Bio-Rad). The separated proteins were
electroblotted (Pegasus; PHASE) for 2 h at 0.8 mA per cm? onto a cellulose
nitrate membrane (pore size, 0.2 wm; Schleicher & Schuell) using a discontinu-
ous buffer system (35). The membrane was then blocked for 1.5 h in a phosphate-
buffered saline (PBS) containing 1% bovine serum albumin (BSA). The proteins
on the nitrocellulose membrane were incubated with antiserum (diluted 1:32,000
in PBS containing 0.05% BSA and 0.025% Tween 20) overnight at room tem-
perature. After two washes with PBS, the proteins were incubated with biotin-
conjugated secondary antibodies (Biotrend, Cologne, Germany) diluted 1:30,000
in PBS containing 0.05% BSA-0.025% Tween 20 for 1.5 h at room temperature.
The membrane was washed twice with PBS, and the proteins were incubated with
a streptavidin-biotinylated alkaline phosphatase complex (diluted 1:3,000 in PBS
containing 0.05% BSA and 0.025% Tween 20) for another 1.5 h. After two
washes with 10 mM Tris-HCI (pH 8.6) containing 0.02% BSA and 0.05% Tween
20, the cellulose nitrate membrane was incubated with a substrate solution
containing 0.005% 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP), 0.001% 4-ni-
troblue tetrazolium, 0.1 M NaHCOs3, 0.05 M Na,COs;, and 0.004 M MgCl,. The
enzymatic reaction was stopped by adding distilled water. A dense blue color
indicated a positive reaction. Each immunoblotting experiment was reproduced
at least three times. The membrane was scanned (ScanMagic 9636 S; Mustek), a
densitogram of the lanes was performed, and the AmoB was quantified using
software program origin 4.0 (Microcal).

Determination of ammonia oxidation activity. Exponentially grown cells of
N. eutropha N904 cultivated in 1-liter Erlenmeyer flasks were harvested by
centrifugation, washed, and resuspended in mineral medium. The ammonia
oxidation activity of the cells was reflected by the decrease in ammonia as well as
by the increase in nitrite concentration in suspensions of 5 X 107 cells per ml. The
activities were determined as mean values of three experiments. Ammonia and
nitrite levels were measured by high-pressure liquid chromatography (50).
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FIG. 1. Comparison of amino acid sequences of the isolated 41-kDa protein of N. eutropha N904 (a) and the deduced amino acid sequences
of AmoB1 (b) and AmoB?2 (c) of N. eutropha Nm 57 encoded by the amoB genes. (The SwissProt accession numbers for N. eutropha Nm 57 amoB1
and amoB2 are U51630 and U72670, respectively.) The periods represent an identical match to the sequence of the isolated 41-kDa protein of
N. eutropha N904. The space represents a gap among the sequences. The isolated 41-kDa protein of N. eutropha N904 showed 82% (18 of 22)

amino acid sequence identity compared to both AmoB proteins of N. eutropha Nm 57.

RESULTS

Purification and identification of AmoB protein. The N ter-
minus of the 41-kDa protein of N. eutropha N904, separated by
SDS-PAGE, was sequenced by Edman degradation (positions
3 to 24). The derived amino acid sequence was compared with
the amino acid sequences deduced from the amoB genes of
N. eutropha Nm 57, since an amoB gene sequence of N. eutro-
pha N904 is not available yet. The AmoB subunit of N. eutro-
pha Nm 57 is encoded by two nearly identical gene copies
(amoBI and amoB2, GenBank accession numbers U51630 and
U72670). The N terminus of the isolated 41-kDa protein of
N. eutropha N904 showed 82% amino acid sequence identity to
the deduced AmoB sequences of N. eutropha Nm 57 from
positions 41 to 62 onwards (Fig. 1). The sequences AmoB1 and
AmoB?2 from N. eutropha Nm 57 differ in positions 43 and 47,
respectively, compared to the N-terminal sequence from N. eu-
tropha N904 (positions 5 and 9). As a consequence, the AmoB
sequence of N. eutropha N904 tallied only with one amino acid
of AmoB1 or AmoB2 of N. eutropha Nm 57, respectively.
Mismatches were often represented by the amino acid glycine
(positions 14 and 17 of N. eutropha N904).

Specificity of the antibodies. Polyclonal antibodies were pro-
duced against the purified AmoB of N. eutropha N904. The
reactivity of the antibodies was tested by immunoblotting of
crude extracts of numerous ammonia oxidizers, including all
described species of the genus Nitrosomonas. All tested strains
are listed in Materials and Methods. The antibodies were
highly specific for the detection of 41-kDa proteins in cell
extracts of the four genera of ammonia oxidizers of the B-sub-
class of Proteobacteria (Nitrosomonas, including Nitrosococcus
mobilis, which belongs phylogenetically to Nitrosomonas; Ni-
trosospira; Nitrosolobus; and Nitrosovibrio). In six strains of
ammonia oxidizers isolated from building stones, strains which
have been characterized as yet only by their morphology, 41-
kDa proteins were recognized as well. The antibodies did not
show any unspecific reactions with other proteins of these
crude extracts (Fig. 2). No proteins were recognized in crude
extracts of Nitrosococcus oceani Nc 1 (Fig. 2) and Nitrosococcus
halophilus Nc 4 (data not shown), which belong to the -y-sub-
class of Proteobacteria. Hence, the antiserum could be used to
detect AmoB in ammonia oxidizers of the B-subclass of Pro-
teobacteria including not-yet-described isolates, but not for the
detection of AmoB in ammonia oxidizers of the -y-subclass of
Proteobacteria.

In order to prove the specificity of the antiserum, control
experiments were performed with pure cultures of the meth-
ane-oxidizing bacteria Methylococcus capsulatus Bath, Methyl-
omonas methanica 0052006, and Methylocystis parvus 4a. The
key enzyme in CH, oxidation of these organisms, the pMMO,

was shown to possess high sequence similarities to the AMO.
Furthermore, the heterotrophic nitrifier Paracoccus denitrifi-
cans 001 was analyzed, since this organism also contains an
ammonia-oxidizing system. In addition, immunoblot analysis
was carried out with several other bacteria, such as nitrite
oxidizers and methylotrophic and denitrifying bacteria. The
antiserum did not react with any of these organisms.

Quantitative immunoblot analysis of the AmoB amount.
The AmoB amount of total cellular protein of N. eutropha
N904 was measured using immunoblot analysis of crude ex-
tracts with protein amounts ranging from 0.25 to 16 pg (Fig. 3a
and b), which corresponded to 2.9 X 10° cells and 1.9 X 108
cells, respectively. The protein coloration increased with the
protein amount, and a saturation curve was obtained. These
data could be used to determine the specific cellular amount of
AmoB (Table 1). Purified AmoB ranging from 0.03 to 0.42 g
served as standards (Fig. 3c and d). By using standard growth
conditions (mineral medium with 10 mM ammonium), a cel-
lular amount of 5.9% = 1.8% AmoB was found in the total cell
protein of N. eutropha N904. As shown in Fig. 4, this cellular
AmoB amount depended on the ammonium concentration
in the mineral medium. The amount of AmoB increased to
14% = 1.4% when the substrate was reduced to 1 mM. When
cells were grown with 100 mM ammonium, only a low AmoB
amount of 4% = 0.8% was found.

FIG. 2. Immunoblot using antiserum recognizing the AmoB of dif-
ferent ammonia-oxidizing bacteria. Lane A, N. eutropha N904; lane B,
Nitrosovibrio sp. strain K7.1; lane C, Nitrosospira sp. strain R6.2; lane
D, Nitrosococcus mobilis Nc 2; lane E, Nitrosolobus multiformis, N1 13;
lane F, Nitrosococcus oceani Nc 4. Standard protein molecular masses
are indicated on the right (in kilodaltons). Crude extracts of cells were
added to the gel at protein amounts of 10 pg per lane.
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FIG. 3. Coloration intensities of the AmoB after immunostaining in correlation to the amount of total protein in N. eutropha N904 grown with
10 mM ammonium (a and b) and in correlation to the amount of purified AmoB (c and d). The coloration intensities obtained by immunoblotting
(a and c) are plotted against the amounts of total protein (b) and against the amounts of purified AmoB (d). The values on the right of the

immunoblots are molecular masses (in kilodaltons).

The AmoB amount increased when N. eutropha N904 was
starved of ammonia. Cells, which did not receive ammonium
for more than 60 days, contained 9.7% * 0.9% AmoB (Fig. 5).
That is nearly twice the amount compared to that found in
active growing cells or cells that had been starved of ammonia
for 20 days. The AmoB could even be detected after 1 year of
ammonia starvation. These results did not correlate with the
ammonia oxidation activity. The highest activity was found
within cells in the exponential growth phase using standard
cultivation conditions (575 wmol of NH,* g of protein ' h™1).
The specific activity was reduced to 255 pmol of NH," g of
protein~! h™! when cells were starved of ammonia for 1
month, a level which remained nearly constant during further
starvation. Experiments with cells of Nitrosomonas sp. strain
Dave and N. europaea Freitag showed similar results (data not
shown).

Mixotrophic growth of the bacteria with ammonia and or-
ganic N compounds had no influence on the AmoB amount of
the cells. Cells of N. eutropha N904, which were grown mix-
otrophically in the presence of pyruvate, yeast extract, and
peptone, as well as pyruvate or alanine, showed nearly the
same AmoB amount as lithoautotrophically grown cells.

DISCUSSION

The isolated 41-kDa protein of N. eutropha N904 shows high
sequence similarity to the sequences AmoB1 and AmoB2 of
N. eutropha Nm 57. The mismatches in positions 14 and 17 of
the partially sequenced AmoB protein of N. eutropha N904
(Fig. 1) might be a contamination of glycine used in the trans-

fer buffer for blotting the protein on the membrane. The amoB
genes of N. eutropha Nm 57 encode hydrophobic 37-amino-
acid leader sequences (39) that was not present in the isolated
AmoB of N. eutropha N904. Apparently, this part of the N
terminus was removed during protein processing. Neverthe-
less, the purified 41-kDa protein can be regarded as the AmoB
of N. eutropha N904. Sequence differences in the AmoB pep-
tides between N. eutropha N904 and N. eutropha Nm 57 may be
due to strain differences.

In this study, an antiserum against the AmoB was developed
which recognized the 41-kDa subunit of the AMO in crude

TABLE 1. Specific AmoB amount in cells of N. eutropha N904
grown with 10 mM ammonium as measured by
using immunoblot analysis®

Total protein Specific AmoB amt”

amt (ug)

ng % Total protein
16 ND ND
8 0.3 3.8
4 0.21 5.3
2 0.13 6.5
1 0.08 8.0
0.5 ND ND
0.25 ND ND

“ Cell extracts of different total protein amounts were analyzed to obtain
statistically meaningful data. Purified AmoB ranging from 0.01 to 0.42 g of
protein were used as standards. The mean value of the specific AmoB amount
was calculated with 5.9% = 1.8% of the total protein (100%). The standard
deviation for three replicated experiments was *+9%.

» ND, not detectable.
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FIG. 4. Quantification of AmoB in crude extract of N. eutropha N904 grown with different ammonium concentrations. (a) An immunoblot was
performed using crude extracts containing 4 g of total protein. Lane A, cells grown with 1 mM; lane B, cells grown with 10 mM; lane C, cells grown
with 100 mM ammonium. The values on the right of the immunoblot are molecular masses (in kilodaltons). (b) Decrease of specific AmoB amount
of the total protein by increasing ammonium concentrations in the mineral media. The error bars represent the standard deviations for the average

of three replicate experiments.

extracts of N. eutropha N904. It could be demonstrated that
this antiserum has a broad serological specificity for all tested
ammonia oxidizers of the B-subclass of Proteobacteria. Thus
far, only antibodies recognizing specific epitopes of the cell
wall of ammonia oxidizers have been described (43, 47, 55),
and these were limited in the application to specific serological
groups (8, 56). The AMO is a highly conserved enzyme in
ammonia oxidizers affiliated with the B-subclass of Proteobac-
teria. Therefore, the broad serological specificity of the anti-
bodies against AmoB may be due to their 73% AmoB se-
quence similarity (3). Thus, it seems likely that the antibodies
can be used for in situ detection of ammonia oxidizers of the
B-subclass in natural bacterial communities. First, evidence is
given as the antibodies reacted with the AmoB in new strains
of ammonia oxidizers isolated from building stones. Recent
studies also proved in a similar approach that monoclonal

antibodies recognizing the key enzyme of nitrite oxidizers are
a useful tool for microbial ecological studies (1, 6).

In contrast, the antiserum did not react with the ammonia
oxidizers belonging to the +y-subclass of Proteobacteria. This
might be due to the low similarities between the AmoB of
these bacteria to that of ammonia oxidizers belonging to the
B-subclass of Proteobacteria. The phylogenetically related
pMMO of methanotrophic bacteria also did not react with the
antibodies. Indeed, the amino acid sequence of the AmoB of
Nitrosococcus oceani (y-proteobacteria) shows higher similar-
ity (50 to 52%) to the pMMO sequence of Methylococcus
capsulatus (y-proteobacteria) than to the AmoB sequence (38
to 39%) of the ammonia oxidizers of the B-subclass of Pro-
teobacteria (3).

The antibodies could be used to determine for the first time
the amount of AmoB in cells of N. eutropha N904. It was shown
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FIG. 5. Quantification of AmoB in crude extract of starved cells of N. eutropha N904. (a) Immunoblot was performed with crude extracts
containing 4 pg of total protein. Lane A, cells ammonia starved for 1 day; lane B, cells ammonia starved for 29 days; lane C, cells ammonia starved
for 58 days; lane D, cells ammonia starved for 129 days, and lane E, cells ammonia starved for 360 days. The values on the right of the immunoblot
are molecular masses (in kilodaltons). (b) After different times of ammonia starvation the specific AmoB percentage of the total protein amount
increased. The error bars represent the standard deviation for the average of three replicate experiments.
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that the total cell protein consisted of approximately 6%
AmoB when cells were grown using standard substrate condi-
tions (mineral medium containing 10 mM ammonium). During
cell growth, the specific cellular amount of the AmoB was
regulated by the ammonium concentration in the medium.
When ammonium was limited, higher amounts of AmoB could
be detected in cells of N. eutropha N904 in comparison to cells
grown with standard concentrations. At ammonia concentra-
tions below the K,,, value of the AMO (1.8 mM) (46), the low
activity of the enzyme seemed to be compensated for by high
amounts of the key enzyme. At high substrate concentrations
the activity of the enzyme is maximal. Therefore, the cells were
able to grow, although the enzyme concentration was reduced.

Organic compounds had no influence on the AmoB amount
in cells of N. eutropha N904 as it was found for the nitrite
oxidizer Nitrobacter. In Nitrobacter spp. a higher level of the
nitrite oxidoreductase was observed in mixotrophically growing
cells compared to cells growing in mineral medium (1).

Starved cells contained higher amounts of AmoB than ac-
tively growing cells, although they possessed far less ammonia
oxidation activity. Previous studies also found considerable
amounts of active AMO in starved cells of N. europaea (40, 59).
Hence, our studies and these investigations indicate that the
amount of AMO does not correlate with the activity of ammo-
nia oxidation in Nitrosomonas. Although the AmoB was de-
tected in high concentrations in cells of N. eutropha N904,
N. europaea Freitag, and Nitrosomonas strain Dave after 1 year
of ammonia starvation and their AMO remained active, the
AMO seems not to be a constitutive enzyme. Sayavedra-Soto
et al. (44) found that the mRNA of the AMO in cells of
N. europaea was totally degraded a few hours after the deple-
tion of ammonia. Moreover, it was shown that the endogenous
respiration of N. cryotolerans cells decreased to undetectable
levels under starvation conditions (27). Accordingly, the AMO
seems to be strongly protected from degradation so that the
energy supply is ensured as soon as ammonia is available. The
increase of the AmoB amount in the cells during ammonia
starvation might be due to the decline of unprotected proteins.

Similar results were also reported for the second key enzyme
of the ammonia oxidation, the HAO. Using immunoblot anal-
ysis, the HAO level remained constant within 81 days of am-
monia starvation in cells of N. europaea and a high amount of
active HAO was detected (40, 59), while the mRNA was de-
graded during ammonia starvation (44).

This study demonstrated that the antibodies recognizing the
AmoB could be applied successfully for physiological studies.
Cytological analyses are in progress that will provide informa-
tion about the localization of the enzyme by immunogold and
immunofluorescence labeling. If the antibodies can be em-
ployed for isolation of the enzyme, there is even a good pros-
pect for a detailed biochemical characterization of the AmoB
protein.
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