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Referat

Methanotrophe Bakterien sind in der Natur besonders in der Ubergangszone von anaeroben, methano-
genen Bedingungen zum aeroben Bereich zu finden. Die initiale Oxidation des als einzige Kohlenstoff-
und Energiequelle genutzten Methans wird durch ein Methanmonooxygenasesystem (MMO) katalysiert,
das in einer ldslichen (SMMQ) und einer membrangebundenen Form (pMMO) vorliegen kann. Das hohe
Oxidationspotential insbesondere der sMMO kénnte den Einsatz bestimmter Methanotropher zur in situ
Sanierung von Boden und Gewissern ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei im Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH isolierte
methanotrophe Mikroorganismen (Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. W1 14) durch elek-
tronenmikroskopische sowie biochemische Untersuchungen charakterisiert und typisiert. Beide Stamme
konnten den Typ IlI-Methanotrophen zugeordnet werden. Wiahrend Methylocystis sp. GB 25 nur eine
pMMO mit hoher Substratspezifitit exprimiert, ist Methylosinus sp. W1 14 in der Lage, neben der
pMMO auch eine sMMO auszubilden. Die Expression der sMMO wird dabei mafBgeblich von der Kup-
ferkonzentration im Medium (bei Konzentrationen >0,1 uM erfolgt eine Repression) sowie von der an-
gebotenen Stickstoffquelle reguliert. Die sSMMO besteht aus drei Komponenten : einer Hydroxylase.
einem Elektronentransferprotein sowie einer Reduktase. Alle Komponenten wurden durch chromatogra-
phische Methoden gereinigt und die wichtigsten kinetischen und molekularen Parameter bestimmt. Die
sMMO konnte aus den gereinigten Komponenten rekonstituiert werden. Das Enzym verfiigt iiber eine
erstaunlich breite Substratspezifitit und hydroxyliert neben Alkanen und Alkenen unterschiedlicher
Kettenlinge auch nichthalogenierte und halogenierte Aromaten. Die hydroxylierten Produkte sollten
durch Cometabolismus abbaubar sein. Gegen die gereinigte Komponente A (Hydroxylase) wurden
monoklonale Antikdrper gewonnen, mit denen ein alternativer sMMO-Nachweis in weiteren isolierten
Stammen mdglich sein sollte. Auch die Folgeenzyme der dissimilatorischen Sequenz, die Methanolde-
hydrogenase (MDH), die Formaldehyddehydrogenase (FaDH) sowie die Formiatdehydrogenase (FDH)
wurden nach vollstéandiger oder partieller Reinigung untersucht. Interessant ist, daB in beiden studierten
Typ 1l-Methanotrophen die MDH potentiell eine funktionelle FaDH darstellt. Die FDH ist als einziges
Enzym des dissimilatorischen Methanabbaus befihigt, Reduktionsiquivalente fiir die sSMMO bereitzu-

stellen.
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1.Einleitung
1.1. Methanverwertung durch Mikroorganismen
1.1.1. Vorkommen und Bedeutung von Methan

Die Fihigkeit zur Bildung von Methan (Methanogenese) ist auf Vertreter der Archaea be-
schrinkt. Diese wachsen im wesentlichen in drei Habitaten : in anaeroben Gewissersedi-
menten, in Biogasanlagen sowie im Pansen der Wiederkduer. Sie werden als Methanogene
bezeichnet und sind stark sauerstoffempfindlich.

Die Methanproduktion im Boden unterliegt jahreszeitlichen Schwankungen, die vor allem
mit Temperaturverdnderungen (JONES und NEDWELL 1993) und Schwankungen des Was-
sergehaltes (WHALEN und REEBURGH 1990) zu erkliren sind. Es konnte gezeigt werden.
daf} insbesondere in den Feuchtgebieten der Erde mit 21 % oder ungefihr 115 Tg (CRILL et
al. 1991) der Hauptanteil des atmosphérischen Methans produziert wird. Davon entfallen ca.
60 % auf tropische, 34 % auf nordliche (Tundra) und ca. 4% auf die subtropischen Feuchtge-
biete (BARTLETT und HARRIS 1993). Gleichzeitig hingt die tatsichliche Methanemission
aber sehr stark von der Besiedlung des Bodens mit Methanotrophen ab, die gebildetes Methan
in den sauerstofthaltigen oberen Bodenschichten oxidieren kénnen (TORN und CHAPIN
1993). So wird z. B. das in gefluteten Reisfeldern gebildete Methan (575 Tg/Jahr) zu 80 % in
den oberen Bodenschichten wieder oxidiert (REEBURGH et al. 1993). Anderseits konnten
CONRAD et al. (1995) zeigen, dal aufgrund fehlender Besiedlung durch Methanotrophe in
einem hypersalinen See auf Sinai keine Oxidation des gebildeten Methans stattfindet und dieses
somit vollstidndig freigesetzt wird.

Neben der natiirlichen Methanproduktion hat auch der Mensch sehr stark zur Erhéhung der
weltweiten Methanemission beigetragen. Wihrend vor etwa 300 Jahren der Methangehalt der
Atmosphére noch ungefihr 0.8 p.p.m.v. (parts per million by volume) betrug, stieg er seit die-
ser Zeit auf etwa 1.7 p.p.m.v. (CRUTZEN 1991). Vor allem auf extensive Viehzucht, dem
Anlegen von ausgedehnten Reisfeldern sowie dem Verbrennen von Biomasse vorwiegend in
den Tropen und Subtropen ist die Erhdhung der Methanemission zuriickzufiihren (WHALEN
1993). Weiterhin verursachte auch die Industrialisierung eine nicht zu vernachldssigende
Mehrbelastung der Atmosphére mit Methan, z.B. durch undichte Erdgasleitungen (nachzulesen
im Bericht zur Methanfreisetzung durch Stoffverluste bei der Erdgasversorgung der BRD,

1989) oder der Methanfreisetzung in Kohleminen (SLY et al. 1993). Es wurde versucht. diesen



MethanausstoB durch die Entwicklung von Biofiltern zur Riickhaltung von Methan in
Kohleminen (SLY et al. 1993) oder auch durch mikrobiologische Sensorsysteme (OKADA et
al. 1981) zu vermindern.

Methan ist das am meisten vorkommende organische Gas in der Atmosphére und hat einen
groBen Einflull auf chemische Reaktionen in der Atmosphire. In der Troposphédre ist es in
photochemische Prozesse eingebunden, die die Konzentration von Ozon (Absorption von ul-
traviolettem Licht) und Hydroxylradikalen (mitverantwortlich fiir den Abbau fast aller natiir-
licher und durch den Menschen produzierter Gase) maBgeblich bestimmen (LELIEVELD et al.
1993). In der Stratosphire ist Methan eine der bedeutendsten Quellen fiir Wasserdampf und
damit auch fiir Hydroxylradikale, die durch die Reaktion mit Chlorwasserstoff die Ozonkiller
Chlorid- und Hypochloritradikale produzieren. Weiterhin spielt Methan eine groRe Rolle bei
der globalen Erwdrmung (Treibhauseffekt). Es wurde nachgewiesen, daB in den 80-er Jahren
ca. 12% des Temperaturanstiegs durch Methan verursacht wurde (HOUGHTON et al. 1990).
Obwohl die Konzentration von Methan in der Atmosphire weitaus geringer als die des
Kohlendioxids ist, absorbiert es die terrestrische Strahlung im Bereich von 4-100 nm we-
sentlich effektiver. Durch Reemission dieser Strahlung kommt es dann zur globalen Erwir-
mung. Die Effizienz dieser Reemission ist pro mol Methan ca. 26fach stirker als pro mol

Kohlendioxid (LELIEVELD et al. 1993).
1.1.2. Taxonomie, Okologie und Morphologie C;-verwertender Mikroorganismen

Unter methylotrophen Bakterien versteht man Mikroorganismen, die auf die aerobe Verwer-
tung von C;-Verbindungen (Methan, Methylamin, Methanol u.a.) spezialisiert sind. Sie lassen
sich nach ihrem Verwertungsspektrum in obligat, fakultativ und eingeschrinkt fakultativ
methylotrophe Organismen unterteilen. Der letztgenannten Gruppe gehoren eine Vielzahl von
Vertretern z.B. der Gattungen Acetobacter, Paracoccus u.a. an (LIDSTROM, 1991). Die ob-
ligat methylotrophen Bakterien kann man in die obligaten Methanverwerter (Methanotrophe)
und die obligaten Methanol- bzw. Methylaminverwerter einteilen.

Bereits 1906 beschrieb SOHNGEN einen Organismus, der auf Methan wuchs und den er
Bacillus methanicus nannte. Seit dieser Zeit wurden viele Versuche unternommen. die Me-
thanotrophen nach den verschiedensten Gesichtspunkten einzuordnen und zu klassifizieren
(HANSON 1980, HANSON et al. 1991). Bis heute ist es aber noch nicht gelungen. die unter-
schiedlichen Vertreter in ein internationales System einzuordnen (GREEN 1992). WHIT-

[§%]



TENBURY et al. (1970a) verglichen iiber 100 Methanotrophe hinsichtlich ihrer Morphologie
und Physiologie und ordneten sie 5 Gattungen zu, die in drei Typen eingeteilt werden konnen.

Die Gattungen Methylomonas und Methylobacter wurden als Typ I- methanotroph be-
schrieben (ANTHONY 1982). Sie assimilieren den Kohlenstoff hauptsichlich iiber den Ri-
bulosemonophosphatweg (vgl. 1.1.3.2.) , sind durch groBflichige Endomembranen vertikal zur
Cytoplasmamembran, einem Ruhestadium, das den Cysten von Azotobacter hnelt, und einem
G+C-Gehalt der DNA von 50-54% (MEYER et al. 1986) gekennzeichnet. Des weiteren
verfiigen sie nicht iiber einen kompletten Tricarbonsdurecyclus (es fehlt die 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase).

Den Typ II- Methanotrophen gehdren die Gattungen Methylosinus und Methylocystis
(ANTHONY 1982) an. Sie assimilieren den Kohlenstoff hauptsdchlich iiber den Serinweg
(1.1.3.2.) und besitzen ausgedehnte Endomembranen, die parallel zur und peripher an der
Cytoplasmamembran verlaufen. Der G+C-Gehalt liegt zwischen 61-63% (MEYER et al.
1986). Sie verfiigen iiber einen kompletten Tricarbonsdurecyclus. Samtliche Vertreter der
beschriebenen Gattungen sind Gram-negativ und kommen in sehr verschiedenen Formen
(Kurzstibchen, Vibrionen, Kokken u.a.) vor.

Die vorstehend beschriebenen Typen der Methanotrophen ergénzend, wurde der Typ X
eingefiihrt, da Vertreter der Gattung Methylococcus (urspriinglich als Typ I-methanotroph be-
schrieben) nicht richtig in das o.g. Schema einzuordnen waren. So konnten Enzyme des Se-
rinweges sowie die Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (CO»-Assimilation iiber den Calvin-
Cyclus) in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden (WHITTENBURY und KRIEG
1984). Weiterhin wuchsen sie bei hoheren Temperaturen und wiesen einen hoheren G+C-
Gehalt als die meisten Typ I-Methanotrophen auf (GREEN 1992). Die wesentlichsten
Unterscheidungsmerkmale der Methanotrophen sind in Tab. 1 zusammengefaf3t.

Die Methylotrophen sind ubiquitdr verbreitet (KIGHTLEY et al. 1995). Sie konnten aus
den verschiedensten Lebensraumen. einschlieBlich Sii- und Salzwasser, isoliert werden. Ein
Beispiel des Kommensalismus zwischen Methanogenen, Methylotrophen und Phytoplankton
stellen eutrophierte Seen dar (HANSON und WATTENBERG 1991). Im anaeroben Hypo-
limnion wird anfallende Biomasse durch die Methanogenen in Methan umgewandelt, das dann
im Epilimnion durch die Methylotrophen verwertet wird. Das gebildete Kohlendioxid wird
anschlieBend vom Phytoplankton fixiert und in Biomasse bzw. Sauerstoff umgewandelt. so daB

sich der Kreislauf schlief3t.
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Tab. 1: Eigenschaften der unterschiedlichen Typen der Methanotrophen.

(nach HANSON et al. 1991)

Eigenschaft Typl Typ Il Typ X
Zellmorphologie Kurzstdbchen Stiabchen Kokken
Wachstum bei 45°C - = +
Membrananordnung

Membranstapel ungeordnet + - -

Membranen parallel zur Zellperipherie - + 2
G+C-Gehalt der DNA (mol %) 49-60 62-67 59-65
Stickstoffixierung - + +

Ruhestadium

Exosporen - Einige Stimme -

Lipidcysten Einige Stimme Einige Stamme Einige Stimme
Kohlenstoffixierung

RuMP-Weg + - +

Serin-Weg - + Selten

Calvin-Cyclus - - +
vollstindiger Citratcyclus - + -

Isocitratdehydrogenase
NAD’- abhingig (nur) - - +
NADP’- abhingig (nur) - + -
NAD’- und NADP'- abhiingig + - -

1.1.3. Abbau von C;-Verbindungen

C,-Verbindungen kénnen - im Gegensatz zu Verbindungen mit Ein- und Mehrfachbindungen
zwischen den Kohlenstoffatomen - direkt endoxidiert werden. Sie dienen oft als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle. Die Enzymstrukturen der obligat C,-verwertenden Mikroor-
ganismen weichen meist erheblich von denen der fakultativ C;-verwertenden ab. So verfligen
z.B. die Typ I- Methanotrophen generell nicht iiber einen intakten Tricarbonsdurecyclus
(HIGGINS et al. 1982). Die Umschaltung zwischen Assimilation und Dissimilation erfolgt auf
der Stufe des Formaldehyds (Abb. 1). Dieser wird in Abhangigkeit der vorhandenen Enzyme
(Typeinteilung der Methanotrophen, vgl. 1.1.2.) iiber den Serin- bzw. RuMP-Weg assimiliert.



Typ I-Methanotrophe

CytCax RuMP-Weg
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HCHO
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HCOOH

Typ II-Methanotrophe CO,

Abb. I: Umschaltung zwischen dissimilatorischem und assimilatorischem Weg des Methanabbaus
(HANSON und HANSON 1996).

1.1.3.1. Dissimilatorischer Weg

Der erste Schritt des Methanabbaus wird durch ein Monooxygenasesystem katalysiert, das
unter Nutzung von molekularen Sauerstoff und einem Elektronendonator (meist NADH)
Methan zu Methanol hydroxyliert (ANTHONY 1986). Das Enzymsystem kann, wie in Abb. 2
dargestellt, in zwei Formen vorkommen. Eine membrangebundene (pMMO) und eine Igsliche
(sMMO) Methanmonooxygenase konnten bisher z.B. bei Methylosinus trichosporium OB3b
nachgewiesen und charakterisiert werden. Die beiden Systeme sind aus unterschiedlichen
Komponenten aufgebaut. Sie differieren in ihrer Substratspezifitit und Cyanidempfindlichkeit
sowie ihren Elektronendonatoren (STIRLING und DALTON 1979). Die Induktion der En-
zymkomplexe wird dabei mafigeblich von den Wachstumsbedingungen, insbesondere dem
Kupfergehalt des Mediums, bestimmt (TUKHVATULLIN et al. 1996). Nicht alle Metha-
notrophen sind aber in der Lage, zwei MMO-Systeme zu synthetisieren. So wurden z.B. bei
Methylomonas methanica (COLBY et al. 1976) und Methylococcus capsulatus (Foster-
Davis) (RIBBONS und MICHEAOVER 1970) bisher nur die pMMO nachgewiesen.
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Abb. 2: Postulierter 1.Schritt des Abbaus von Methan iiber die zwei MMO-Systeme (nach BEDARD
und KNOWLES 1989).

Bisher gelang es aber noch nicht, die membrangebundene Monooxygenase bis zur Homo-
genitét zu reinigen (LIPSCOMB 1994). Das liegt vor allem an der duBerst geringen Stabilitit
der Komponenten der pMMO nach Zellaufschlu. In letzter Zeit gelang es aber, die pMMO im
zellfreien Extrakt zu stabilisieren (CHAN et al. 1993). Weiterhin war es méglich, die pMMO
durch Einsatz von milden Detergenzien (u.a. Dodecyl-B-D-Maltosid) zu solubilisieren (ZAHN
und DISPIRITO 1996). SHIEMKE et al. (1995) wiesen nach, daB nach Solubilisierung eine
pMMO-Aktivitdt nur durch Zugabe von verschiedenen Chinolen (Abb. 3), nicht aber mit
NADH als Elektronendonator gemessen werden konnte. Neueste Arbeiten deuten darauf hin,
daf} Kupfer nicht nur einen entscheidenden EinfluBl bei der Expression, sondern auch auf die
Stabilitit der pMMO hat (COOK und SHIEMKE 1996). Ahnlich wie bei der sMMO das
Eisen, scheint bei der pMMO Kupfer in die Aktivierung des Sauerstoffs bei der Methanoxida-
tion eingebunden zu sein (SEMRAU et al. 1995).

Im Gegensatz zur pMMO konnte die sMMO bereits in drei Stdmmen (Methylosinus
trichosporium OB3b, FOX et al. 1989; Methylococcus capsulatus Bath, PILKINGTON und
DALTON 1990; Methylocystis sp. M, NAKAJIMA et al. 1992) gereinigt und charakterisiert
werden. Der molekulare Aufbau eines sSMMO-Systems ist in Abb. 4 schematisch dargestellt,
wenngleich die Komponenten der verschiedenen Spezies natiirlich mehr oder weniger diffe-

rieren.
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Abb. 3: Elektronendonatoren der pMMO nach Solubilisierung (SHIEMKE et al. 1995).
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Abb. 4: Losliche Methanmonooxygenase aus Methylosinus trichosporium OB3b nach DALTON
(1991).

Die Pfeile zwischen den Komponenten der sMMO kennzeichnen den Elektronentransfer vom
NADH zur Hydroxylase (Protein A). Protein C (NADH-Akzeptor Reduktase) ist als einzige
Komponente in der Lage, auch in vitro Elektronen vom NADH auf z.B. DCPIP zu iibertragen.
Die Rolle des Proteins B ist weitgehend ungeklirt. Es sorgt wahrscheinlich fiir einen gerich-
teten Elektronentransfer und steigert die Effizienz des Systems um etwa das 10fache
(ANTHONY 1986). Uber den Hydroxylierungsmechanismus gibt es bisher nur Hypothesen.
die einen dhnlichen Ablauf iiber die Bildung eines hochreaktiven Porphyrin n-Kationradikals
Fe(IV)=0 wie bei den Cytochrom P-450 abhingigen Oxidationsreaktionen postulieren
(LIPSCOMB 1994). Die NADH-Akzeptor Reduktase sowie die Komponente B kénnen dabei

in vitro durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid ersetzt werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Postulierter Reaktionsmechanismus der sMMO (FROLAND et al. 1992).

Insbesondere die Hydroxylase wurde in letzter Zeit vor allem mit Hilfe der Rontgenstruk-
turanalyse intensiv untersucht. Es konnte u.a. in dem Protein aus Methylosinus trichosporium
OB3b (STHEINMANN 1995) gezeigt werden, dal} der Eisenkomplex im aktiven Zentrum der
Hydroxylase zwar dhnlich dem im Hamoerythrin (Sauerstoff-bindendes Protein, H;) sowie dem
in der Ribonukleotidreduktase (Synthese von RNA, RNR) aufgebaut ist (Abb. 6), der
Mechanismus der Hydroxylierung aber voneinander abweicht (KURTZ 1997). Im inaktivierten
Zustand liegt das Fe,-Zentrum oxidiert als Fe(IIl)«Fe(III) (H,) vor. Wihrend der katalytischen
Reaktion wird es durch zwei Elektronen (iibertragen vom NADH durch die Reduktase) zum
Fe(II)sFe(Il) (Hrq) reduziert und reagiert in Anwesenheit der Komponente B mit O, zu
verschiedenen reaktiven Intermediaten (ROSENZWEIG et al. 1995).

Hr RNR MMO

Abb. 6: Struktur der aktiven Zentren verschiedener binuklearer Eisen-Proteine (SHTEINMANN
1995).



Das im initialen Schritt durch die MMO aus Methan gebildete Methanol wird iiber eine
Methanoldehydrogenase in Formaldehyd umgewandelt. Die Methanoldehydrogenasen der
Methylotrophen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Elektronenakzeptoren. relativer Mol-
massen und Substratspezifititen (ANTHONY 1986). Eine NAD(P)™- unabhingige Dehydro-
genase mit einer sehr breiten Substratspezifitit wurde erstmalig von ANTHONY und ZAT-
MAN (1964) beschrieben. In vitro 148t sich das Enzym mit dem artifiziellen Elektronenak-
zeptor PMS nachweisen (HIGGINS et al. 1981). SALISBURY et al. (1979) beschrieben PQQ
(Abb. 7) als ein Coenzym, das in Methanoldehydrogenasen universell vorkommt und in die

Elektroneniibertragung involviert ist ( Trivialname: Methoxatin).

Abb. 7 : Prosthetische Gruppe der Methanoldehydrogenase: Pyrrolochinolinchinon. Das mittlere Re-
doxpotential von PQQ/PQQH, betrdgt +90mV bei pH 7,0 und +419mV bei pH 2,0 , was
darauf hinweist, daB es sich um ein 2¢/2H" Redoxsystem handelt (DUINE et al. 1981).

Auf der Oxidationsstufe des Formaldehyds erfolgt die Verzweigung des assimilatorischen
(vgl. 1.1.3.2.) und dissimilatorischen Methanabbaus. Letzterer fiihrt iiber einen linearen Ab-
bauweg (Formaldehyd- und Formiatdehydrogenase, im allgemeinen NAD(P)- abhingig,
DIJKHUIZEN und SOKOLOV 1991) bzw. iiber einen cyclischen Abbauweg (nur Typ I-
Methanotrophe, Abb. 8) zum Kohlendioxid. Im linearen Abbauweg steigt dabei die freie
Energie mit der jeweiligen Oxidationsstufe an (Tab. 2). Durch die relativ niedrige freie Energie
scheint die Oxidation vom Methan zum Methanol einer der limitierenden Schritte des

Methanabbaus zu sein (ROKEM und GOLDBERG 1991).
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H20

Linearer Weg HCHO —%- HCOOH T* CO2
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Abb. 8 : Linearer und cyclischer Abbauweg des Formaldehyds (LIDSTROM 1991) (letzterer enthilt
Enzyme des RuMP-Cyclus).

Tab. 2:  Thermodynamische Konstanten des Methanabbaus (RIBBONS und MICHEAOVER 1970).

Reaktion AGy ' (pH 7.0; kJ/mol)
CH, + % O, — CH,OH -109.7
CH,OH+'% 0, —» HCHO +H,0 -1882
HCHO+'% 0, - HCOOH -240.,0
HCOOH+% 0, —» CO;+H:0 2447

1.1.3.2. Assimilatorischer Weg

Die Assimilation des Kohlenstoffs erfolgt bei Typ I- und Typ X- Methanotrophen auf der
Oxidationsstufe des Formaldehyds. Im ersten Schritt kondensiert der Formaldehyd mit einer
aktivierten Pentose, dem Ribulose-5-phosphat, das namensgebend fiir diesen Cyclus
(Ribulosemonophosphatcyclus, RuMP) ist. Das daraus entstehende Hexulose-6-phosphat wird
anschlieBend tiber eine Isomerase in Fructose-6-phosphat {iberfithrt. Dieses wird dann iiber die
Glykolyse verstoffwechselt bzw. dient {iber Transaldolase- und Transketolasereaktionen zur

Regenerierung des Ribulose-5-phosphats als Formaldehyd-Akzeptor. Fiir den RuMP-Weg. der
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wesentlich intensiver als der Serinweg untersucht wurde (HIGGINS et al. 1981), sind
zahlreiche Varianten bekannt, die von den verschiedenen Spezies genutzt werden (u.a. Entner-
Doudoroff Variante).

Die Typ II- Methanotrophen assimilieren den Kohlenstoff iiber den Serinweg. Dabei rea-
giert Formaldehyd in einer ersten nichtenzymatischen Reaktion mit dem wichtigsten Coenzym
des C;-Transfers, der Tetrahydrofolsiure. Das entstehende Methylentetrahydrofolat iibertragt
den aktivierten Formaldehyd auf das Glycin. Diese Reaktion wird durch die Serin-
hydroxymethyltransferase katalysiert. Durch die nachfolgenden Reaktionen (Abb. 9) erfolgt die
Einbindung in den Stoffwechsel bzw. die Riickgewinnung des primédren Akzeptors. Die
Schliisselenzyme des Serinweges sind die Hydroxypyruvatreduktase, die Glyceratkinase. die
Malatthiokinase sowie die Malyl-CoA-Lyase (ANTHONY 1991). Durch die Phos-
phoenolpyruvatcarboxylase erfolgt eine zweite Assimilation einer C,-Verbindung, ndmlich des
Kohlendioxids. Obwohl bis jetzt in keinem der untersuchten Mikroorganismen die
Schliisselenzyme beider Assimilationswege in vergleichbaren Konzentrationen nachgewiesen
wurden, verfligen einige Typ I- Methanotrophe, die den Kohlenstoff iiber den RuMP-Cyclus
assimilieren, auch iiber signifikante Enzymaktivititen des Serinweges (HIGGINS et al. 1981).

2 N N®—Methylen—H,~folat

2 Glycin x—' 2 Serin

2 Hydroxypyruvat
@) ib) )l Mok,
L ¢ NAD*

(—NHy)
= 2 Glyoxylat «— 2 Glycerat
T ATP
' d) ADP
cc icL™ 2 2-Phosphoglycerat
|
Glycolat
)’(;D ) 3—Phosphoglycerat e)
Phospheoenolpyruvat
co,
; f
i) CoA )

—Acetyl~CoA=— Malyl=CoA <7< Malat <> Oxalocatat
] ]

ADP ATP  NAD*NADH,

Abb. 9:  Serinweg der Typ lI-Methanotrophen.
a) Serinhydroxymethyltransferase: b) Serin-Glyoxylat-Aminotransferase: c) Hydroxypyruvat-
reduktase; d) Glyceratkinase; ¢) Enolase: f) Phosphoenolpyruvatcarboxylase; g) Malatdehy-
drogenase: h) Malatthiokinase; i) Malyl-CoA-Lyase ; ICL-Isocitratlyase



Das Acetyl-CoA wird in den Methanotrophen je nach Enzymausstattung weiter verwertet.
Bei vorhandener Isocitratlyase (ICL) erfolgt die Riickgewinnung des Glyoxylats unter Einbe-
ziehung von Enzymen des Tricarbonsiure- (TCC) und Glyoxylatcyclus. Bei fehlender ICL
wird es moglicherweise direkt iiber Glycolat als Intermediat zum Glyoxylat oxidiert

(ANTHONY 1975).
1.2. Methanotrophe und ihr biotechnologisches Potential

Methanotrophe Mikroorganismen nutzen Methan -ein reichlich vorkommendes, sehr billiges
Substrat- als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle und konnen deshalb nahezu iiberall an-
gesiedelt werden. Sie spielen dabei eine groBe Rolle bei der Verwertung des weltweit produ-
zierten Methans (vgl. 1.1.1.) und haben somit positiven EinfluBl bei der Klimaerhaltung sowie
dem Ozonschutz. Neben dieser natiirlichen Funktion verfligen Methanotrophe aber noch iiber
ein enormes biotechnologisches Potential.

Zwischen 1960 und 1980 riickten die methanotrophen Mikroorganismen erstmalig in den
Brennpunkt des biotechnologischen Interesses. Mit ihrer Hilfe konnte eine Massenproduktion
von Zellprotein und Chemikalien (Methanol, Formaldehyd u.a.) -mit kleinstem technologischen
Aufwand und duBerst billig- erreicht werden. Diese Anwendungsmoglichkeiten fiihrten auch
zur Isolation und Beschreibung sehr vieler neuer Methanotropher (WHITTENBURY et al.
1970a). In dieser Zeit wurden zahlreiche spezielle Forschungseinrichtungen bzw. -gruppen
gegriindet, die sich mit C,-Metabolismus beschiftigten. Mit der Entwicklung neuer chemischer
Synthesewege sowie den immer billiger werdenden Zellproteinen u.a. aus Sojabohnen und
Fischmehl. nahm das Interesse an den Methanotrophen bzw. Methylotrophen jedoch schnell
wieder ab (HANSON 1992).

Mit der Entdeckung und Charakterisierung der sMMO (FOX und LIPSCOMB 1988,
GREEN und DALTON 1989) Ende der 80-er Jahre boten sich wieder neue interessante An-
wendungsgebiete. Die breite Substratspezifitit der sMMO (WHITTENBURY und DALTON
1983) ermoglicht den Einsatz der Methanotrophen bei der Entsorgung von problematischen
Industrieabfillen. So ist z.B. Methylosinus trichosporium OB3b in der Lage, eine Vielzahl von
Verbindungen. u.a. Aromaten wie Benzol und Toluol bzw. deren halogenierte Derivate im
Rahmen eines Cometabolimus zu hydroxylieren (HANSON und BRUSSEAU 1994). Obwohl
die Methanotrophen die meisten Hydroxylierungsprodukte nicht selbst verstoffwechseln

konnen, bieten sie in Kombination mit anderen Bakterien interessante Anwendungsgebiete.



Trotz intensiver Forschung gelang es bisher nicht, Bakterien zu isolieren, die kurzkettige
halogenierte Kohlenwasserstoffe, wie Trichlorethylen (TCE) und Chloroform, als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen kénnen (HANSON 1992). Erstmalig demonstrierten
WILSON und WILSON (1985) den Abbau (oxidative Dehalogenierung) von TCE durch im
Boden befindliche Mikroorganismen. Die Autoren stellten dabei fest, da8 ein Abbau nur dann
erfolgte, wenn dem Boden Methan zugefilhrt wurde und schluifolgerten, daB die
Methanotrophen dafiir verantwortlich waren. Insbesondere in den letzten Jahren gab es eine
Vielzahl von Publikation, die sich mit dem Abbau von TCE -oft verantwortlich fiir Grund-
wasser- und Bodenkontaminierung und als starkes Mutagen bekannt (BODROSSY und KO-
VACS 1994)- beschiftigten (u.a. SMITH et al. 1997, ANDERSON und McCARTY 1997).

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit der Methanotrophen ergibt sich aus ihrer Fahigkeit,
unter bestimmten Stoffwechselsituationen Biopolymere zu bilden (SHAH et al. 1996). Insbe-
sondere die Poly-B-hydroxybuttersdure (PHB) spielt hierbei eine wichtige Rolle. PHB hat
dhnliche physikalische Eigenschaften wie synthetische Plaste, z.B. Polypropylen (POIRIER et
al. 1995), ist aber biologisch abbaubar.

1.3. Ziel der Arbeit

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Bakterienstimme Methylocystis sp. GB 25
(urspriinglich als ZIMET B 502 beschrieben, WENDLANDT et al. 1979) und Methylosinus
sp. WI 14 wurden im Umweltforschungszentrum Leipzig/Halle, Sektion Sanierungsforschung,
isoliert. Methylocystis sp. GB (Gasbakterien) 25 wird in der Stammsammlung des UFZ -auf-
grund von Untersuchungen, die in der ehemaligen Sowjetunion durchgefiihrt wurden und {iber
die es keine Unterlagen gibt- als Typ II- Methanotropher der Gattung Methylocystis gefiihrt.
Auch tiber den erst kiirzlich isolierten Stamm Methylosinus sp. W1 (Wasserisolat) 14 gibt es
bisher keine Untersuchungen, die eine Typ-Zuordnung erlauben.

Durch morphologische sowie biochemische Untersuchungen soll deshalb eine Typisierung
der beiden untersuchten Stimme nach dem System von WHITTENBURY et al. (1970a) erfol-
gen. Dariiber hinaus war es von besonderem Interesse. die Ausbildung der MMO-Systeme
(pMMO und sMMO) in Methylosinus sp. W1 14 und Methylocystis sp. GB 25 zu untersuchen.
Neben wachsenden und ruhenden Zellen sollten dabei auch zellfreie Rohextrakte zum Einsatz
kommen. Aufgrund der vielfiltigen Anwendungsméglichkeiten von Methanotrophen. die vor
allem auf die breite Substratspezifitit der sSMMO zuriickzufiihren sind. stand dieses Enzymsy-

stem im Mittelpunkt der Untersuchungen. Falls eine sMMO unter entsprechenden Bedingun-

-

13



gen (Cu*"-Konzentration, N-Quelle) in den untersuchten Stammen exprimierbar ist, solite sie
nach Reinigung der Komponenten charakterisiert werden und die dabei erhaltenen Befunde mit
denen aus anderen Methanotrophen verglichen werden.

Zur Einschitzung von limitierenden Schritten beim Methanabbau sollten weiterhin auch die
Folgeenzyme charakterisiert werden. Die Methanoldehydrogenase (MDH) spielt dabei eine
besonders grofle Rolle, da sie bei verschiedenen anderen methanotrophen Bakterien in den
Riicktransport von Elektronen, insbesondere zur pMMO, involviert ist.

Durch die Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern gegen eine bis zur Homogenitit ge-
reinigte Komponente der sMMO aus einem der untersuchten Mikroorganismen sollte ein erster
Schritt zur Entwicklung neuer Screening-Methoden zum Nachweis der sMMO erfolgen, der

eine Alternative zu schon praktizierten gentechnischen Verfahren darstellen kénnte.



2. Material und Methoden
2.1. Mikroorganismen und Chemikalien

Bei den untersuchten Stimmen handelte es sich um Reinkulturen, die in der Sektion Sanie-
rungsforschung im Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle isoliert wurden. Die Untersu-
chung der Methanmonooxygenase sowie der Folgeenzyme des dissimilatorischen Methanab-
baus erfolgte in den Stammen Methylocystis sp. GB 25 (Gasbakterium) und Methylosinus sp.
WI 14 (Wasserisolat). Zum Vergleich der in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen
nachgewiesenen intracytoplasmatischen Membranstrukturen wurde auch der zu den Typ I-
Methanotrophen gehdrende Stamm Methylobacter sp. GB 130 kultiviert. Die Stdmme sind in
der Abteilung Sanierungsforschung, Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH hinter-
legt.

Fiir die Gewinnung des Apoproteins der PQQ-abhidngigen Glucosedehydrogenase wurde
Pseudomonas aeruginosa SG 26 (Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie,
Jena) verwendet.

Die Stamme wurden unter flisssigem Stickstoff gelagert. Abimpfungen erfolgten aller 4 Wo-
chen auf Schriagagarréhrchen (Standardmedium fiir Methylocystis sp. GB 25, NMS-Medium
fir Methylosinus sp. W1 14).

Die Chemikalien fiir die Tests zur Substratspezifitdt der MMO wurden von verschiedenen
Herstellern bezogen und waren GC-rein, alle anderen verwendeten Chemikalien fiir die Analyse
bestimmt.

Formaldehyd wurde aus Paraformaldehyd nach QUAYLE (1982) hergestellt. Dazu wurden
300 mg Paraformaldehyd in 10 ml aqua dest. etwa 12 h in einem abgeschlossenen GefiB erhitzt
und die Losung anschlieBend filtriert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach NASH
(1953).

2.2. Nihrmedien

Als Nahrmedien fiir die Kultivierung der methanotrophen Bakterien dienten :
a) Standardmedium (pro 1) : 470,0 mg (NH4):S80,, 435,5 mg K;HPO,. 340.0 mg KH:PO,,
35.6 mg MgSO, x TH>0, 2.5 mg FeSO,4 x SH-0, 1.850 mg CaCl, x 2H-0. 0,393 mg CuSO;
x 5H,0, 0,308 mg MnSO, x H,0, 0,220 mg ZnSO; x 7H,0, 0,126 mg NaMoO, x 2H,0.



Eisensulfat- und Phosphat-Lésung wurden getrennt von den anderen Spurensalzen autoklaviert
und danach dem Medium zugesetzt. Der pH-Wert wurde im Komplettmedium mittels NaOH
auf 6,8 eingestellt. Fiir die Anzucht in Petrischalen erfolgte pro | Nahrmedium eine Zugabe von
15 g Agar (Difco, USA).
b) NMS-Medium nach FOX et al.(1990) (pro ) : 850 mg NaNO;, 860 mg K,HPO;,, 530 mg
KH;POq, 170 mg K804, 37 mg MgSO0, x 7TH,0, 7 mg CaCl,, 5 mg FeSO, x 7TH,0, 0,58
mg ZnSO; x 7TH,0, 0,47 mg MnSO; x 7H;0, 0,17 mg KI, 0,12 mg HsBOs, 0,10 mg CoCl,
x 5H-0, 0,10 mg NaMoO4 x 2H,0.
Eisensulfat- und Phosphatlésung wurden getrennt autoklaviert und danach dem Medium zuge-
setzt. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 6,8 eingestellt.
Fir die Kultivierung von P. aeruginosa SG 26 wurde folgendes Medium verwendet (VAN
DER MEER et al. 1990) (pro 1) :
14.8 g K,HPOq, 4.5 g KHyPO,, 6,5 g Natriumgluconat, 3,0 g (NH,);SOs, 0,5 g MgCl, x
6H,0, 15 mg CaCly, 15 mg FeSO, x TH,0, 0,07 mg ZnSOs x 7H,0, 0,02 mg NaMoQ, x
2H:0, 0,01 mg H;BO;, 0,01 mg MnSO; x TH;0, 0,01 mg CuSO;, x 6H,0.
Eisensulfat- und Phosphat-Lésung wurden getrennt autoklaviert und danach dem Medium zu-
gesetzt. Nafriumgluconat als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde kalt sterilisiert der pH-
Wert auf 7.2 eingestellt.

Alle verwendeten Ndhrmedien, Kulturgefiie u.a. wurden 20 min bei 121°C autoklaviert.
2.3. Zellkultivierung
2.3.1 Kultiviernngsbedingungen

Die Stammkulturen der untersuchten Methanotrophen wurden auf Agarplatten mit dem jewei-
ligen Medium iibertragen und in luftdichten Geféflen analog zu den Fliissigkulturen mit Methan
als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle kultiviert.

Eine Vorkultur von Methylocystis sp. GB 25 wurde durch Ubertragung der auf Agarplatten
(Standardmedium) gewachsenen Zellen in 1 | Erlenmeyerkolben angelegt. Pro Kolben wurden
100 ml des jeweiligen Mediums (fiir den Wachstumstest Standard- und NMS-Medium und
nach Ermittlung des optimalen Mediums das Standardmedium) eingesetzt. Die optische Dichte
bei 600 nm (ODspo, d=1 cm ; Spekol 11, Carl Zeiss Jena, DDR) am Anfang der Kultivierung
betrug etwa 0.1. In den Erlenmeyerkolben mit Spezialaufsidtzen wurde anschlieBend 25 % der

Gasphase durch Anlegen eines partiellen Vakuums mit Methan ersetzt. Die Kultivierung er-



folgte bei 38°C im Schiittelbad (SW-20C, Julabo, BRD). Nach 22 h wurde die Vorkultur in
weitere 1 1 Erlenmeyerkolben mit je 100 ml Medium (Endvolumen) iibertragen. Die ODsuq
wurde auf 0.1 eingestellt. Die Kultivierung erfolgte wie die der Vorkultur.

Mit Methylobacter sp. GB 130 wurde wie vorstehend beschrieben verfahren. Die Kultivie-
rung erfolgte aber bei 30°C im Schiittelbad (1083, GFL, BRD).

Die Kultivierung von Methylosinus sp. WI 14 erfolgte analog zu Methylocystis sp. GB 25,
aber auf NMS-Medium und bei 30°C.

Die vom Schrédgagarréhrchen abgeschwemmte Stammkultur von P. aeruginosa SG 26
wurde (ohne eine Vorkultur anzulegen) in 1 1 Erlenmeyerkolben mit dem unter 2.2.1. beschrie-
benen Medium iiberfithrt. Die Kultivierung erfolgte bei 30°C und 200 rpm auf einem Schiit-
telinkubator (Modell OSFT-LS, CLF Laborgerite, Emersacker, BRD).

2.3.2. Wachstumskontrolle und Zellernte

Das Zellwachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODsgo, d=1 cm,
Spekol 11, Carl Zeiss Jena, DDR) kontrolliert. Uber eine Eichkurve konnte daraus die
Bakterientrockenmasse (BTM) fiir die Methanotrophen berechnet werden. Eine ODggp von 0.1
(ODe¢go bei Kulturansatz) entsprach dabei einer BTM von etwa 34 mg/l, eine ODgo von 1.0
(am Ende der exponentiellen Wachstumsphase) einer BTM von etwa 595 mg/l.

Am Ende der exponentiellen Wachstumsphase (ODggo etwa 1.0) erfolgte die Zellernte. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation, 20 min bei 6000 g und 0°C (K24 D, Zentrifugenbau
Engelsdorf, DDR), gewonnen und zweimal mit Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) ge-
waschen. Das Pellet wurde eingefroren und bis zum ZellaufschluB3 bei -18°C aufbewahrt.

2.4. ZellaufschiuB
2.4.1. Permeabilisierung

1 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden in Na-Phosphatpuffer (25 mM, pH 7.0) resuspendiert und
mit je 30 pl Toluol und Mercaptoethanol versetzt. Die Suspension wurde anschlieBend 10 min
bei 30°C geschiittelt (Vibromix, VF 2, IKA-Labortechnik, BRD). Die permeabilisierten Zellen
wurden 1:10 mit Puffer verdiinnt und bis zur Bestimmung der Enzymaktivitdten bei 0°C auf-

bewahrt.



2.4.2. Alcoa

Beim AufschluB mit Alcoa wurden ca. 1 g Bakterien (Feuchtgewicht) mit etwa 2 g Alcoa und
1 ml Na-Phosphatpuffer (25 mM, pH 7.,0) versetzt. In einem vorgekiihlten Mérser wurde der
entstehende zihe Brei dreimal 10 min zerrieben. Zur Aufrechterhaltung der Konsistenz wurde
mehrmals etwas Alcoa zugesetzt. Am Ende des Aufschlusses erfolgte eine portionsweise Ex-
traktion mit ca. 3 ml Puffer und nachfolgend eine Zentrifugation fiir 30 min bei 10.000 g und
4°C (K24, Zentrifugenbau Engelsdorf, DDR).

2.4.3. French Press

Die eingefrorenen Bakterienzellen wurden in Na-Phosphatpuffer (25 mM, pH 7.0) bzw. fiir die
Komponenten der sMMO in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2), der zur Stabilisierung 5 mM
Natriumthioglycolat enthielt. aufgenommen (ca. 10-20 g BTM/1) und mit zwei Durchldufen an
der French Press (Mini-Cell, 20.000 psi, ca. 4°C, Aminco, SLM Instruments Urbana, USA)
aufgeschlossen. Die Abtrennung des Zellrohextraktes von den Zellriicksténden erfolgte durch

Zentrifugation, wie vorhergehend (2.4.2.) beschrieben.
2.4.4. Ultraschall

Die Zellen wurden wie bei 2.4.3. beschrieben suspendiert und mittels Ultraschallgerdt (20 kH,
Labsonic U, Braun, Melsungen, BRD) in 4 Intervallen von je 60 s mit Pausen von je 30 s auf-

geschlossen. Der zellfreie Extrakt wurde wie in 2.4.2. beschrieben gewonnen.
2.5. Zellfraktionierung

Die durch unterschiedliche Aufschlufmethoden gewonnenen Zellrohextrakte wurden zur Ab-
trennung der cytoplasmatischen von der membrangebundenen Fraktion fiir 90 min bei 100.000
g und 0°C (XL-90, Rotor SW 30.1, Beckman Inc. Paolo Alto, USA) zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde als 16sliche Fraktion bezeichnet, das Sediment einmal gewaschen, wie o.g. zentri-

fugiert und in Puffer resuspendiert (Membranfraktion).



2.6. Bestimmung und Definition der Enzymaktivititen
2.6.1. Methanmonooxygenase
2.6.1.1. Gaschromatographischer Nachweis

Die Bestimmung der Aktivitdt der Methanmonooxygenasen (sSMMO und pMMO) in intakten
Zellen sowie im zellfreien Extrakt erfolgte nach HOU et al. (1979 und 1980) durch Messung
des gebildeten Propylenoxids.

Dazu wurden 10 ml - fassende Headspacegefifie (Perkin-Elmer, BRD) mit je 1 ml der zu
untersuchenden Probe gefiillt und gasdicht verschlossen, anschlieBend mit Hilfe einer gas-
dichten Spritze (Hamilton, Schweiz) 2 ml der Gasphase entnommen und durch Propylen er-
setzt. Bei Verwendung von zellfreiem Extrakt wurde die Reaktion durch Zugabe von entspre-
chenden Mengen an NAD(P)H gestartet. Die Inkubation (15-30 min) erfolgte bei 30°C auf
einem Schiitteltisch (TB-125, Infors AG, Schweiz). Das gebildete Propylenoxid wurde mittels
gasdichter Spritze direkt aus der Gasphase der ProbengefiBe entnommen und durch
Gaschromatographie (Hewlett Packard 5890 II, 25 m Kapillarsiule Ultra 2, d=0,2 mm,
Saulentemperatur: 50°C, Trigergas: Wasserstoff, Rate: 2,26 ml/min, FID) nachgewiesen. Die
Identifizierung des gebildeten Produktes erfolgte durch Vergleich der Retentionszeit mit einem
Standard (Propylenoxid). Durch Aufstellen einer Eichkurve mit unterschiedlichen Propylen-
oxidkonzentrationen (unter gleichen Bedingungen, wie bei den Probenansitzen ) erfolgte eine
Quantifizierung des gebildeten Propylenoxids.

Das eingesetzte Probenvolumen betrug jeweils 1 ml und enthielt fiir die verschiedenen
Tests: a) in Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.5) suspendierte Zellen.

b) permeabilisierte Zellen
¢) Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 6.,0-8,0), MgCl, (5 mM), verschiedene Elektronen-
donatoren (0,4 mM-10 mM) und die jeweilige Probe (1-5 mg Protein).

2.6.1.2. Methanabhiingiger Sauerstoffverbrauchstest

Die Aktivitdt der Methanmonooxygenase wurde mit einer weiteren Methode, durch Messung
des O;-Verbrauchs (Clark-O; Elektrode . RE K1-1, Oxytec, BRD) von Zellen bei Methanzu-
gabe. bestimmt.

Dazu wurde die MeBBkammer (isotherm 38°C) mit ca. 3 ml Na-K-Phosphatpuffer (50 mM,

pH 7.0. 38°C) gefiillt und iiber ca. 5 min eine Basislinie aufgenommen. Bei Konstanz dieser
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Nullinie wurden 100 pl einer Zellsuspension frisch kultivierter Zellen, zweimal mit Na-Phos-
phatpuffer (50 mM, pH 7.5) gewaschen und in diesem suspendiert, in die MeBzelle injiziert und
iiber mindestens 2 min die Atmungsintensitéit registriert. Danach wurden 200 pl einer bei 38°C
mit Methan geséttigten Na-Phosphatpufferlosung (50 mM, pH 7,0) zugegeben. Der daraus
resultierende Sauerstoffverbrauch wurde iiber mindestens 2 min gemessen. Durch Zugabe einer
gesittigten Natriumsulfitlosung konnte der Gesamtsauerstoffgehalt in der MeBzelle berechnet
werden.

Die Berechnung des spezifischen Sauerstoffverbrauchs erfolgte nach folgender Formel :

geldster O2(mol / 1)« Pr obenpeak (mm)

~ Zeit(min) - Blindpeak (mm) » Biomasse (g / 1)

Fiir die Berechnung wurde eine Sauerstoffsattigungskonstante von 211,3 mol/l bei 38°C in
H,O zugrunde gelegt (LANDOLT-BORNSTEIN 1962). Die resultierende Aktivitit gibt - ab-
ziiglich der Atmungsaktivitit (gleiche Berechnung unter Einsatz des erhaltenen Peaks fiir die

Atmung) - die spezifische methanabhzingige Aktivitit in mol min" g (U/g) an.
2.6.1.3. Photometrischer Nachweis

Alternativ wurde ein spektrophotometrischer Nachweis der sMMO durchgefiihrt. In eine luft-
dicht verschlossene Kiivette mit ca. 5 mg Protein in Tris/HCIl-Puffer (25 mM, pH 7.2, 1 ml
Gesamtvolumen) wurden 100 pl Propylen mit Hilfe einer gasdichten Spritze injiziert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 5 mM NADH gestartet und die Extinktionsabnahme bei

340 nm spektrophotometrisch verfolgt.
2.6.1.4. Naphthalentest

Zur Unterscheidung der Monooxygenase-Aktivitit in intakten Zellen (Naphthalenoxidation
ausschlieBlich durch sMMO) wurde der Naphthalentest modifiziert nach KOH et al. (1993)
durchgefiihrt.

Dazu wurden frisch geerntete Zellen zur Entfernung von geléstem Methan zweimal mit
NMS-Medium gewaschen und bei 6000 g und 0°C fiir je 15 min zentrifugiert (K24 D, Zentri-
fugenbau Engelsdorf, DDR). Die gewaschenen Zellen wurden in NMS-Medium aufgenommen
und eine ODgop von ca. 0,2 eingestellt. AnschlieBend erfolgte eine Uberfiihrung von je 1 ml

Zellsuspension in 10 ml - Probengefifle. Danach wurden 1 ml einer gesittigten und filtrierten



Naphthalenlésung (ca. 234 pmol) zugegeben. Das Gemisch wurde bei 25°C fiir 15-30 min auf
einem Schiitteltisch (TB-125, Infors AG, Schweiz) inkubiert. Es wurden zwei Kontrollen (a:
durch Hitze abgetitete Zellen; b: steriles Medium) mitgefiihrt. Nach der Inkubation erfolgte
ein Zusatz von 100 pl einer frisch zubereiteten o-Dianisidinlésung (4,21 mM). Die gebildete
Diazoverbindung wurde spektrophotometrisch (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan) bei 525
nm bestimmt. Die Intensitét des Farbstoffkomplexes ist proportional der Naphthol (1- und 2-)-
Konzentration. Ein Extinktionskoeffizient von 3.8 | mmol' cm’ (KOH et al. 1993) wurde zur

Quantifizierung benutzt.
2.6.1.5. Komponenten der loslichen Methanmonooxygenase

Die Komponenten der sMMO sind nach den oben beschriebenen Methoden nur in Kombina-
tion nachzuweisen, d.h. die spezifische Aktivitit der jeweiligen Komponente kann nur dann be-
stimmt werden, wenn die beiden anderen im Uberschuf3 im Reaktionsansatz vorhanden sind.
Da aber nur relativ wenig Zellmaterial zur Verfligung stand und o.g. Testprinzip aufgrund der
sehr geringen Stabilitét der einzelnen Komponenten nicht reproduzierbar war, wurden zumin-

dest die Komponenten A und C der sMMO nach alternativen Nachweismethoden bestimmt.
2.6.1.5.1. Hydroxylase (Komponente A der sMMOQO)

Die Komponente A der sMMO ist in Abwesenheit der anderen Komponenten bei Zugabe von
H,0, in der Lage, Propylen auch ohne NADH zu oxidieren (JIANG et al. 1993). Der Testan-
satz wurde nach FROHLAND et al. (1992) durchgefiihrt. Dazu wurden entsprechende Men-
gen Protein (ca. 1-5 mg) in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2, 1 ml Gesamtvolumen) in 10 ml
fassende Headspacegefifle iiberfiihrt und lufidicht verschlossen. 2 ml der Gasphase wurden
anschlieBend durch Propylen ersetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mM H,Os
gestartet und das gebildete Propylenoxid gaschromatographisch bestimmt (vgl. 2.6.1.1.).

2.6.1.5.2. NADH-Akzeptor Reduktase (Komponente C der sMMO)

Die Bestimmung der Reduktase erfolgte nach COLBY und DALTON (1979). Der Testansatz
enthielt in 1 ml Endvolumen :
0,5 ml Na-Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7.,0); 0,9 mM K;Fe(CN)¢, 0.09 mM DCPIP oder 0.05
mM Cytochrom c; entsprechende Enzymmengen (nach Ultrazentrifugation); aqua dest.



Die Reaktion wurde mit NADH (1 mM) gestartet und die Extinktionsinderung bei 412 nm
(K3Fe(CN)), 600 nm (DCPIP) bzw. 550 nm (Cytochrom ¢) und bei 25°C iiber 2 min regi-
striert (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Als Leerwert diente der Testansatz ohne NADH.

2.6.2. Methanoldehydrogenasen
2.6.2.1. NAD(P) - abhiingige Methanoldehydrogenase

Die Bestimmung der Aktivitdt der NAD(P)H- abhéingigen Methanoldehydrogenase erfolgte
nach ANTHONY und ZATMAN (1964). Der Testansatz enthielt in einem Endvolumen von 2
ml :
1 ml Na-Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7.5); 1.5 mM NAD" bzw. NADP"; entsprechende En-
zymmengen; aqua dest.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 mM Methanol gestartet und die Extinktionszu-
nahme bei 340 nm und 25°C iiber 2 min registriert (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Der

Leerwert enthielt alle Komponenten aufler dem Substrat.
2.6.2.2. NAD(P)'- unabhiingige Methanoldehydrogenase

Die Bestimmung der PMS/DCPIP vermittelten MDH-Aktivitéit wurde - modifiziert nach AN-
THONY und ZATMAN (1964) - durchgefiihrt. Der Testansatz enthielt in 2 ml Endvolumen :

1 ml Na-Boratpuffer (50 mM, pH 9,0); 22,5 mM NH,4Cl; 0,13 mM DCPIP; 15 mM Metha-

nol; 3,85 mM KCN;: entsprechende Enzymmengen; aqua dest.

Die Reaktion wurde mit 1,65 mM PMS gestartet und die Extinktionsabnahme bei 600 nm und
25°C iiber 3 min registriert (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Der Leerwert enthielt alle
Komponenten auler dem Substrat.

Mit einer weiteren Methode wurde die Aktivitdt der NAD(P) - unabhiingigen Methanolde-
hydrogenase durch die Oxidation von Sorbinalkohol bestimmt. Der Testansatz erfolgte nach
ARMSTRONG (1964) und enthielt in einem Endvolumen von 2 ml folgende Komponenten :

1 ml Na-Boratpuffer (50 mM, pH 9,0); 1.8 mM Sorbinalkohol; 22,5 mM NH4CI; entspre-

chende Enzymmengen; aqua dest.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1.65 mM PMS gestartet und die Extinktionszunahme
bei 283 nm und 25°C iiber 2 min registriert (Shimadzu UV 160-A. Kyoto. Japan). Der Leer-

wert enthielt alle Komponenten aufler dem Substrat.
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2.6.3. Formaldehyddehydrogenasen

Die Aktivitit der NAD(P) - abhingigen Formaldehyddehydrogenase wurde entsprechend dem
unter 2.6.2.1. beschriebenen Testansatz. die der NAD(P)'- unabhéngigen entsprechend dem
Testansatz von 2.6.2.2. bestimmt. Anstelle von Methanol wurde 50 mM Formaldehvd als

Substrat eingesetzt. Der Leerwert enthielt die jeweiligen Komponenten auf3er dem Substrat.
2.6.4. Formiatdehydrogenase

Die Bestimmung der Formiatdehydrogenase erfolgte nach JOHNSON et al. (1964). Der
Testansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 ml :
0.5 ml MOPS (50 mM, pH 6.5); 25 mM K;SO,; 1 mM NAD’; entsprechende Enzymmen-
gen; aqua dest.
Die Reaktion wurde mit 5 mM Natriumformiat gestartet und die Extinktionszunahme bei 340
nm und 25°C iiber 1 min registriert (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Der Leerwert ent-

hielt alle Komponenten auBer dem Substrat.
2.6.5. Hydroxypyruvatreduktase

Die Bestimmung der Aktivitdt der Hydroxypyruvatreduktase erfolgte nach LARGE und
QUAYLE (1963). Der Testansatz enthielt in 3 ml Endvolumen :
Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,5); 8 mM NADH; entsprechende Enzymmengen; aqua
dest.
Die Reaktion wurde mit 1 mM Hydroxypyruvat gestartet und die Extinktionsabnahme bei 340
nm und 25°C iiber 3 min (Shimadzu UV 160-A. Kyoto, Japan) verfolgt. Der Leerwert enthielt

alle Komponenten aufler dem Substrat.
2.6.6. Isocitratdehydrogenase

Die Bestimmung der Aktivitdt der Isocitratdehydrogenase erfolgte nach LARGE und
QUAYLE (1963). Der Testansatz enthielt in 2 ml Endvolumen :
1 ml K-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,5); 0.3 mM AMP; 3,75 mM MgCl; 8 mM NAD"
bzw. NADP™: entsprechende Enzymmengen: aqua dest.

£
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Die Reaktion wurde mit 1 mM Kalium-(D,L)-isocitrat gestartet und die Extinktionszunahme
bei 340 nm und 25°C iiber 3 min verfolgt (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Als Leerwert

dienten alle Komponenten aufler dem Substrat.
2.6.7. Isocitratlyase

Die Bestimmung der Isocitratlyase erfolgte nach LARGE und QUAYLE (1963). Der Testan-
satz enthielt in 2 ml Endvolumen :
1 ml Tris/HCI (50 mM, pH 7.2); 9 mM MgCl;; 3,6 mM Cystein/HCI; 6 mM Phenylhydrazin;
entsprechende Enzymmengen; aqua dest.
Die Reaktion wurde mit 3 mM Natrium-(D,L)-isocitrat gestartet und die Extinktionszunahme
bei 324 nm und 25°C {iber 2 min verfolgt (Shimadzu UV 160-A. Kyoto, Japan). Der Leerwert

enthielt alle Komponenten aufler dem Substrat.
2.6.8. Malatdehydrogenase

Die Bestimmung der Aktivitdt der Malatdehydrogenase erfolgte nach LARGE und QUAYLE
(1963). Der Testansatz enthielt in einem Endvolumen von 2 ml :
1 ml Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0); 1 mM NADH;: entsprechende Enzymmengen:;
aqua dest.
Die Reaktion wurde mit | mM Oxalacetat gestartet und die Extinktionsabnahme bei 340 nm
und 25°C iiber 2 min registriert (Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan). Als Leerwert dienten

alle Komponenten aufler dem Substrat.
2.6.9. Definition der Enzymaktivititen

Die spezifische Aktivitdt der Methanmonooxygenase in intakten Zellen wurde im gaschroma-
tographischen Test als pmol Produktbildung (Propylenoxid) / min x mg Trockenmasse bzw.
pro mg Proteingehalt definiert (U/mg). Im methanabhéngigen Sauerstoffverbrauchstest wurde
die spezifische Aktivitét als mol Substratumsatz (Sauerstoff) / min x g Trockenmasse definiert
(Ulg).

Die spezifische Aktivitdt der Reduktase-Komponente (Komponente C) der sMMO wurde
durch Reduktion von KsFe(CN)s (€ =1 | mmol” em™). DCPIP (¢ = 19.1 | mmol"' cm™) bzw.
Cytochrom ¢ (¢ = 28 | mmol' cm™') (BASFORD und HUENNEKENS 1955) bestimmt und als

umol Substratumsatz / min x mg Protein definiert (U/mg).



Fiir die NADH- bzw. NADPH- abhéngigen Oxidoreduktasen wurde unter Berticksichtigung
eines Extinktionskoeffizienten von 6,22 | mmol’ cm' die spezifische Aktivitat als pmol
Substratumsatz / min x mg Protein definiert (U/mg) und bei 340 nm spektrophotometrisch
(Shimadzu UV 160-A, Kyoto, Japan) bestimmt.

Die pyridindinukleotidunabhingigen Dehydrogenasen wurden durch die Extinktionsab-
nahme von DCPIP bei 600 nm bestimmt. Zur Berechnung der Aktivitit diente ein Extink-
tionskoeffizient von 19,1 1 mmol" cm. Die Aktivitit wurde als pmol Substratumsatz / min
(U). die spezifische Aktivitét als pmol Substratumsatz / min x mg Protein (U/mg) definiert.

Alternativ wurde die Methanoldehydrogenase (MDH)- Aktivitdt durch die Oxidation von
Sorbinalkohol (2.4-Hexadien-1-o0l) zu Sorbinaldehyd spektrophotometrisch durch Zunahme
der Extinktion bei 283 nm bestimmt. Zur Berechnung der Aktivitéit diente ein Extinktions-
koeffizient von 29 1 mmol' cm’ (ARMSTRONG 1964). Die Aktivitdt wurde als pumol
Substratumsatz / min (U), die spezifische Aktivitét als pmol Substratumsatz / min x mg Protein
(U/mg) definiert.

Die Isocitratlyase wurde durch die Extinktionszunahme von Phenylhydrazin bei 324 nm be-
stimmt (LARGE und QUAYLE 1963). Dabei entspricht eine Extinktionsinderung (AE) von
0.1 / min einer Volumenaktivitdt von 5.9 nmol/ml. Die Aktivitét wurde als pmol Substratum-
satz / min (U), die spezifische Aktivitat als pmol Substratumsatz / min x mg Protein (U/mg)
definiert.

Wihrend der chromatographischen Trennung wurde die Proteinkonzentration durch Mes-
sung der Extinktion bei 280 nm bestimmt. Die Proteinbestimmungen zur Ermittlung der En-
zymanreicherung erfolgten nach der Methode von BRADFORD (1976). Der Proteingehalt
wurde mittels einer Eichkurve, die unter Verwendung von RSA als Standard mitgefiihrt wurde,
bestimmt. Fiir die exakte Proteinbestimmung fiir die Kalkulation des Metallgehalts der
Hydroxylase sowie des Coenzymgehalts der Methanoldehydrogenase wurde der direkte Pep-
tidbindungsnachweis nach der Mikro-Biuret-Methode (JANATOWA et al. 1968) verwendet.
Die Proteinbestimmung erfolgte durch Differenzmessung der Extinktion bei 390 nm und 290

nm. Als Eichprotein wurde RSA verwendet.
2.7. Methoden zur Enzymreinigung

Samtliche chromatographische Reinigungsverfahren wurden an der FPLC (Controller LKB
G250 Plus. Pharmacia, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Die verwendeten Siulen und Puffer
wurden mittels Thermostat (K20-E11. Funke. Medingen. BRD) auf konstant 4°C gekiihlt.
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2.7.1. Reinigung der Hydroxylase (Komponente A der sMMQO)
2.7.1.1. Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose FF

Die nach Ultrazentrifugation gewonnene ldsliche Proteinfraktion wurde auf eine mit Tris/HCI-
Puffer (25 mM, pH 7.2), der 5 mM Natriumthioglycolat enthielt, dquilibrierte DEAE-Sepha-
rose FF-Saule (Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen und die Siule mit dem gleichen
Puffer so lange gewaschen, bis kein Protein mehr im Durchlauf detektiert werden konnte.
Anschliefend wurde die Siule mit 0,2 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2 + 5 mM
Natriumthioglycolat) gewaschen, bis kein Protein mehr im Durchlauf gemessen werden konnte.
Der die Hydroxylase enthaltende Durchlauf wurde mittels Ultrafiltration (Amicon-Ultrafiltra-
tionszelle 8010, Membran PM 100, Amicon, Danvers, USA) konzentriert und in Aquilibrie-
rungspuffer aufgenommen. Diese Proteinlésung wurde anschliefend wieder auf eine mit dem
gleichen Puffer dquilibrierte DEAE-Sepharose FF-Siule aufgetragen und so lange gewaschen,
bis kein Protein mehr im Durchlauf detektiert werden konnte. AnschlieBend wurden die gebun-
denen Proteine mit einem linearen Gradienten (10 Saulenvolumen) von 0-0,18 M NaCl in
Tris/HCI-Puffer (25 mM. pH 7.2 + 5 mM Natriumthioglycolat) eluiert. Die Flufirate betrug 1
ml/min. Es wurden Fraktionen zu je 1.5 ml gesammelt und die Enzymaktivitit enthaltenden

Fraktionen gesammelt und mittels Ultrafiltration (vgl. oben) konzentriert.
2.7.1.2. Gelfiltration an Superose 12 HR

Die durch Tonenaustauschchromatographie angereicherte Hydroxylase wurde mit Hilfe eines
Probenauftragsventils (V-7) tber eine Probenauftragsschleife (500 pl) auf eine mit Na-Phos-
phatpuffer (50 mM, pH 7.4, 150 mM NaCl) dquilibrierte Kombination zweier Superose 12
HR-S&ulen 10/30 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen. Die Elution der Proteine er-
folgte mit dem gleichen Puffer und einer FluBrate von 0.4 ml/min (Gegendruck 2 MPa). Das
Ausschlufivolumen der Saulen (19 ml) wurde verworfen und anschlieBend je 0,5 ml Fraktionen

gesammelt.



2.7.2. Reinigung der Komponente B der sMMO
2.7.2.1. lIonenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose FF

Die Chromatographie der Komponente B der sMMO an DEAE-Sepharose FF erfolgte #hnlich
wie unter 2.7.1.1. beschrieben. Nach dem Aufiragen der l6slichen Proteinfraktion wurde die
Sdule mit 0,15 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7,2) gewaschen, bis kein Protein mehr
im Durchlauf detektiert werden konnte. AnschlieBend erfolgte eine Elution der Komponente B
mit 0.3 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2). Die zwischen 0,15 M und 0,3 M NaCl
eluierten Proteine wurden mittels Ultrafiltration (vgl. 2.7.1.1., Membran PM 10) konzentriert ,
in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2), der 0,15 M NaCl enthielt, aufgenommen und auf eine mit
dem gleichen Puffer dquilibrierte DEAE-Sepharose FF-Siule aufgetragen. Anschliefend wurde
ein linearer Gradient von 0.15 M - 0,28 M NaCl in Tris/HCI -Puffer (25 mM, pH 7.2) angelegt
(10 S&ulenvolumen) und Fraktionen zu je 1,5 ml bei einer FluBrate von 1 ml/min gesammelt.
Die Komponente B enthaltenden Fraktionen wurden durch Ultrafiltration (vgl. oben) konzen-

triert.
2.7.2.2. Gelfiltration an Superose 12 HR

Die angereicherte Komponente B wurde anschlieBend auf eine Kombination zweier Superose

12 HR-Sé&ulen 10/30 aufgetragen. Die Elution erfolgte analog zu 2.7.1.2.
2.7.3. Reinigung der NADH-Akzeptor Reduktase (Komponente C der sMMO)
2.7.3.1. lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose FF

Die Chromatographie der Reduktase erfolgte #hnlich wie unter 2.7.1.1. beschrieben. Nach
Aufiragen der 18slichen Proteinfraktion wurde die Siule mit 0,2 M NaCl in Tris/HCl-Puffer (25
mM, pH 7.2 + 5 mM Natriumthioglycolat) gewaschen, bis kein Protein mehr im Durchlauf
detektiert werden konnte. Anschliefend erfolgte die Elution der Reduktase mit 0.5 M NaCl in
Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2 + 5 mM Natriumthioglycolat). Die zwischen 0,2 M und 0.5
M NaCl eluierten Proteine wurden mittels Ultrafiltration (vgl. 2.7.1.1.. Membran PM 10) kon-
zentriert, in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2. 0.2 M NaCl enthaltend + 5 mM Natriumthiogly-
colat) aufgenommen und auf eine mit dem gleichen Puffer dquilibrierte DEAE-Sepharose FF-

Saule aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte mit einem linearen Gradienten (10 Siu-



lenvolumen) von 0,2 M - 0,5 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7,2 + 5 mM Natrium-
thioglycolat). Es wurden Fraktionen von je 1,5 ml gesammelt. Die Enzymaktivitit enthaltenden
Fraktionen wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration (vgl. oben) konzentriert und in Tris/HCI-
Puffer (25 mM, pH 7,2 + 5 mM Natriumthioglycolat) aufgenommen. Die FluBrate betrug 1
ml/min.

2.7.3.2. Ammoniumsulfatfillung

Die mittels Ionenaustauschchromatographie angereicherte Reduktase wurde bei 0°C iiber ca.
10 min mit Ammoniumsulfat versetzt und anschlieBend 20 min geriihrt. Die Ammoniumsulfat-
konzentration wurde schrittweise um je 20 % erhoht, bis eine Sittigung von 80 % erreicht war
(COOPER 1981). Die betreffenden Fraktionen (0-20 %, 20-40 %, 40-60 %, 60-80 %) wurden
zentrifugiert (30 min, 10.000g, 4°C, K24) und das jeweilige Prizipitat in Tris/HCI-Puffer (25
mM, pH 7.2 + 5 mM Natriumthioglycolat) aufgenommen.

2.7.3.3. Hydrophobe Interaktionschromatographie an TSK-Butyl

Die nach der fraktionierten Ammoniumsulfatfillung aktive Reduktase-Fraktion wurde durch
Zugabe von festem Ammoniumsulfat auf eine Konzentration von 25 % Ammoniumsulfat ge-
bracht und auf eine mit Tris/HCI-Puffer (25 mM, pH 7.2, 25 % Ammoniumsulfat enthaltend +
5 mM Natriumthioglycolat) &quilibrierte Fractogel TSK-Butyl 650 (M)-Siule (Merck, Darm-
stadt, BRD) aufgetragen. AnschlieBend wurde die Siule mit dem gleichen Puffer gewaschen,
bis kein Protein mehr im Durchlauf detektiert werden konnte. Die Elution der gebundenen
Proteine erfolgte mit einem linear fallenden Ammoniumsulfat-Gradienten (10 Sdulenvolumen)
bis 0 % Ammoniumsulfat. Es wurden Fraktionen zu je 1.5 ml gesammelt. Die FluBirate betrug
0.5 ml/min.

2.7.3.4. Affinititschromatographie

Fiir die Affinitdtschromatographie wurde die angereicherte Reduktase auf eine mit Tris/HCI -
Puffer (25 mM, pH 7.2 + 5 mM Natriumthioglycolat) &dquilibrierte Blue-Sepharose CL-6B
bzw. 5-AMP-Sepharose-Siule (beide Sdulen Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen.
Die Sdulen wurden mit dem Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis im Durchlauf kein Protein

mehr zu detektieren war. Die Elution der Proteine erfolgte mit unterschiedlichen NaCl-Kon-



zentrationen (0,5 M - 1 M NaCl) bzw. mit | mM NADH im Aquilibrierungspuffer. Es wurden
Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Die FluBrate betrug 0,5 ml/min.

2.7.3.5. Gelfiltration

Die Gelfiltration der Reduktase erfolgte analog zu 2.7.1.2..
2.7.4. Reinigung der Methanoldehydrogenasen

2.7.4.1. Ammoniumsulfatfillung

Zu der nach Aufschlufl mittels French Press und Ultrazentrifugation erhaltenen loslichen Pro-
teinfraktion wurde unter stéindigem Riihren iiber etwa 5 min festes Ammoniumsulfat bis zu
einer Sittigung von 60 % zugegeben. Nach Abtrennung des Prézipitats durch Zentrifugation
(15.000 g, 30 min, K24) wurde weiteres Ammoniumsulfat bis zu einer Sittigung von 90 %
zugegeben und das prézipitierte Protein durch Zentrifugation (15.000g, 30 min, K24) abge-
trennt. Das Pellet wurde in Na-Phosphatpuffer (25 mM, pH 7,0), der 30 % Ammoniumsulfat

enthielt, resuspendiert.
2.7.4.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie an TSK-Butyl

Die durch Ammoniumsulfatfillung angereicherte MDH wurde auf eine mit Na-Phosphatpuffer
(25 mM, pH 7.0. 30 % Ammoniumsulfat enthaltend) &quilibrierte Fractogel TSK-Butyl 650
(M)-Sidule aufgetragen. Die Sdule wurde anschlielend so lange gewaschen. bis kein Protein
mehr im Durchlauf detektiert werden konnte. Die Elution der Proteine erfolgte analog zu
2.7.3.3. mit fallender Ammoniumsulfatkonzentration. Aktive Fraktionen wurden gesammelt
und durch Ultrafiltration (vgl. 2.7.1.1., Membran YM 30) konzentriert, entsalzt und in Na-
Phosphatputffer (25 mM, pH 7,0) aufgenommen.

2.7.4.3. Ionenaustauschchromatographie an EMD-DEAE und DEAE-Sepharose FF

Die angereicherte MDH wurde auf eine mit Na-Phosphatpuffer (25 mM. pH 7.0) &quilibrierte
Fractogel EMD-DEAE 650 (8)-Saule (Merck, Darmstadt. BRD) bzw. DEAE-Sepharose FF
aufgetragen und anschlieBend mit dem gleichen Puffer gewaschen, bis kein Protein mehr im
Durchlauf nachgewiesen werden konnte. Die FluBrate betrug 0.8 ml/min. Der Durchlauf wurde

gesammelt und durch Ultrafiltration konzentriert.



2.7.4.4. Gelfiltration

Die angereicherte MDH wurde auf eine Kombination zweier Superose 12 HR -Siulen iiber ein
Probenaufiragsventil (V-7) mit Hilfe einer Probenaufiragsschleife (200 pl) aufgetragen. Die
Elution und das Sammeln der Proteine erfolgte analog zu 2.7.1.2.. Aktive Fraktionen wurden

vereinigt und mittels Ultrafiltration (Mikrosep 30, Filtron, USA) konzentriert.
2.7.5. Anreicherung der Formiatdehydrogenasen

Die durch Ultrazentrifugation erhaltene losliche Proteinfraktion wurde auf eine mit 0,1 M NaCl
in Tris'HCI-Puffer (50 mM, pH 7.2) &quilibrierte DEAE-Sepharose FF-Saule aufgetragen und
anschlielend mit dem gleichen Puffer gewaschen. bis kein Protein mehr im Durchlauf nachge-
wiesen werden konnte. Danach wurden die gebundenen Proteine mit einem linearen Gradienten
(10 Sdulenvolumen) von 0,1 M - 0,3 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 7.,2) eluiert. Die
FluBrate betrug 1 ml/min. Es wurden Fraktionen zu je 1,5 ml gesammelt und aktive Fraktionen

durch Ultrafiltration (vgl. 2.7.1.1.) konzentriert.

2.8. Analytische Methoden

2.8.1. Elektrophoresen

2.8.1.1. Nichtdenaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde in dem diskontinuierlichen Puffersystem nach DAVIS (1964)
durchgefiihrt. Eine 0.5 1 Elektrophoresekammer (Mini-Trans-Blot, BIO-RAD, BRD) ermog-
lichte die gleichzeitige Auftrennung von 10 Proben pro Kiivette (2 Stiick, 80 mm x 72 mm, ca.
6 ml). Folgende Stammlésungen wurden zubereitet :

Losung A: 3,63 g Tris + 4.8 ml 1 M HCI auf 10 ml aqua dest. pH 8.8
Losung B: 0,6 g Tris + 4.8 ml 1 M HCl auf 10 ml aqua dest. pH 6,7

Losung C: 30 g Acrylamid + 0,8 g Bisacrylamid auf 100 ml aqua dest.
Ldésung D: 10 g Acrylamid + 2.5 g Bisacrylamid auf 100 ml aqua dest.

Es wurde ein 5 %iges (w/v) Sammelgel (ca. 1 ml/Kiivette) folgender Zusammensetzung ver-

wendet :
0.5 ml Lésung B, 1 ml Lésung D, 0.4 ml APS (15 mg/ml), 5 ul TEMED, 3,1 ml aqua dest.

Das 7.5 %ige (w/v) Trenngel (ca. 5 ml pro Kiivette) hatte folgende Zusammensetzung :
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1,25 ml Lésung A, 2,5 ml Losung C, 0.8 ml APS (15 mg/ml), 5 ul TEMED, 3,75 ml aqua
dest.
Es wurden 20 pl Probe mit einem Proteingehalt von etwa 1 pg/pl je Slot aufgetragen. Die Pro-
ben enthielten 20 % (v/v) Probenpuffer folgender Zusammensetzung : 10 pl Glycerin, 10 ul
BPB (0,1 % in aqua dest.) auf 100 pl aqua dest. Als Elektrodenpuffer diente eine 25 mM
Tris/Glycin Losung, pH 8,3. Die Proben wurden bei einer Stromstirke von 10 mA im

Sammelgel konzentriert und bei 15 mA im Trenngel aufgetrennt.
2.8.1.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde in einer 0,5 1 Kammer (vgl. 2.8.1.1.) bzw. in einer 2,5 1 Kammer
(Protean II xi, BIO-RAD, BRD), die das Aufiragen von 15 Proben pro Kiivette (180 mm x
180 mm x 1 mm) gestattete, durchgefiihrt. Sammel- und Trenngel wurden nach SAMBROCK
et al. (1989) hergestellt. Das Sammelgel (5 %. w/v) enthielt :
830 pl Acrylamid (30 %ig, w/v), 630 ul Tris/HCI ( 1 M, pH 6.8), 50 ul SDS (10 %ig, w/v),
400 ul APS (15 mg/ml), 5 ul TEMED, 3,1 ml aqua dest.
Fiir die kleine Kammer wurden ca. 1.5 ml und fiir die groe Kammer ca. 5 ml Sammelgel be-
notigt. Das Trenngel (10 %, w/v) hatte pro 10 ml folgende Zusammensetzung :
3.3 ml Acrylamid (30 %ig, w/v), 2,5 ml Tris/HCI (1,5 M, pH 8,8),100 ul SDS (10 %ig,
w/v), 800 ul APS (15 mg/ml), 5 pl TEMED, 3.3 ml aqua dest.
Fiir die kleine Kammer wurden 4-5 ml, fiir die grofle Kammer ca. 25 ml Trenngel eingesetzt.
Die pro Slot aufgetragene Proteinmenge richtete sich nach der anschlieBenden Firbeme-
thode. Fiir die Coomassiefirbung wurden 20 pg aufgetragen, fiir die Silberfirbung maximal 1
ug. Zur Aufnahme der Proben wurde ein Probenpuffer folgender Zusammensetzung herge-
stellt:
50 mM Tris/HCI (pH 6,8). 100 mM Mercaptoethanol, 2 % SDS (w/v), 0,1 % BPB, 10 %
Glycerin.
Vor dem Aufiragen erfolgte ein Erhitzen der Proben auf 95°C fiir mindestens 10 min zur De-
naturierung der Proteine. Als Elektrodenpuffer wurde eine Losung aus 25 mM Tris, 250 mM
Glycin und 0,1 % SDS verwendet (pH ca. 8,3, keine pH Einstellung mit HCI). Bis zur Einwan-
derung der Proben in das Trenngel wurde mit einer Stromstiirke von 10 mA (kleine Kammer)

bzw. 20 mA (groBe Kammer) und danach mit 15 mA bzw. 35 mA gearbeitet.
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2.8.1.3. Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wurde mit der 2117 Multiphor 11 Elektrophoreseeinheit
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) in Verbindung mit dem Power Supply EPS 3500 (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Es wurden Fertiggele mit immobilisierten pH-Gradienten
(SERVALYT Ampholine, pH 3,5-9,5, SERVA, Heidelberg, BRD) verwendet. Die Fokussie-
rung erfolgte auf der mittels Thermostat auf 4°C abgekiihlten Trigerplatte der Multiphor-
kammer. Dazu wurden die Elektroden iiber in Elektrodenpuffer getrinkte Elektrodenstreifen
(Pharmacia, Uppsala, Schweden, 1 M NaOH als Kathodenpufter, 1 M H;PO, als Anodenpuf-
fer) auf das Gel aufgesetzt. Anschliefend wurden etwa in der Mitte des Gels Probenauftrags-
streifen (Filterpapier FN-8) aufgelegt und pro Streifen etwa 10 ul Probe aufgetragen. Die iso-
elektrische Fokussierung erfolgte nach WESTERMEIER (1990) durch Anlegen einer Span-
nung von 1500 V mit einer maximalen Stromstérke von 50 mA und einer Leistung von maxi-
mal 30 W fiir 1,5 h. Nach ca. 45 min wurde die Fokussierung kurz unterbrochen und die auf-
gelegten Probenaufiragsstreifen entfernt. Nach Abschlufl der Fokussierung wurde das Gel mit
Coomassie-Brillantblau G 250 (vgl. 2.8.1.5.) gefirbt und so lange entflirbt, bis einzelne Banden
sichtbar wurden. Zur Ermittlung der isoelektrischen Punkte der aufgetragenen Proben wurde
gleichzeitig ein Proteinstandard fiir die isoelektrische Fokussierung (Testkit SERVA 9,
SERVA, Heidelberg, BRD) folgender Zusammensetzung mitgefiihrt :

Amyloglucosidase pl 3.5 Myoglobin Pferd) pl 7.3
Ferritin pl 4.4 Myoglobin (Wal) pl 8.3
Albumin (Rind) pl 47 Ribonuclease pl 94
B-Lactoglobulin pl 353 Cytochrom ¢ pl 10,7
Conalbumin pl 59

2.8.1.4. Aktivfirbung

Zur Aktivfirbung der NADH-Akzeptor Reduktase bzw. der Methanol-, Formaldehyd- und
Formiatdehydrogenasen wurden Polyacrylamid-Gele nach nativer Elektrophorese in den ent-
sprechenden Puffern (vgl. 2.6. f.) aufgenommen.

Die Aktivfarbung der NADH-Akzeptor Reduktase erfolgte nach COLBY und DALTON
(1979). Dazu wurden pro 10 ml Puffer 0.5 mM NADH und 10 mg NBT zugesetzt. Die Inku-



bation erfolgte bei 25°C im Dunkeln (ca. 10 min). Bei Enzymaktivitdt wurde eine dunkelvio-
lette Bande sichtbar.

Fiir die Aktivfirbung der NAD(P)H- unabhzngigen Dehydrogenasen wurden pro 10 ml Puf-
fer 5,2 mg Ammoniumchlorid, 1 mg INT und 1,2 mg PMS eingesetzt. Die Reaktion wurde mit
20 pl Methanol bzw. 100 pl Formaldehyd gestartet. Nach einer Inkubation bei 25°C im Dun-
keln (ca. 15 min) erfolgte die Auswertung anhand der gebildeten rotlichen Banden.

Fiir die Aktivfirbung der Formiatdehydrogenase wurden pro 10 ml Reaktionsansatz (50
mM MOPS, pH 6,5; 25 mM K;S0.; 1 mM NAD") 1 mg INT und 1,2 mg PMS eingesetzt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 5 mM Natriumformiat gestartet. Nach Inkubation bei 25°C
im Dunkeln (ca. 10 min) erfolgte die Auswertung anhand der gebildeten rétlichen Banden.

2.8.1.5. Firbung mit Coomassie-Brillantblau

Die Passivfirbung der Gele erfolgte in einem Gemisch aus 120 mg Coomassie-Brillantblau G
250 (SERVA, Heidelberg, BRD), 50 ml Methanol, 20 ml Essigsdure und 50 ml aqua dest. fiir
mindestens 30 min. AnschlieBend wurden die Gele in einer Ldsung, bestehend aus 30 %
Methanol und 10 % Essigsiure in aqua dest., entfirbt (ca. 3 x 20 min).

Zur Konservierung wurden die aktiv bzw. passiv gefirbten Gele in einem Gemisch aus 10 %
Glycerin und 40 % Ethanol in aqua dest. aufgenommen (mindestens 2 h) und anschlieBend

zwischen zwei Folien gelegt und getrocknet.
2.8.1.6. Silberfirbung

Fiir die Silberfirbung nach MARCINKA et al. (1992) wurden die Gele fiir mindestens 1 h fi-
xiert (40 % Methanol, 12 % Essigsdure, 100 pl 38 %iger Formaldehyd auf 200 ml aqua dest.).
Nach drei Waschschritten (15 min in 30 % Methanol, 2 x 15 min in aqua dest.) erfolgte eine
Vorinkubation in Thiosulfatldsung (20 mg Na;S;0; x 5H,0 auf 100 ml aqua dest.) Nach drei-
maligem Waschen in aqua dest. (150 ml, je 20 s) wurden die Gele 20 min ,.versilbert” (200 mg
AgNOs, 20 mg Zitronensiure, 75 ul 38 %iger Formaldehyd auf 100 ml aqua dest.), anschlie-
Bend gewaschen (1 min und 0.5 min in je 200 ml aqua dest.) und entwickelt (12 g NaCOs, 0.8
mg Na,S5;0; x 5H,0, 100 pl 38 %iger Formaldehyd auf 200 ml aqua dest.). Beim Erscheinen
von sichtbaren Banden erfolgte die sofortige Uberfilhrung in die Stopper-Losung (20 %
Methanol. 200 mg Zitronensaure in 200 ml aqua dest.). Die Gele wurden anschlieBend zweimal

gewaschen (je 30 min in 200 ml aqua dest. + 200 mg Zitronensdure), konserviert (25 % Ace-

)
(%)



ton, 8 % Glycerin, 200 mg Zitronensiure in aqua dest., mindestens 2 h) und zwischen zwei

Folien getrocknet .
2.8.2. Bestimmung der N-terminalen Aminosiuresequenz

Zur Bestimmung der N-terminalen Aminosiuresequenz wurde eine SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (vgl. 2.8.1.2.) mit Chemikalien der hichsten Reinheitsstufe (geeignet fiir die
HPLC) unter Verwendung von aqua tridest. durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung erfolgte zur
Vermeidung von Modifizierungen der zu untersuchenden Proteine bei 25°C in SDS-Pro-
benpuffer. Das Trenngel wurde ca. 15 h vor der elektrophoretischen Trennung gegossen, um
eine moglichst vollstandige Polymerisation des Acrylamids zu erreichen (Beseitigung von
freien Radikalen im Gel). Nach der elektrophoretischen Aufirennung wurde das Gel semi-dry
geblottet (TOWBIN et al. 1979). Dazu wurden 4 Lagen Filterpapier (FN-8) in Transferpuffer
(10 mM CAPS/NaOH, 10 % Methanol, pH 11,0) getrinkt und luftblasenfrei auf die untere
Elektrode der Blot-Kammer (Semi-Dry Elektroblotter, Modell HEP-1, OWL, Woburn, USA)
gelegt. Danach wurde das Gel aufgelegt und die PVDF-Membran (0.2 pm, Trans-Blot. Bio-
Rad, USA), die zuvor kurz durch Methanol und danach durch Transferpuffer gezogen wurde,
aufgebracht. AbschlieBend wurden weitere 4 Lagen Filterpapier mit Transferpuffer getrénkt,
luftblasenfrei aufgelegt und die Kammer geschlossen. Die Elektroelution der Proteine aus dem
Gel erfolgte bei 1 mA/cm’ Gelflache fiir 45 min und 1.5 mA/em® fiir weitere 45 min. Nach dem
Blotten wurde die PVDF-Membran kurz durch Methanol gezogen, mit Coomassie-Brillantblau
G 250 gefiirbt (120 mg Coomassie-Brillantblau G 250, 40 % Methanol, 1 % Eisessig in aqua
tridest.) und mit 50 % Methanol solange entfirbt, bis die entsprechenden Proteinbanden sicht-
bar wurden. Die jeweiligen Proteinbanden wurden ausgeschnitten, nach Waschen in Methanol
getrocknet und bei -20°C bis zur Analyse aufbewahrt.

Die Bestimmung der N-terminalen Aminosiuresequenz der jeweiligen Proteine erfolgte mit
einem Sequencer Modell 473 A (Applied Biosystems, USA) nach der Edmann-Methode. Die
gebildeten Phenylthiohydantoin-Aminosduren wurden iiber HPLC mit Hilfe einer Reversed
Phase-Séule bestimmt (EDMANN und HENSCHEN 1975). Mit Ausnahme des Cysteins

konnten mit dieser Methode alle Aminosduren bestimmt werden.
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2.8.3. Bestimmung der relativen Molmasse
2.8.3.1. Gelfiltration

Zur Bestimmung der relativen Molmasse der nativen Proteine wurde eine Gelfiliration an Su-
perose 12 HR (entsprechend 2.7.1.2.) durchgefiihrt. Dazu wurde eine Eichkurve mit folgenden
Eichproteinen (Merck, Darmstadt, BRD) aufgestellt :

Cytochrom ¢ (Pferd) 12.300 Da
Myoglobin (Pferd) 17.200 Da
Carboanhydrase (Rindererythrozyten) 30.000 Da
Ovalbumin (Huhn) 45.000 Da
Ovotransferrin (Huhn) 77.000 Da
Lactatdehydrogenase (Schweineherz) 145.000 Da

2.8.3.2. Methode nach Hedrick-Smith

Zur Bestimmung der relativen Molmasse mit der Methode nach HEDRICK und SMITH
(1968) wurde mit dem unter 2.8.1.1. beschriebenen Puffersystem gearbeitet. Die Elektropho-
rese erfolgte in einzelnen Réhrchen (&= 3 mm, h = 11 cm) mit unterschiedlichen Polyacryl-
amid-Konzentrationen (4-10 % PA) in einer Rohrchen-Elektrophoresekammer (Bio-Rad,
USA). Zum Sammeln wurde mit einer Stromstérke von 1 mA, zum Trennen mit 1,5 mA pro
Réhrchen gearbeitet. Nach Herausldsen der Gele aus den Rohrchen wurden diese aktiv gefiirbt
(vgl. 2.8.1.4.). Uber eine Eichkurve konnte unter Verwendung von RSA durch Auswertung
des Anstiegs aus der Funktion der jeweiligen Ri-Werte bezogen auf die Polyacrylamid-Kon-

zentration die relative Molmasse des untersuchten Proteins berechnet werden.
2.8.3.3. SDS-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zur Bestimmung der relativen Molmasse wurde ent-

sprechend 2.8.1.2. durchgefiihrt. Folgende Eichproteine wurden eingesetzt :



Eichproteine Combithek 1317474 (Boehringer Mannheim, BRD) :

Lysozym 14.300 Da
Trypsininhibitor 20.100 Da
Triosephosphatisomerase 26.600 Da
Aldolase 39.200 Da
Glutamatdehydrogenase 55.600 Da
Fructose-6-phosphatkinase 85.200 Da
SERVA 4 Testkit (SERVA, Heidelberg, BRD) :
Carboanhydrase 29.000 Da
Ovalbumin 45.000 Da
Rinderserumalbumin 67.000 Da
Phosphorylase B 97.400 Da

2.8.4. Nachweis von Poly-B-hydroxybuttersiure

Der Nachweis von PHB erfolgte mittels Nilrot im Fluoreszensmikroskop (Optiphot X-2, Ni-
kon. Japan) (LAW und SLEPECKY 1961).

2.8.5. Nachweis und Bestimmung von PQQ

Der Nachweis von PQQ erfolgte mit dem Apoenzym der Glucosedehydrogenase aus Pseu-
domonas aeruginosa SG 26 nach der Methode von VAN DER MEER et al. (1990). Zur Pri-
paration des Apoenzyms wurden auf Gluconat gewachsene Zellen geerntet, abzentrifugiert (30
min, 10.000 g, 4°C, K24) und in Na-Phosphatpuffer (20 mM, pH 7.2) zweimal gewaschen.
AnschlieBend wurden die abzentrifugierten Zellen in dem gleichen Puffer aufgenommen und
mittels French Press (10.000 psi, zwei Durchldufe) aufgeschlossen. Die erhaltene Suspension
wurde mit DNase (1 mg/ml) versetzt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Die Zellreste
wurden 20 min bei 48.000 g und 4°C (Beckmann XL-90, Rotor SW 30.1) abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde zweimal je 24 h bei 4°C gegen Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 8.0). der 10 mM
EDTA sowie ca. 100 pl Toluol enthielt, dialysiert. Anschlieend erfolgte eine weitere Dialyse
fiir 24 h bei 4°C gegen Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 8.0), der 10 mM MgCl; enthielt. Das so
erhaltene Glucosedehydrogenase-Apoenzym wurde bei -20°C aufbewahrt.

Zur Bestimmung von PQQ mit Hilfe des préparierten Apoenzyms wurden folgende Lésun-

gen hergestellt :



KCN-Losung, 0,15 M in Na-Phosphatpuffer (20 mM, pH 7.5).

Glucose-Liasung, 40 mM in Tris/HCI-Puffer (0,2 M, pH 8,0),

Wurster's Blau, 0.2 mM TMPD in aqua dest. (ca. 24 h nach der Herstellung verwendbar).
Das Apoenzym (50 ul) wurde mit 50 pl der zu untersuchenden Probe in einer Kiivette (1,5 ml,
d=1 cm) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl der KCN- so-
wie 500 pl der Glucose-Losung zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl
Wurster's Blau gestartet und die Extinktionsabnahme bei 600 nm iiber 90 s photometrisch
(Shimadzu UV-160 A, Kyoto, Japan) gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand einer Eich-

kurve, die mit unterschiedlichen PQQ-Konzentrationen (Serva, BRD) erstellt wurde.
2.8.6. Substratumsatz der Methanmonooxygenase
2.8.6.1. Gaschromatographie

Fiir die Untersuchungen zur Substratspezifitdt der MMO wurden die leicht fliichtigen Stoffe
iiber gaschromatographische Auftrennung bestimmt. Dazu wurden je 1 ml der zu untersu-
chenden Probe in 20 ml Headspace-Gefiile iiberfiihrt und lufidicht verschlossen. Anschlieffend
wurden je 2 pl des zu untersuchenden Substrates in die ProbengefiBie injiziert und die Reaktion
durch Zugabe von 5 mM NADH gestartet. Nach 30 min Inkubation bei 30°C auf einem
Schiitteltisch (OSFT-LS, CLF Laborgeriite, Emersacker, BRD) wurden aus der Gasphase 50
ul mittels gasdichter Spritze entnommen und gaschromatographisch analysiert (vgl. 2.6.1.1.).
Anhand der mit Hilfe von Standards ermittelten Retentionszeiten erfolgte die Identifikation der

gebildeten Produkte.
2.8.6.2. HPLC

Der Nachweis des Umsatzes der Aromaten Benzol. Toluol und Xylol durch die sMMO er-
folgte mittels HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan, Steuereinheit SCL-10A, Detektor SPD-10A,
Pumpen LC-AS, Chromatopac C-R4AX, Entgaser DGU-4A, Autoinjektor SIL-10A). Es
wurde an einer RP-4 Saule (Hypersil, 5 pm, VYDAC, Hesperia, USA) mit einer Flufirate von
0,7 mi/min gearbeitet. Als isokratisches Laufmittel wurde Acetonitrillaqua tridest./TFA,
95:4.9:0,1 (v/v), verwendet. Der Nachweis der Produkte erfolgte bei 280 nm durch Vergleich

mit den Retentionszeiten der eingesetzten Standards.



2.8.7. Atomabsorptionsspektroskopie

Zur genauen Bestimmung der Kupfer- und Eisenkonzentration im Kulturmedium der Metha-
notrophen bzw. zur Bestimmung des Metallgehalts der Hydroxylase wurde ein Atomabsorp-
tionsspektrum der entsprechenden Proben aufgenommen. Gereinigte Hydroxylase (ca. 1 mg)
wurde nach Gelfiltration in 0,01 M HCI verdiinnt und ein Atomabsorptionsspektrum (ICP-

Massenspektrometrie, Elan 5000, Perkin Elmer, USA) aufgenommen.
2.9. Elektronenmikroskopie

Zellen von Methylocystis sp. GB 25, Methylosinus sp. W1 14 und Merhylobacter sp. GB 130
(geerntet am Ende der logarithmischen Wachstumsphase) wurden nach zwei Waschschritten
(25 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,0) in 3 % Glutardialdehyd (in Na-Phosphatpuffer, 50 mM,
pH 7.4) iiber Nacht vorfixiert. Nach viermaligem Spiilen der Proben (in Na-Phosphatpuffer,
100 mM, pH 7.4, je 45 min) erfolgte die Fixierung mittels Osmiumtetroxid (1 % OsO; in Na-
Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7.4, fiir 45 min). Anschlieflend wurden die Proben dreimal
gewaschen (in Na-Phosphatpuffer, 50 mM. pH 7.4, je 45 min) und mittels steigender
Ethanolkonzentration (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %, je 45 min) entwissert. Danach er-
folgte eine Blockkontrastierung (1 % Phosphorwolframséure und 0,5 % Uranylacetat in 70 %
Ethanol) und schrittweise Uberfiihrung in das Einbettungsmedium (DURCUPAN). Die mittels
Ultramikrotom hergestellten Ultradiinnschnitte wurden anschlieBend nach REYNOLDS (1963)
schnittkontrastiert (1,33 g Bleinitrat, 1,76 g Natriumcitrat, 8 ml 1 M NaOH auf 50 ml aqua
bidest.) und im Elektronenmikroskop (EM 900, Carl Zeiss, Oberkochen, BRD) betrachtet.

2.10. Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern gegen die Hydroxylase

Zur Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern gegen die sSMMO wurde gereinigte Hydroxy-
lase (Komponente A) verwendet. Zur ersten Immunisierung der zwei eingesetzten Versuchs-
tiere (weibliche BALB/c-Miuse) wurden je 100 pg Hydroxylase in kompletten Freund'schen
Adjuvans emulgiert und subkutan den Versuchstieren appliziert. Nach 8 Wochen erfolgte die
Reimmunisierung (intraperitoneal) mit der gleichen Emulsion und vier Wochen spiter die
Nachimpfung (Boosterung) mit je 50 pg Hydroxylase in PBS. Nach weiteren vier Tagen wurde
die Milz eines Versuchstieres entnommen und die Milzzellen mit einer Hybridomzellinie
(P3X63Ag8.653) im Verhiltnis 1:10 mittels 50 % (w/v) PEG 1500 (Boehringer Mannheim,

BRD) fusioniert. Die fusionierten Zellen wurden anschlieBend durch Kultivierung auf HAT-
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Medium (LITTLEFIELD 1964) selektiert. Als Feeder-Zellen wurden intraperitoneale Zellen
verwendet. AnschlieBend erfolgte die Ubertragung der Hybridomzellen auf ELISA-Platten
nach der Methode der ,.Limitierten Verdiinnung™ (statistisch ca. 1 Klon pro Well). Der Test
der Klone wurde nach folgenden Methoden durchgefiihrt:

a) Direkter Nachweis

Zum Nachweis relevanter Antikorper-produzierender Klone wurde gereinigte Hydroxylase auf
5 pg/ml in PBS verdiinnt und je 50 ul dieser Lésung pro Well auf ELISA-Platten aufgetragen.
Die Platten wurden ca. 24 h bei 4°C inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS/Tween 20
(0,05 %) (PBS/T) gewaschen. Danach wurden die Wells mit jeweils 50 pl Hybridomiiberstand
(1:3 verdiinnt) fiir 1 h bei 4°C inkubiert und danach dreimal in PBS/T gewaschen. Anschlie-
fend erfolgte die Zugabe von ZAM-POD (Peroxidase-gekoppelte Ziege-anti-Maus-Antikor-
per, Dianova, BRD) und Inkubation fiir 1 h bei 4°C. Danach wurden die Platten dreimal mit
PBS/T gewaschen und pro Well je 50 pl Substrat (50 mg ABTS, 0,82 g CH;COONa, 0,89 g
Na,HPO; x 2H,0, aqua dest. auf 100 ml und 20 pl H;0,) zugegeben. Nach ca. 20 min Inkuba-
tion bei Raumtemperatur erfolgte die Auswertung mittels ELISA-Reader (Emax, Molecular
Devices, USA).

b)Y Nachweis mittels biotinylierter Hydroxylase

Fir die Biotinylierung wurden 350 pl gereinigte Hydroxylase (0,5 mg/mi) mit 0,5 mg NMS-
Sulfo-Biotin (EHC-Spacer, Sigma, BRD) in 350 ul HEPES/HCI-Puffer (0,1 M, pH 8.5) ver-
setzt. Nach der Inkubation (30 min bei Raumtemperatur, 90 min bei 4°C) erfolgte eine Zugabe
von 5 mg Glycin (Inkubation iiber 15 min bei 4°C) zur Abséttigung des nicht gebundenen Bio-
tins. AnschlieBend wurde die Losung auf 4 pg/ml (biotinylierte Hydroxylase) in PBS/Tween
(0,05 %) verdiinnt. Weiterhin wurden ELISA-Platten mit Ziege-anti-Maus-Antikérpern be-
schichtet, iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal mit PBS/Tween (0,05 %)
gewaschen. Anschlielend wurden die in PBS/Tween (0,05 %) 1:3 verdiinnten Hybridomiiber-
stinde aufgetragen (50 pl pro Well), inkubiert (3 h bei 4°C) und dreimal mit PBS/Tween (0,05
%) gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe der biotinylierten Hydroxylase (vgl. oben, je 50 pl
pro Well). Die Platten wurden 2 h bei 4°C inkubiert und nachfolgend dreimal in PBS/Tween
(0,05 %) gewaschen. Zum Nachweis der gebundenen biotinylierten Hydroxylase wurden je
Well 50 pl Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin (1:2000, Amersham, GB) zugegeben. Die In-
kubation der Platten erfolgte fiir 1 h bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Tween
(0,05 %) wurde die gebundene Peroxidase durch Zugabe von ABTS (vgl. direkter Nachweis)

visualisiert. Die Auswertung erfolgte nach ca. 15 min im ELISA-Reader.



¢) Nachweis im Western Blot

Aufein 12 %iges PA-Gel (iiber Nacht polymerisiert) wurde 20 pg gereinigte Hydroxylase iiber
die gesamte Breite auf das Sammelgel aufgetragen und elektrophoretisch in die a, B, und y-
Untereinheiten aufgetrennt (vgl. 2.8.1.2.). AnschlieBend wurde das Gel mittels Semi-Dry
Elektroblotter (Modell HEP-1, OWL, Woburn, USA) (vgl. 2.8.2.) auf eine Nitrozellulose-
membran (Hybond-C, 0.45 pm, Amersham, GB) geblottet (Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI,
192 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3), mit Ponceau S (2 mg Ponceau-Rot auf 10 ml 2 %
ige Essigsiure) gefiirbt und mit PBS entfirbt. Die sichtbaren Banden wurden dokumentiert.
Das Blocken der Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungsdoménen erfolgte iiber
Nacht in PBS/Tween 20 (0.2 %). AnschlieBend wurde der Blot in Streifen geschnitten und pro
Streifen ca. 100 pl Hybridomiiberstand (1:3 verdiinnt in PBS/Tween, 0,2 %) aufgetragen.
Nach 1 h Inkubation und dreimaligem Waschen mit PBS/Tween (0,2 %) erfolgte die Inku-
bation mit 100 pl Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Antikdrpern (1:4000 in
PBS/Tween 20, 0,1 %) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Die Membranstreifen wurden anschlie-
Bend dreimal in PBS/Tween (0,2 %) und zweimal in PBS gewaschen. Die gebundenen Anti-
kérper wurden nachfolgend durch Uberfiihrung der Streifen in eine DAB-Losung (5 mg DAB
auf 10 mi aqua dest. und 5 pl H2O,, 30 %ig) visualisiert. Die Reaktion wurde durch Uberfiih-

rung der Membranstreifen in Leitungswasser abgestoppt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung von Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. W1 14

3.1.1. Morphologie

Zellen von Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. WI 14 erscheinen im lichtmikro-
skopischen Bild dhnlich den Vibrionen als Kurzstdbchen bzw. leicht gekriimmte Kurzstdbchen.

In ihrer Ultrastruktur (Untersuchung mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie) weisen
sie bei Prokaryoten seltene intracytoplasmatische Membranen in typischer Anordnung auf. So-
wohl bei Methylocystis sp. GB 25 (Abb. 10) als auch bei Methylosinus sp. W1 14 (Abb. 11)
liegen diese Membranen stets peripher an der Cytoplasmamembran und fiillen zumindest bei
Methylocystis sp. GB 25 einen Grofteil der Zelle aus. Bei letzterem wird das cytoplasmatische
Kompartiment in Dreiecksform durch die Membranen abgeschniirt. Dieses Phénomen scheint
sehr charakteristisch fiir diesen Stamm zu sein, da es generell im elektronenmikroskopischen
Bild zu beobachten war. Bei den elektronendichten Einlagerungen zwischen den Membranen
handelt es sich wahrscheinlich um Kupfer, das als metallischer Cofaktor der pMMO fungiert.
Da diese Einschliisse auch ohne Schnittkontrastierung zu registrieren waren, scheint es sich
nicht um Artefakte wihrend der Prédparation zu handeln. Auch deutet ihre regelméfiige Anord-
nung (stets zwischen den Membranen, niemals dariiber) in den Schnitten nicht darauf hin. Bei
Methylosinus sp. W1 14 sind die intracytoplasmatischen Membranen -obwohl gleich angeord-
net- weit weniger ausgeprégt. [hr Auftreten korrelierte streng mit den Kultivierungsbedingun-
gen. Bei Wachstum auf kupferarmen Medium scheint ein Abbau der intracytoplasmatischen
Membranen zu erfolgen. Aus Abb. 12 wird ersichtlich, daB keine distinkten Membranen mehr
zu erkennen sind.

In Abb. 13 sind zum Vergleich die intracytoplasmatischen Membranen des schon als Typ I-
Methanotrophen charakterisierten Stammes Methylobacter sp. GB 130 (unverdffentlichte Er-
gebnisse) dargestellt. Die Membranen sind hier in grofien Biindeln iiber die gesamte Zelle
verteilt und verlaufen meist vertikal zur Cytoplasmamembran.

Aufgrund der intracytoplasmatischen Membranstruktur lassen sich sowohl Methylocystis sp.
GB 25 als auch Methylosinus sp. WI 14 eindeutig den Typ II- Methanotrophen zuordnen.

Durch die Untersuchungen mittels Transmissionselektronenmikroskopie konnten in den
Zellen der untersuchten Bakterien weiterhin groBe vesikelférmige Einschliisse beobachtet wer-

den, deren Inhalt bei der Préparation teilweise herausgewaschen wurde. Durch Farbung mit
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Niirot konnten diese als Poly-f-hvdroxybuttersdure (PHB) identifiziert werden. Eine Quantifi-

zierung des durch die Zellen gebildeten PHB erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht.

Abb. 10: Elektronenmikroskopische Darstellung der intrazelloliren Membranstruktur von Methyiocy-

stis sp. GB 25 {100.000fach).



Abb. 11: Elektronenmikroskopische Darstellung der intrazelluliren Membranstruktur von Methyiosinus
sp. WI 14 (gewachsen in Anwesenheit von 0,1 uM Cu™) (100.000fach).
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Abb. 12: Elektronenmikroskopische Darsteliung der intrazeliuldren Membranstruktur von Merhyiosinus
sp. WI 14 (in einem kupferarmen Medium kultiviert, 0,016 uM Cu®") {100.000fach).

Abb. 13: Elekironenmikroskopische Darstellung der intrazeliuliren Membranstrukiur von Merhy-
fobacter GB 130 (100.000fach).
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Abb. 14: Elektronenmikroskopische Darstellung von Poly-B-hydroxybuttersiure-enthaltenden Ein-

schitissen von Methviocystis sp. GB 25 (60.000fach).
3.1.2. Aktivitit von Enzymen des Assimilationsweges

In den beiden untersuchten Stdmmen kommt das Schliisselenzym des Serinweges der Tvp II-
Methanotrophen, die Hydroxvpyruvatreduktase (EC 1.1.1.29). mit relativ hoher spezifischer
Alaivitdt vor (Tab. 3). Sowoh! Methyiocystis sp. GB 25 als auch Merhylosinus sp. W1 14 ver-
fiigen auBerdem Gber eine NADP - abhingige Isocitratdehydrogenase -ein weiteres tvpisches
Enzym der Typ II- Methanotrophen-, die zur Aktivierung Mg™™ benétigt. Weiterhin konnte in
beiden Stdmmen die Malatdehydrogenase (Serinweg) sowie die Isocitratlyase (Riickgewinnung
von Glycin als priméren Akzeptor des Serinweges) nachgewiesen werden. Die einzelnen En-

zymaktivitaten sind in Tab. 3 zusammengefafit.

Tab. 3: Akuvitdt von Enzvimen des Assimilationsweges aus Merkylocysiis sp. GB 235 und

Methyiosinus sp. W1 14.

Enzym Spezifische Aktivitit (mU/mg)’
Methvlocysiis sp. GB 23 Methviosinus sp. W1 14
Hydroxypyruvatreduktase 255 556
Isocitratdehvdrogenase 59 51
Isocitratlvase i3 27
Malatdehvdrogenase 101 132

"\ Die Aktivitar wurde im Rohextrakt bestimmt.



3.2. Wachstum von Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. WI 14

Zur Erzielung einer moglichst hohen Biomasseausbeute im Schiittelkolben wurden die beiden
Stamme auf unterschiedlichen Medien kultiviert.

Optimales Wachstum konnte bei Methylocystis sp. GB 25 durch Kultivierung auf Stan-
dardmedium (NH.CI als N-Quelle, 1,5 pM Cu®") erzielt werden. Unter diesen Bedingungen
wurde die spezifische Wachstumsrate pmsx = 0,147 h” iiber Bestimmung der Bakterientrok-
kenmasse (BTM) aus der ODggo ermittelt (Abb. 15). Auffallend ist, daB es keine lag-Phase gibt.
Nach Zugabe des Substrates (Methan) schlieBt sich sofort eine logarithmische Wachs-
tumsphase an, die nach etwa 16 h in die stationdre Wachstumsphase {ibergeht.

Bei Kultivierung auf kupferarmen Standardmedium (keine externe Kupferzugabe, der durch
Chemikalienverunreinigungen bedingte Kupfergehalt lag bei 0,016 pM, gemessen durch
Atomabsorption) und auf NMS-Medium (NaNO; als N-Quelle, sowohl kupferarm als auch mit
1,5 uM Kupfer) erfolgte kein bzw. nur Restwachstum (Tab. 4).

=0,147 "'

Hrnax

0D,

Zeit (h)

Abb. 15: Wachstum von Methylocystis sp. GB 25 auf Standardmedium (1,5 pM Cu®).

Tab. 4: Wachstum von Methylocystis sp. GB 25 auf unterschiedlichen Medien.

Medium ODe (Start) pH (Start) ODgxo’ pH'
Standardmedium (ohne Kupfer) 0,107 6,8 0,125 6,8
Standardmedium (1,5 pM Cu®) 0,107 6,8 0,947 58
NMS-Medium (ohne Kupfer) 0,153 6,8 0,180 6,6
NMS-Medium (1,5 pM Cu®) 0,153 6,8 0,184 6,7

!y nach 18 h Wachstum (am Ende der exponentiellen Wachstumsphase)
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Offensichtlich sind sowohl der Kupfergehalt im Medium als auch die verwendete Stick-
stoffquelle limitierende Wachstumsparameter fiir Methylocystis sp. GB 25.

Methylosinus sp. WI 14 wichst dagegen auf Standard- und NMS-Medium. Der Kupferge-
halt (kupferarm bzw. 1,5 uM Cu®") beeintrichtigt das Wachstum auf NMS-Medium nur unwe-
sentlich, aber signifikant auf Standardmedium (Tab. 5). Es konnte keine lag-Phase registriert
werden, auch Methylosinus sp. WI 14 tritt nach Substratzugabe sofort in die logarithmische
Wachstumsphase ein. Allerdings erfolgt die Biomassezunahme wesentlich langsamer als bei
Methylocystis sp. GB 25. Aufgrund der Ergebnisse der enzymatischen Untersuchungen (vgl.
3.4.1.) wurde NMS-Medium (kupferarm) als Standardkultivierungsmedium gewéhlt. Eine spe-
zifische Wachstumsrate pm = 0,068 h' konnte unter diesen Bedingungen ermittelt werden

(Abb. 16).

Tab. 5: Wachstum von Methylosinus sp. W1 14 auf unterschiedlichen Medien.

Medium ODego (Start) pH (Start) ODso' pH'
Standardmedium (ohne Kupfer) 0,07 6,8 0,52 6.5
Standardmedium (1,5 pM Cu*") 0,07 6.8 1,09 6,3
NMS-Medium (ohne Kupfer) 0,07 6.6 0,98 6,6
NMS-Medium (1,5 pM Cu*) 0,07 6,6 0,85 6,5

") nach 45 h Wachstum (am Ende der exponentiellen Wachstumsphase)
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Abb. 16: Wachstum von Methylosinus sp. WI 14 auf NMS-Medium (kupferarm).
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3.3. Methanmonooxygenase aus Methylocystis sp. GB 25
3.3.1. Aktivitiit der Methanmonooxygenase

MMQO in intakten Zellen

Intakte Zellen von Methylocystis sp. GB 25 sind in der Lage, Propylen zu oxidieren. Die spe-
zifische Aktivitdt von Zellen der logarithmischen Wachstumsphase konnte mit 0,11 U/mg be-
stimmt werden. Das gebildete Propylenoxid steigt dabei proportional zur eingesetzten Bak-

terientrockenmasse (Tab. 6).

Tab. 6:  Abhingigkeit der Bildung von Propylenoxid von der eingesetzten Zellproteinmenge.

Zellprotein Propylenoxidbildung Spezifische Aktivitit
(mg) (umol/h) (mU/mg BTM)
0.08 0,30 4.2
0.16 0,95 5.9
0,8 5,70 6,5
1,6 10,51 6.6
8 47,50 5.9

Die Methanmonooxygenaseaktivitét intakter Zellen zeigt eine starke Abhingigkeit von der
Wachstumsphase. Die hochsten spezifischen Aktivititen wurden in der logarithmischen
Wachstumsphase registriert (nach ca. 16 h). Auffallend ist der relativ starke Aktivitdtsabfall am
Ende dieser Phase (30 %), der sich mit dem Eintritt in die stationdre Wachstumsphase noch
verstirkt. Die in Abhingigkeit von der Wachstumsphase iiber den Propylenoxidnachweis
(Produktnachweis) und Methan-abhéngigen Sauerstoffverbrauch (Cosubstratnachweis) ge-
messenen MMO-Aktivitdten stimmen sehr gut (Abb. 17) iiberein. Beide Methoden sind somit
fir die Erfassung der MMO-Aktivitit gut geeignet. Der Sauerstoffverbrauchstest ist einfacher
und schneller als der Propylenoxidnachweis mittels Gaschromatographie, aber wesentlich
anfilliger gegeniiber von Stérfaktoren und nur fiir die Aktivititsbestimmung unter Verwen-
dung von intakten Zellen anwendbar. Die relativ hohe Anfangsaktivitit ist darauf zuriickzufiih-
ren, daf} aufgrund des groBen Testumfangs eine Vorkultur angelegt werden mufBte. Die Zellen
dieser Vorkultur wurden in der stationdren Phase geerntet und bis zum Ansatz der Hauptkultur

bei 4°C gelagert.
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Abb. 17: Spezifische Aktivitit der MMO aus Methylocystis sp. GB 25 in Abhingigkeit von der
Wachstumsphase.
links: Propylenoxidation (100 % Aktivitdt = 0,11 U/mg BTM)
rechts: Methan-abhéngiger Sauerstoffverbrauchstest (100 % Aktivitdt = 32 U/g BTM)

Die MMO ist in intakten Zellen relativ stabil. Bis zu einer Inkubationszeit von 2 h konnte
ein proportionaler Anstieg des gebildeten Propylenoxids nachgewiesen werden. Erst danach
erfolgt ein leichter Riickgang der MMO-Aktivitét (Abb. 18).

Propylenoxidbildung (pmol)

0 s 10 150 20 250 %0 3%
Inkubationszeit (min)
Abb. 18: Propylenoxidation intakter Zellen von Methylocystis sp. GB 25 (ca. 8 mg) in Abhingigkeit

von der Inkubationszeit.

Wie unter 3.2. beschrieben, hat die Kupferkonzentration im Kultivierungsmedium entschei-
denden EinfluB auf das Wachstum von Methylocystis sp. GB 25. Die spezifische MMO-Akti-
vitit scheint aber unabhingig (zumindest in dem Bereich, in dem ein Wachstum erfolgt) von

der Kupferkonzentration im Medium zu sein (Tab. 7).
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Tab. 7: Abhingigkeit der MMO-Aktivitdt aus Methylocystis sp. GB 25 von der Kupferkonzentration

im Medium.
Cu*" - Konz. im Medium (pM) ODgy.' O,-Aktivitit MMO (U/g BTM)
0.15 0,566 27
0.5 0.812 34
1.5 0,825 28

'y nach 16 h Wachstum (ODggo am Start der Kultivierung lag bei 0,12)

MMO permeabilisierter Zellen

Weder im Propylentest noch im Methan-abhingigen Sauerstoffverbrauchstest konnte unter
Verwendung von permeabilisierten Zellen von Methylocystis sp. GB 25 MMO-Aktivitiit nach-
gewiesen werden. Der Zusatz von NAD(P)H (5 mM) hatte keinen Effekit.

MMQ im zellfreien Extrakt

Im zellfreien Extrakt von Methylocystis sp. GB 25 konnte keine MMO-Aktivitit nachgewiesen
werden. Weder durch Variation der AufschluBmethode (Alcoa, Ultraschall, French Press) oder
Zugabe von verschiedenen Ionen (Fe’”, Cu*", Mg®") noch durch Verwendung verschiedener
Elektronendonatoren (NADH, NADPH, TMPD, Ascorbat, Ubichinol) konnte eine Propy-
lenoxidation nachgewiesen werden. Der Zusatz von Stabilisatoren (DTE, DTT u.a.) hatte

ebenfalls keinen Effekt.
3.3.2. Substratspezifitit

Die Untersuchungen zur Substratspezifitit wurden mit intakten Zellen durchgefiihrt, da im
zellfreien Extrakt keine MMO-Aktivitdt nachzuweisen war. Die MMO von Methyviocystis sp.
GB 25 ist durch eine sehr grofle Substratspezifitit gekennzeichnet. Sie oxidiert Alkane nur bis
zum Propan und Alkene bis zum Butylen. Naphthalen wird durch intakte Zellen nicht umge-
setzt. Interessant ist, dafl bei der Oxidation von Propan stets i-Propanol entsteht, n-Propanol

konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.
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3.4. Methanmonooxygenase aus Methylosinus sp. W1 14
3.4.1. Epigenetische Regulation

Methylosinus sp. WI 14 wichst im Gegensatz zu Methylocystis sp. GB 25 sowohl auf kupfer-
haltigen als auch auf kupferarmen Medium (vgl. 3.2.). Intakte Zellen sind in der Lage, Naph-
thalen zu oxidieren (vgl. 2.6.1.4.) und somit eine sSMMO zu exprimieren. Die Ausbildung der
sMMO ist stark kupferabhingig (Tab. 8). Bereits bei einer Kupferkonzentration von 0,1 pM
wird die Expression der sMMO zu iiber 60 % gehemmt, obwohl keine Verminderung des

Wachstums nachweisbar war.

Tab. 8: Abhéngigkeit der Aktivitdt der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 von der Kupferkonzentra-

tion im Medium.

Cu’ - Konzentration ODsgo ODgoo Spez. Aktivitat'
(uM) (Start) (+24 h) (mU/mg BTM)
0.016° 0.15 0.86 12,2
0,1 0,15 1,16 4,4
1.0 0,15 0.85 1.6
5.0 0,15 0,23 0

') Die spezifische Aktivitit bezieht sich auf die Naphthalenoxidation durch intakte Zellen.

?) durch Chemikalienverunreinigungen eingetragener Kupfergehalt

Hohere Kupferkonzentrationen (2-5 pM) wirken offenbar toxisch auf den Mikroorganismus.
Auch eine Erhohung der Eisenkonzentration im Medium (Eisen als Kupferantagonist) fiihrte
nicht zu einer erhthten Kupfertoleranz hinsichtlich der Ausbildung der sMMO (Tab. 9). Es
wird im Gegensatz deutlich, dafi durch eine Erhéhung der Eisen- und Kupferkonzentration die
sSMMO zunehmend reprimiert wird. Die Ergebnisse zum Einflu der Stickstoffquelle auf
Wachstum und sMMO-Aktivitit unter kupferarmen Bedingungen sind in Tab. 10 zusammen-
gefaBit. Es ist ersichtlich, dal Methylosinus sp. WI 14 sowohl Nitrat als auch Ammonium so-
wie die Aminosiduren Serin und Cystein als N-Quelle verwerten kann. Die Expression der
sMMO erfolgt aber nur bei Einsatz von Nitrat (in allen anderen Versuchen als N-Quelle be-
nutzt) bzw. schwicher von Ammonium. Glycin und Alanin kdnnen dagegen nicht als N-Quelle

genutzt werden.
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Tab. 9:  Aktivitdt der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 in Abhiingigkeit von der Kupfer- und Eisen-

konzentration im Medium.

Cu® -Konz. Fe’ -Konz. ODgo ODeoo Spez. Akt.'
(uM) (uM) (Start) (+24 h) (mU/mg BTM)
0,016’ 10 0,15 0,609 10,1
0,5 20 0,15 0,921 1,5
1.0 10 0.15 0,855 1.3
1.0 20 0.15 0,867 0,2
1.0 30 0,15 0,725 0
1.0 40 0,15 0.559 0
1.0 100 0,15 0,168 0

') Die spezifische Aktivitat bezieht sich auf die Naphthalenoxidation durch intakte Zellen.
%) vgl. Tab. 8

Tab. 10: Wachstum und sMMO-Expression von Methylosinus sp. WI 14 in Abhédngigkeit von der
Stickstoffquelle im Medium.

N-Quelle ODeao ODeoo Spez. Akt.'
(je 10 mM N) (Start) (+45 h) (mU/mg BTM)
- 0.07 0,114 0
Kaliumnitrat 0,07 0,842 10,2
Ammoniumchlorid 0,07 0,492 7.6
Carnitin 0,07 0.071 0

Glycin 0.07 0,106 0

Alanin 0.07 0,108 0

Serin 0,07 0,601 0

Cystein 0.07 0,672 0

') Die spezifische Aktivitit bezieht sich auf die Naphthalenoxidation durch intakte Zellen.

Um auszuschlieBen, daB3 die Aminosiuren als C-Quelle genutzt werden kénnen, wurden paral-
lel zu den Ansétzen Schiittelkolben mitgefiihrt, die kein Methan enthielten. Es zeigte sich, daf}
in keinem Fall ein Wachstum erfolgte. Offensichtlich ist neben dem Kupfergehalt des Mediums
auch die N-Quelle von entscheidender Bedeutung bei der Expression der sMMO in Methylosi-
nus sp. WI 14. Die Menge des eingesetzten Methans (als einzige mgliche C-Quelle) hat einen

Einfluf auf die Aktivitdt der sMMO (Tab. 11). Obwohl bei einem Gehalt von 15 % Methan in
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der Gasphase das geringste Wachstum erfolgt, ist die sMMO-Aktivitdt gegeniiber hiheren

Methankonzentrationen deutlich erhéht.

Tab. 11: Einflufl des zugesetzten Methans auf die sSMMO-Expression.

Methangehalt' OD¢wo ODg¢o Spez. Akt
(%) (Start) (+22 h) (mU/mg BTM)
15 0,19 0,41 29,2
30 0,19 0.85 12,5
50 0.19 0,87 12,4

') in der Gasphase des Schiittelkolbens

*) Die spezifische Aktivitiit bezieht sich auf die Naphthalenoxidation durch intakte Zellen.
3.4.2. Partikuléire Methanmonooxygenase

Es gibt keine Moglichkeit, eine pMMO-Aktivitit in intakten Zellen von Methylosinus sp. WI
14 nachzuweisen, da bei jeder Art der Aktivititsmessung die eventuell vorhandene sMMO
mitbestimmt wird. Wie aber unter 3.4.1. beschrieben. 148t sich die sMMO-Aktivitit durch den
Naphthalentest messen und wird bei Kupferkonzentrationen iiber 1 uM bzw. Eisenkonzentra-
tionen iiber 20 uM zu 98 % reprimiert. Da aber unter diesen Bedingungen ein kaum einge-
schriinktes Wachstum erfolgt, sollte unter diesen Voraussetzungen vorrangig die pMMO ex-
primiert werden. Untersuchungen zur pMMO wurden deshalb mit unter o.g. Bedingungen
kultivierten Zellen von Methylosinus sp. WI 14 durchgefiihrt. Die Substratspezifitit der
pMMO intakter Zellen ist in Tab. 12 dargestellt.

Tab. 12: Substratspezifitdt der pMMO aus Methylosinus sp. W1 14,

Substrat Produkt Spez. Akt.
{mU/mg BTM)

Methan Methanol nb.'
Ethan Ethanol n.b.
Propan i-Propanol 158
Ethylen Ethylenoxid n.b.
Propylen Propylenoxid 25
Naphthalen = -

') nicht bestimmt: ?) keine Aktivitit

n
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3.4.3. Lasliche Methanmonooxygenase
3.4.3.1. Enzymlokalisation und Enzymstabilitit

Die sMMO-Aktivitit wurde nach Zellaufschlul zu 100 % in der Islichen Fraktion gefunden.
In der membrangebundenen Fraktion konnte keine Aktivitdt nachgewiesen werden. Als Auf-
schlulmethode wurde der French Press-Aufschlu gewihlt, da dabei die hichsten Proteinmen-
gen mit akzeptabler spezifischer Aktivitit erzielt wurden (Tab. 13). Die schonendste Methode
ist der Aufschlul mit Alcoa. Aufgrund der sehr geringen Proteinausbeute wurde darauf aber

verzichtet.

Tab. 13: Abhidngigkeit der Aktivitit der sMMO von der AufschluBmethode

AufschluBmethode Proteingehalt Spez. Akt.'
(mg/ml) {(mU/mg)
Alcoa 0.8 292
French Press 8.2 17.3
Ultraschall 5,6 16.5

') gemessen im ultrazentrifugierten Rohextrakt (Propylenoxidtest)

Die sMMO aus Merhylosinus sp. WI 14 benétigt als Coenzym essentiell NADH, das durch
NADPH ersetzt werden kann (Tab. 14).

Tab. 14: Aktivitdt der sMMO in Abhingigkeit vom verwendeten Elektronendonator.

Coenzym Spez. Aktivitit (mU/mg)’
- 0

0.2 mM NADH 0

0.5 mM NADH 4.5

1.0 mM NADH 8.0

2,0 mM NADH 13.0

5,0 mM NADH 19,3

2,0 mM NADPH 43

5.0 mM NADPH 15,5

') gemessen im ultrazentrifugierten Rohextrakt (Propylenoxidtest)
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Es fillt auf, daB sMMO-AKktivitit erst bei sehr hohen Coenzymkonzentrationen registriert
werden kann und auch bei Einsatz von 5 mM NADH bzw. NADPH noch keine Sttigung er-
reicht wird. Die Affinitat der sMMO ist fiir NADH héher als fiir NADPH. obwohl die spezi-
fische Aktivitéit nur wenig differiert.

Im ultrazentrifugierten Rohextrakt ist die SMMO relativ instabil. Schon nach 90 min verliert
sie bei Raumtemperatur iiber 50 % und bei 4°C etwa 15 % ihrer Aktivitst (Tab. 15). In
intakten Zellen ist das Enzym hingegen wesentlich stabiler. Die Halbwertszeit betrdgt etwa 4
Tage bei 4 °C und 80 Tage bei -18°C.

Tab. 15: Stabilitit der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 im ultrazentrifugierten Rohextrakt.

Zeit Aktivitdt der sMMOQ? Aktivitit der sSMMO®
(min) (%)’ (%)

15 92 98

30 85 97

45 72 94

60 60 91

90 44 86

') Die Aktivitiit wurde im Naphthalentest bestimmt; 100 % Aktivitit entsprechen 1.5 mU/mg.
?) Inkubation bei 25°C; * ) Inkubation bei 4 °C

Die Stabilitdt der sMMO konnte beim Zellaufschluff durch Zusatz von Natriumthioglycolat
wesentlich erhoht werden. Andere Stabilisatoren bzw. Proteasehemmer hatten keinen bzw. nur

einen geringen Einfluf auf die Enzymaktivitiit (Tab. 16).

Tab. 16: Einflul verschiedener Stabilisatoren auf die sSMMO-Aktivitit.

Stabilisator Konzentration Aktivitét der sMMO'
(mM) (%)
- - 100
Mercaptoethanol | 123
Dithiothreitol 5 100
Natriumthioglycolat 5 227
Ammoniumeisen(l1)sulfat 0,3 131
Glycerin 10 (%) 90
PMSF 1 98

") Die Aktivitat wurde im Naphthalentest bestimmt, 100 % Akt. entsprechen 0,55 mU/mg.



Deshalb wurde Natriumthioglycolat (5 mM) dem Rohextrakt zugesetzt und auch bei der
Reinigung der Komponenten der sMMO als Pufferzusatz verwendet. Im ultrazentrifugierten
Rohextrakt ist die sSMMO extrem empfindlich gegeniiber Verdiinnung (mit AufschluBpuffer,
der 5 mM Natriumthioglycolat enthielt). Wihrend in einer 1:2 verdiinnten Probe noch ungefiihr
80 % der entsprechenden Ausgangsaktivitdt gemessen wurden, konnte in einer 1:5 verdiinnten

Probe keinerlei Aktivitdt mehr nachgewiesen werden.
3.4.3.2. Temperatur und pH-Optimum

Die optimale sMMO-Aktivitat konnte unter Verwendung von Tris/HCI-Puffer bei pH 7.2 und
bei 30°C gemessen werden. Bei Temperaturen iiber 30°C kommt es zu einem drastischen Ak-
tivitdtsverlust. Im Bereich zwischen pH 6,5 und 7,5 schwanken die gemessenen Aktivitidten um
etwa 10 %. Bei stirker saurem (unter 5,5) und besonders im basischen pH (iiber 8.0) sinkt die
sMMO-Aktivitdt dagegen sehr schnell ab.

3.4.3.3. Substratspezifitit

Die Bestimmung der Substratspezifitdt der sMMO wurde im ultrazentrifugierten Rohextrakt
vorgenommen, da dafiir aufgrund der relativ geringen Empfindlichkeit der Nachweismethoden
stets hohe Proteinmengen (1-5 mg) erforderlich waren. Die Identifizierung der Produkte er-
folgte durch Vergleich mit den Retentionszeiten der jeweiligen Standards. Die Ermittlung der
spezifischen Aktivitédt fiir ausgewi#hlte Verbindungen erfolgte iiber den Produktnachweis bzw.
iiber die Substratabnahme mit Hilfe von entsprechenden Eichkurven. Besondere Schwierigkei-
ten gab es bei den hoheren Kohlenwasserstoffen (ab Cs) bzw. bei den halogenierten Verbindun-
gen, da diese selbst im hochsten Reinheitsgrad Verunreinigungen bis zu 5 % aufwiesen. Diese
Fremdstoffe storten einerseits den Nachweis des jeweiligen Reaktionsproduktes, anderseits
auch die sMMO, da eine Hemmung nicht ausgeschlossen werden konnte.

Aus Tab. 17 wird ersichtlich, daB die sSMMO aus Methylosinus sp. W1 14 iiber eine sehr
breite Substratspezifitdt verfligt. Alkane bis zum Heptan werden ebenso durch das Enzym oxi-
diert wie cyclische Kohlenwasserstoffe und Aromaten. Dariiber hinaus kann die sMMO auch
halogenierte Verbindungen hydroxylieren. Auffallend ist, daB bei der Oxidation der n-Alkane
nie der korrespondierende n-Alkohol sondern immer die entsprechenden Isomere (aufgrund
fehlender Standards nicht identifiziert) entstehen. Eine Verwertung von Anthracen, Diphenyl
und Adamantan konnte mit den zur Verfiigung stehenden Methoden (Gaschromatographie,

HPLC bzw. Farbreaktionen) nicht nachgewiesen werden.
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Tab. 17: Substratspezifitit der sSMMO aus Methylosinus sp. WI 14.

Substrat Produkt Spez. Akt.'
(mU/mg)
Ethylen Ethylenoxid 33.6
Propylen Propylenoxid 254
Butylen Butylenoxid 19,1
Propan 2-Propanol 3343
Butan i-Butanol 2
Pentan i-Pentanol -
Hexan i-Hexanol =
Heptan i-Heptanol -
Diethylether Ethanol, Acetaldehyd 205,7
Cyclohexan Cyclohexanol n.b.
Benzol Phenol n.b.
Toluol Kresol* -
Xylol Xylenol® -
Naphthalen Naphthol 1,2
Chlorpentan Chlorpentanol 3.9
1,6-Dichlorhexan 1,6-Dichlorhexanol n.b.
Chlorcyclohexan Chlorcyclohexanol -
Chlordiphenylmethan ? -
Chlorbenzol Chlorphenal’ -
Fluorbenzol Fluorphenol” -
Brombenzol Bromphenol’ -
Chlornaphthalen Chlornaphthol 0.8
Adamantan ? -
Anthracen ? -
Diphenyl ? %

") Die spezifische Aktivitit wurde im ultrazentrifugierten Rohextrakt bestimmt.

) Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt konnte nicht erfolgen, da keine eindeutige Produktidentifizie-

rung moglich war.

nicht bestimmt

= )
P

Die Stellung der eingefithrten Hydroxylgruppe konnte nicht bestimmt werden.



3.4.3.4. Komponenten der sMMO
3.4.3.4.1. Reinigung und Eigenschaften der Hydroxylase (Komponente A)

Die Aktivititsbestimmung der Hydroxylase erfolgte durch gaschromatographischen Nachweis
der Propylenoxidbildung nach Zugabe von H,O, (vgl. 2.6.1.5.1.). Die Anwesenheit der Kom-
ponenten B und C sowie des Coenzyms NADH ist fiir die Aktivitat nicht erforderlich (Peroxid-
Weiche, vgl. Abb. 5), so daBl ein von der Stabilitit dieser Komponenten unabhingiges reprodu-
zierbares Testsystem gewihrleistet war.

Reinigung der Hydroxylase

Die Reinigung der Hydroxylase (MMOH) erfolgte mittels Ionenaustauschchromatographie und
Gelfiltration. Im ersten Schritt konnten durch einen Stufengradienten die beiden anderen
Komponenten (Elektronentransferprotein und Reduktase) der sMMO sowie die Methanol-
dehydrogenase (MDH) abgetrennt werden. Anschliefend wurde die eluierte MMOH-Fraktion
entsalzt und auf die gleiche S#ule aufgetragen. Die Elution erfolgte jetzt mit einem linearen
Gradienten (Abb. 19).
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Abb. 19: Ionenaustauschchromatographie der angereicherten Hydroxylase an DEAE-Sepharose FF.
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Durch die Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose FF konnte die MMOH etwa
9fach angereichert werden. In der abschlieBenden Gelfiltration (Abb. 20) erfolgte aufgrund des
hohen Aktivitatsverlustes von iiber 65 % nur noch eine geringe Anreicherung (Tab. 18). Dieser
Reinigungsschritt war aber zum Erlangen der elektrophoretischen Homogenitit (Abb. 21) es-

sentiell.
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Abb. 20: Gelfiltration der angereicherten Hydroxylase an Superose 12.

Tab. 18: Reinigung der Hydroxylase der sMMO von Methylosinus sp. WI 14

Reinigungsschritt Gesamtprotein Gesamtaktivitit Spez. Aktivitit  Ausbeute  Anreicherung

(mg) (8 (mU/mg) (%) (-fach)
Rohextrakt 487 24 49,3 100 1
(ultrazentrifugiert)
DEAE-Sepharose 113 19 167.6 79 34
(0,2 M NaCl)
DEAE-Sepharose 34 15 4388 64 8.9
(0-0,18 M NaCl)
Gelfiltration 10 5 517,7 21 10,5
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M; (kDa)

-832

Abb. 21: SDS-Gelelektrophorese der Hvdroxylase der sMMO aus Merivlosinus sp. WI 14,
(Slot 1: ultrazentrifugierter Rohextrakt; Slot 3: gereinigte Hydroxylase: Siot Z und 4: Protein-

standard wie ausgewiesen)

Der hohe AktivitAtsverlust im letzten Reinigungsschritt hangt wahrscheinlich auch damit zu-
sammen. daB die verwendeten Superose 12 Saulen nicht fiber einen Kithimantel verfligten und
so nur behelfsmaBig gekithlt werden konnten.

Molare Masse und isoelekirischer Punk:

Die relative Molmasse der nativen MMOH komnte durch Gelfiltration mit 229 kDa bestimmt
werden (Abb. 22). Nach Denaturierung und Reduktion der geremigten MMOH (mit SDS bzw.
Mercaptoethanol) werden in der elektrophoretischen Aufirennung drei distinkte Banden
sichtbar (vgl. Abb. 21). Durch Vergleich der R-Werte mit Standardproteinen konmnte die
molare Masse der Untereinheiten (o = 57 kDa. B =43 kDa und v = 23 kDa) ermittelt werden.
Unter Beriicksichticung der ermittelien relativen Molmasse des nativen Proteins kann eine

o Bovs-Struktur abgeleiiet werden.
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Der isoelektrische Punkt des nativen Enzyms wurde mit 4,3 bestimmt (nicht dargestelit).
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Abb. 22 : Bestimmung der relativen Molmasse (M;) der Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus sp.
WI 14 mittels Gelfiltration.
Als Eichproteine wurden verwendet (relative Molmasse): 1 - Lactatdehydrogenase (145.000),
2 - Ovotransferrin (77.000). 3 - Ovalbumin (45.000), 4 - Carboanhydrase (30.000), 5 - Myo-
globin (17.200). Cytochrom ¢ (12.300).

N-terminale Aminosduresequenz

Die N-terminalen Aminoséuresequenzen der o-, - und y- Untereinheiten der MMOH sind in
Tab. 19 dargestellt. Besonders die N-terminale Sequenz der o-Unterheit ist reich an ungelade-
nen Aminosiuren (allein 6 Alaninreste), wihrend die B- (3 Serinreste, 3 Glutaminreste) und y-
Untereinheiten (u.a. 4 Glutaminsdurereste, 3 Lysinreste) fast ausschlieBlich aus geladenen

Aminosduren besteht.

Metallische Cofaktoren

Mit Hilfe der Atomabsorptionsspektrometrie wurde Eisen als in die Hydroxylierung invol-
vierter Cofaktor in der gereinigten MMOH nachgewiesen. Der Gehalt konnte mit 3.6 mol pro
mol MMOH bestimmt werden. Andere metallische Cofaktoren konnten nicht detektiert wer-

den.
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Tab. 19: N-terminale Aminosduresequenzen der Untereinheiten der Hydroxylase der sMMO aus Me-

thylosinus sp. W1 14.

Position a-Untereinheit B-Untereinheit y-Untereinheit
(57 kDa) (43 kDa) (23 kDa)
1 Ala Ser Gly
2 Ile Gin Lys
3 Ser Pro Arg
4 Leu Gin Glu
5 Ala Ser Pro
6 Thr Ser lle
7 Lys Gln His
8 Ala Val Asp
9 Ala Thr Asp
10 Thr Lys Ser
11 Asp Arg Thr
12 Ala Gly Thr
13 Leu Leu Ala
14 Lys Thr Glu
15 Val Asp Glu
16 Asn Pro Glu
17 Arg Glu Ala
18 Ala Arg Lys
19 Pro Ala Lys
20 Val - -

') Die Aminosduren der - und y-Untereinheiten an Position 20 konnten aufgrund eines Geritefehlers bei der
Aufzeichnung der Aminosduresequenz (nur 19 Aminosduren wurden abgespeichert) nicht bestimmt

werden.

Stabilitct

Die geremnigte MMOH ist sehr instabil, besonders gegeniiber Einfrieren bzw. Auftauen. Nach
einmaligem Einfrieren (dabei spielte die Zeit im eingefrorenen Zustand keine Rolle, getestet
wurde nach 24 h und 240 h) verliert die MMOH ihre Aktivitdt zu 80 %. Daran dnderte auch
der Zusatz von Stabilisatoren (Glycerin. Fe*'- bzw. Fe’"- lonen u.a.) nichts. Bei Lagerung bei

4°C iiber 24 h blieben etwa 65 % der Aktivitéit erhalten.



In Abb. 23 sind die Elutionskurven von gereinigter MMOH -sofort nach der Reinigung und
nach einmaligen Einfrieren und Auftauen (24 h bei -18°C)- nach Gelfiltration an Superose 12
dargestellt.
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—— MMOH (direkt nach Reinigung)
MMOH (nach 24 h bei -18°C)

Abb. 23: Gelfiltration der gereinigten Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 an
Superose 12.

Fiir die gekennzeichneten Proteinpeaks konnten aus der Eichkurve die folgenden relativen

Molmassen berechnet werden: 1 - 227.000, 2 - 57.000, 3 - 45.000, 4 - 28.000.

Die Abnahme des MMOH-Peaks (1) wird deutlich sichtbar. Gleichzeitig treten drei neue Pro-
teinpeaks (2-4) mit relativen Molmassen von 57, 45 und 28 kDa auf. Die Molmassen entspre-
chen dabei recht gut den durch SDS-Gelelektrophorese ermittelten Werten der a-, B-, und y-
Untereinheiten der Hydroxylase. Offensichtlich zerfillt die MMOH beim Einfrieren bzw. Auf-
tauen in ihre Untereinheiten. Mit diesen Fraktionen konnte auch nach Rekombination keine

MMOH-AKktivitit gemessen werden.
3.4.3.4.2. Reinigung und Eigenschaften des Elektronentransferproteins (Komponente B)

Reinigung der Komponente B
Die Komponente B (MMOB) der sMMO aus Methylosinus sp. Wl 14 konnte durch lonen-
austauschchromatographie an DEAE-Sepharose und Gelfiltration an Superose 12 gereinigt

werden. Eine Bestimmung der spezifischen Aktivitdt bzw. des Anreicherungsfaktors konnte
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nicht erfolgen, da zur Aktivititsermittlung die Komponenten A und C benétigt werden. Auf-
grund der geringen Ausbeute bei den Reinigungen der Komponenten A bzw. C und der gerin-
gen Stabilitét (insbesondere von Komponente A) war es nicht moglich, ein reproduzierbares
Testsystem zu etablieren. Statt dessen erfolgte die Identifizierung der Komponente B wihrend
der Reinigung iiber die Zunahme der sMMO-AKktivitéit (Propylenoxidation) im ultrazentrifu-
gierten Rohextrakt bei Zugabe von Komponente B. Aus Tab. 20 wird ersichtlich, daf die
sMMO-Aktivitit im Rohextrakt durch Zugabe von gereinigter Komponente B gesteigert wer-

den kann.

Tab. 20: Erhohung der sMMO-Aktivitdt durch Zugabe von gereinigter Komponente B.

Zugabe von Komponente B Aktivitit der sMMO'
(ng) (%)
- 100
10 158
20 179
50 203

') Die Aktivitit wurde durch Propylenoxidation im ultrazentrifugierten Rohextrakt bestimmt

(100% = 22,5 mU/mg).

Der letzte Reinigungsschritt fiir die Komponente B ist in Abb. 24 dargestellt.
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Abb. 24: Gelfiltration der Komponente B der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 an Superose 12.

64



Molare Masse und isoelektrischer Punkt
Die relative Molmasse der nativen MMOB konnte durch Gelfiltration an Superose 12 mit 18
kDa bestimmt werden (Abb. 25). Nach Denaturierung und Reduktion (mit SDS bzw. Mer-
captoethanol) ist nach elektrophoretischer Auftrennung eine Bande bei 15 kDa erkennbar
(Abb. 26). Offensichtlich ist die MMOB ein Monomer mit einer relativen Molmasse zwischen
15-18 kDa.

Der isoelektrische Punkt der MMOB konnte mit 4.6 ermittelt werden (nicht dargestellt).

5.8

log (M)
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Abb. 25: Bestimmung der relativen Molmasse der Komponente B der sMMO aus
Methylosinus sp. WI 14.
Als Eichproteine wurden verwendet (relative Molmasse): 1 - Lactatdehydrogenase (145.000).
2 - Ovotransferrin (77.000), 3 - Ovalbumin (45.000), 4 - Carboanhydrase (30.000), 5 - Myo-
globin (17.200), Cytochrom ¢ (12.300).

N-terminale Aminosduresequenz
In Tab. 21 ist die N-terminale Aminosduresequenz der MMOB dargestellt. Die Aminoséure an
Position 16 konnte nicht eindeutig bestimmt werden. Es kdnnte sich dabei um ein Cystein han-

deln, das mit dem verwendeten Detektionsverfahren nicht erfait werden kann.
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Tab. 21: N-terminale AminosZuresequenz der Komponente B der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14

Position 1 3 10
Aminosdure Thr Ser Ala His Asn Ala Tyr Asn Ala Gly
Position 11 15 20
Aminoszure lie Met Ile Gln Thr - Gly Asp Glu Phe

20.1-

p -MMOB

Abb. 26: SDS-Gelelekirophorese der Komponente B der sMMO aus Merhylosinus sp. Wi 14,

{Slot 1: Proteinstandards wie ausgewiesen, Slot 2: gereinigte Komponente B)

Metallische Cofaktoren

Bei der Untersuchung der Komponente B mittels Atomabsorptionsspektrometrie konnten kei-

ne Metalle nachgewiesen werden.

66




3.4.3.4.3. Reinigung und Eigenschaften der NADH-Akzeptor Reduktase (Kompo-
nente C)

Die Komponente C der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 (MMOC) konnte iiber einen
spektrophotometrischen Test -in Abwesenheit von MMOH und MMOB- direkt nachgewiesen
werden. Die MMOC ist in vitro in der Lage, Elektronen vom NADH auf eine Reihe von Ak-
zeptoren zu Ubertragen (Tab. 22). Obwohl die hochsten spezifischen Aktivitdten mit DCPIP
und Kaliumferricyanid erhalten wurden, waren diese auch am anfilligsten gegeniiber Storfakto-
ren (u.a. Natriumthioglycolat, das zur Stabilisierung der MMOC eingesetzt wurde). Weiterhin
sind die gemessenen Extinktionsinderungen fiir Kaliumferricyanid aufgrund des niedrigen
Extinktionskoeffizienten am geringsten. Fiir die Bestimmung der Aktivitit der MMOC wurde
deshalb Cytochrom c¢ als Elektronenakzeptor verwendet. Eine Reduktion des eingesetzten
NADH bzw. NADPH erfolgte nur bei Zugabe eines der beschricbenen Akzeptoren. Optimale
MMOC-Aktivitédt wurde bei pH 7,0 (Na-Phosphatpuffer, 0,05M) und 30°C erhalten.

Tab. 22: Spezifische Aktivitdt der Reduktase der sMMO in Abhingigkeit des verwendeten Elektro-

nenakzeptors.
Elektronenakzeptor Spez. Aktivitat (U/mg)'
DCPIP 0,91
Cytochrom ¢ 0.21
Kaliumferricyanid 2,38

') gemessen im ultrazentrifugierten Rohextrakt

Reinigung der Reduktase

Die MMOC konnte durch Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose und Affini-
tétschromatographie an Blue-Sepharose fast vollstidndig gereinigt werden (Tab. 23). Durch den
kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0,2-0,5 M) bei der zweiten Chromatographie an DEAE-
Sepharose konnte eine sehr hohe Anreicherung der MMOC erreicht werden (Abb. 27). Ob-
wohl das Enzym nicht an Blue-Sepharose sowie 5'AMP-Sepharose bindet (der Anreicherungs-
effekt war fiir beide Sdulen anndhernd gleich, so dall nur die Blue-Sepharose verwendet
wurde), wurde auch in diesem Schritt nochmals eine Anreicherung erzielt. Andere chromato-
graphische Verfahren wie die hydrophobe Interaktionschromatographie an TSK-Butyl nach
Ammoniumsulfatfillung sowie Gelfiltration an Superose 12 fiihrten zur vollstindigen irrever-

siblen Inaktivierung der MMOC.
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Tab. 23: Reinigung der Reduktase der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14.

Reinigungsschritt Gesamtprotein  Gesamtaktivitit Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(mg) (U) (U/mg) (%) (-fach)

Ultrazentrifugierter

Rohextrakt 75.1 11,3 0,15 100 1
DEAE-Sepharose 6.8 12,3 1,82 109 12
(0,2-0,5 M NaCl)'

DEAE-Sepharose 0.36 8,5 23,86 75 158
(0,2-0,5 M NaCly’

Blue-Sepharose 0.11 3.3 30,64 29 204

' Stufengradient (in diesem Bereich eluierte die MMOC)

?) kontinuierlicher Gradient (Aufirennung innerhalb des Bereiches)
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Abb. 27: lonenaustauschchromatographie von vorgereinigter Reduktase der sMMO aus Methylosinus

sp. W1 14 an DEAE-Sepharose FF.

Molare Masse und isoelektrischer Punkt

Die fast vollstindig gereinigte MMOC erscheint nach Auftrennung in der SDS-Gelelektro-
phorese nicht als distinkte Bande (Abb. 28). sie wirkt eher diffus. Anhand von Standardpro-
teinen konnte die relative Molmasse mit etwa 41 kDa bestimmt werden. Die MMOC ist ein
monomeres Protein. Bei der kleinen Bande unterhalb der MMOC-Bande kénnte es sich um ein

Abbauprodukt der MMOC handeln.

68



Der isoelektrische Punkt konnte aufgrund der geringen Proteinausbeute nach der Reinigung

nicht exakt bestimmt werden.

Abb. 28: SDS-Gelelektrophorese der Komponente B der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14,
(Slot 1: Proteinstandards wie ausgewiesen, Slot 2: gereinigte MMOC)

N-terminale Aminosduresequenz
In Tab. 24 ist die N-terminale Aminosiuresequenz der MMOC dargestellt. Die Aminosgure zn
Position 18 konnte nicht identifiziert werden. Mbdglicherweise handelt es sich um einen Cy-

stemrest.

- MMOC

Tab. 24: N-terminale Aminosiuresequenz der Reduktase der sSMMO aus Merhylosinus sp. Wi 14,

Position 1 3 10
Aminos&ure Met Tyr Gin lle Val Ile Glu Thr Glu Asp
Position il 15 20
Aminoséaure Gly Gly Asp Trp Val Trp Phe - Asp -

6%



Substratspezifitat und K,-Werte

Die MMOC kann sowohl NADH als auch NADPH als Elektronendonator mit etwa gleicher
Aktivitit nutzen. Die Affinitit der MMOC fiir NADH ist aber etwa um den Faktor 10° hoher
als fr NADPH (Tab. 25).

Tab. 25: K,-Werte und vy, der Reduktase der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 fir NAD(P)H.

Substrat K-Wert (mM) Vmax (U/mg)
NADH 6,38.10° 25.8
NADPH 5.2 24.1

Einflufs von verschiedenen Verbindungen auf die Reduktase
Die MMOC wird besonders stark durch Zn*", Cu® und Ni*" -Ionen sowie durch EDTA ge-
hemmt. Die Zugabe von Hg"" (p-Chlormercuribenzoat) fiihrt zum vollstandigen Aktivititsver-

lust des Enzyms. Positiven EinfluB auf die MMOC-Aktivitit hat dagegen Fe® (Tab. 26).

Tab. 26: EinfluB verschiedener Substanzen auf die Aktivitdt der Reduktase der sMMO aus Methylosi-

nus sp. W1 14,
Substanz Konzentration Aktivitidt der MMOC
(mM) (%)’
- - 100
Na’ 1 67
Zn* 1 8
Mg" 1 87
Li” I 87
o 1 64
Mn*' 1 81
Co™ ] 68
Ca* 1 16
Ni* l 22
Fe™ 1 121
Hg™ 0,01 0
EDTA 0.2 44
Cystein | 97
NaN; 1 79

') 100 % Aktivitit entsprechen 24,4 U/mg
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Stabilitat der Reduktase

Gereinigte MMOC verliert durch Lagerung bei 4°C innerhalb von 120 h etwa 90 % der Akti-
vitit. Beim einmaligen Einfrieren gehen etwa 45 % der Aktivitat verloren. Durch Zugabe von
Fe’* (2 mM FeSO,) zum Reaktionsansatz konnten jedoch etwa 90 % der Ausgangsaktivitét

zuriickgewonnen werden.
3.4.3.5. Rekonstitution der sMMO

Nach Anreicherung bzw. Reinigung der einzelnen Komponenten der sMMO wurden Re-
konstitutionsversuche durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Stabilitit der MMOH erfolgten
diese direkt im AnschluB} an die Reinigung dieser Komponente. Fiir die Komponenten B und C
wurden die jeweils jiingsten Chargen (gelagert bei -18°C) verwendet. Zum Reaktionsansatz
wurden 2 mM FeSO; zugegeben, dieser mit 10 mM NADH gestartet und das gebildete Propy-

lenoxid nach 20 min gaschromatographisch gemessen. Die Ergebnisse sind in Tab. 27 darge-

stellt.

Tab. 27: Rekonstitution der Komponenten der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14

Konzentration (mM) Gebildetes Propylenoxid

Nr. MMOH MMOB MMOC (mM/min)

1 4.6 - - 0

2 4.6 6.2 - 0

3 4,6 6.2 0,08 43

4 4.6 6.2 0,17 5.5

5 4.6 6.2 0.34 10.4

6 4.6 6.2 0.68 18,3

7 4,6 6,2 1,36 31.8

8 4,6 6,2 1,66 38.2

9 4,6 6.2 3,32 51,6
10 4.6 - 1,66 3.1
11 4.6 - 3.32 5.3

Es wird ersichtlich. daB nur bei Kombination aller Komponenten der sMMO maximale Aktivi-
tét erreicht wird. Dabei wirkt die Komponente B als Effektor und steigert die sSMMO-Aktivitét

um etwa das 10fache.
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Aufgrund der groBBen Menge an NAD(P)H im Testansatz war eine spektrophotometrische
Erfassung des NAD(P)H- Verbrauchs durch Messung der Extinktion bei 340 nm nicht mog-
lich.

3.4.3.6. Hemmung der sMMO

Die Hemmungsversuche wurden mit gereinigten Komponenten der sMMO im Propylentest

durchgefiihrt und sind in Tab. 28 zusammengefafBt.

Tab. 28: EinfluB verschiedener Substanzen auf die Aktivitit der sSMMO aus Methylosinus sp. W1 14.

Substanz Konzentration Akt. der sMMO'
(mM) (%)
. . 100
Ni*" 1 59
G 1 4.9
Mg” 1 100
Mn®' 1 86
Zn® 1 21
NaNj 1 70
EDTA 0,2 3.5
KCN 1 87

'y gemessen nach Rekonstitution der Komponenten der sMMO im Propylentest

Die rekonstituierte SMMO aus Methylosinus sp. WI 14 wird stark durch Zn*'- und Cu®'-
Tonen sowie durch EDTA gehemmt. Mg”", Mn>" und KCN haben keinen bzw. nur geringen
Einfluf} auf die Aktivitdt des Gesamtenzyms.

3.4.3.7. Gewinnung von monoklonalen Antikérpern

Fiir die Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern gegen die sSMMO wurde die gereinigte
MMOH verwendet. Von insgesamt 780 getesteten Klonen wurden 20 Klone weitergefiihrt, die
in mindestens einem der unter 2.10. beschriebenen Tests positiv waren (Tab. 29). Die im We-
stern Blot positiven Hybridomzellen wurden anschlieBend rekloniert, erneut getestet und die

dabei positiven reklonierten Zellen in fliissigen Stickstoff liberfiihrt.



Tab. 29: Test der ausgewihlten monoklonalen Antikorper gegen die Hydroxylase der sMMO aus Me-

thylosinus sp. W1 14.

Durchgefiihrter Test :

Platte / Well a) direkt gekoppelte MMOH  b) biotinylierte MMOH ~ ¢) Western Blot'
1/B2 T 3 v-Untereinheit
1/C8 ++ =+ -
1/Cl1 ++ + -

1 /D3 . e -

2/Eé6 +++ - -

3/C9 - ot -

4/E2 +++ +++ B(c)-Untereinheit

5/Ell +++ ++ -

5/F6 ++ ++ -

6/G3 ++ + -

7/B3 ++ ++ -

7/B4 ++ ++ -

7/G9 o - v-Untereinheit

8 /E4 +++ +4+ -

8/DI10° +t+ - -

9./ ES +++ Ak a(B)-Untereinheit
10/ F9 +H+ ++ B(ct)-Untereinheit
10/G3 p= - y-Untereinheit
13/B2 - +++ -
13/C11 ++ ++ -

")Bindung an angegebene Untereinheit; 2) 0,8 > AE (im Test) < 1,0; * ) keine Reaktion: * ) AE (im Test) > 1.0;

*) Obwoh! der Uberstand der betreffenden Kavitit im Test positiv war, konnten keine lebenden Zellen gefun-

den werden.

Im Western Blot konnten Antikdrper-produzierende Klone nachgewiesen werden, die se-

lektiv mit der y-Untereinheit der MMOH reagieren. Dagegen gelang es nicht, Klone zu isolie-

ren, die nur mit der o- bzw. B -Untereinheit reagieren (Abb. 29).
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1 2 3 - 5 6 7 8 9 10

Abb. 29: Western Blot der reklonierten positiven Klone gegen die Hydroxylase der sMMO aus Merhy-
losinus sp. WI 14,
Slot 1: Ponceau S-gefarbter Blot, Slot 2 und 3: 4/ E2 (rekionierte Hybridome, rH),
Slot 4 und 3: 9/ ES (rH), Slot 6 und 7: 10 / G3 (rH), Slot 8 und 9: 10/ F9 (zH),
Slot 10: 9/ E3

3.5. Methanoldehydrogenasen
3.5.1. Methanoldehydrogenase aus Meihylocystis sp. GB 25

Das in der indtialen durch die MMO katalysierten, Reaktion gebildete Methanol wird durch
eine NAD(P) - unabhingige Methanoldehydrogenase (MDH) verwertet. Das Enzym benétigt
fiir die Aktivierung essentiell Ammoniumionen (8 mM) und kann in emer PMS/DCPIP gekop-
pelten Reaktion nachgewiesen werden. Eine NAD™- bzw. NADP™- abhingige MDH-Aktivitat
war weder im Cytosol noch in der Membranfraktion nachweisbar.

3.5.1.1. Aufschlufbedingungen und Lokalisation

Obwohl die spezifische Aktivitdt der MDH nach ZellaufschiuB mit Alcoa am hochsten war,
wurde diese Methode auferund der geringen Proteinausbeute micht gewdhit. Die grofite
Enzymausbeute konnte beim AufschiuB mittels French Press erzielt werden. Die MDH-Akti-
vitat ist dabei zu 95 % in der 16slichen Fraktion lokalisiert. Auch nach dem Waschen verblieb

eine Restaktivitat von etwa 3 % in der Membranfraktion.
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3.5.1.2. Enzymreinigung und Stabilitit

Die MDH konnte bis zur elektrophoretischen Homogenitiit gereinigt werden. Die essentiellen
Reinigungsschritte waren dabei die Ammoniumsulfatfillung sowie die nachfolgende hydro-
phobe Chromatographie an TSK-Butyl, bei denen insgesamt eine 16fache Anreicherung er-
folgte (Tab. 30). Das Enzym bindet unter den gewéhlten Bedingungen nicht an schwache Kat-
ionenaustauscher (EMD-DEAE). Da dabei aber zahlreiche Fremdproteine abgetrennt werden
konnten, wurde dieser chromatographische Schritt mit in die Reinigung einbezogen. Obwohl
nach der Gelfiltration ein Abfall der spezifischen Aktivitdt der MDH registriert wurde. konnte
die elektrophoretische Homogenitéit nur durch diesen Reinigungsschritt erreicht werden. Insge-
samt erfolgte eine 20fache Anreicherung bei einer Ausbeute von 29 %. Gereinigte MDH ver-
liert in 24 h bei 4°C etwa 50 % und in 3 Monaten bei -18°C etwa 20 % ihrer Aktivitét.

Tab. 30: Reinigung der Methanoldehydrogenase aus Methylocystis sp. GB 25.

Reinigungsschritt Gesamtprotein Gesamtaktivitit Spez. Aktivitit  Ausbeute  Anreicherung

(mg) (u) (U/mg) (%) (-fach)

Rohextrakt 336 37.8 0.112 100 1
Ultrazentrifugation 302 359 0,118 95 1
Ammoniumsulfat- 35 32,6 0,945 86 8
fillung (60-90 %)

TSK-Butyl 8 28,8 1,740 76 16
EMD-DEAE 5 17.8 2,340 47 21
Gelfiltration 4 11.0 2,250 29 20

3.5.1.3. Molare Masse und isoelektrischer Punkt

Die relative Molmasse der MDH konnte durch Gelfiltration mit 122 kDa (Abb. 30) und nach
der Methode von HEDRICK und SMITH (1968) mit 115 kDa (Abb. 31) bestimmt werden.
Nach Denaturierung und Reduktion erscheint die MDH bei elektrophoretischer Auftrennung in
einer Bande mit einer relativen Molmasse von 62 kDa (Abb. 32). Offensichtlich liegt das En-
zym in einer o-Struktur vor. Der isoelektrische Punkt der MDH konnte mit 8.3 bestimmt

werden (nicht dargestellt).
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Abb. 30: Bestimmung der relativen Molmasse der nativen Methanoldehydrogenase aus Methylocystis
sp. GB 25 mittels Gelfiltration an Superose 12.
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Abb. 31a: Bestimmung der relativen Molmasse der nativen Methanoldehydrogenase aus Methylocystis
sp. GB 25 nach der Methode von HEDRICK und SMITH (1968).

- Ermittlung des Anstiegs aus den Funktionen f (log R¢) = a « (Konz. Acrylamid) + b
(Als Eichproteine dienten die Komplexe des RSA, Bd. 1: 136 kDa, Bd. 2: 68 kDa).
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Abb. 31b: Bestimmung der relativen Molmasse (M,) der nativen Methanoldehydrogenase aus
Methylocystis sp. GB 25 nach der Methode von HEDRICK und SMITH (1968).
- Ermittlung der relativen Molmasse aus dem Anstieg der Funktion aus Abb. 31a.

Abb. 32: SDS-Gelelektrophorese der Methanoldehydrogenase aus Methylocystis sp. GB 25.
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Slot 1: Proteinstandard wie ausgewiesen (Serva 4, vgl. 2.8.3.3.); Slots 2-6: gereinigte MDH
(0.3 ug. 0.4 ug, 0,5 pg, 0.75 ug sowie 1 pg Protein per Slot)
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3.5.1.4. N-terminale Aminosduresequenz

Die N-terminale Aminosauresequenz der MDH ist in Tab. 31 dargestellt. Die Aminosiure an
Position 14 konnte nicht bestimmt werden. Wahrscheinlich handelt es sich um einen Cystein-
rest. Auffallend ist die groBe Anzahl von sauren Aminosiuren bzw. ihrer Amide (40 %) in der
N-terminalen Region der MDH.

Tab. 31: N-terminale Aminosduresequenz der Methanoldehydrogenase der sMMO aus Methylocystis

sp. GB 25.
Position 1 5 10
Aminosaure Asn Asp Arg Leu Glu Ala Leu Thr Lys Ser
Position 11 15 20
Aminosiure Glu Asn  Asn - Ala Met Gln Gly Lys Asn

3.5.1.5. Prosthetische Gruppe

PQQ konnte als prosthetische Gruppe der MDH mit Hilfe des Apoenzyms der Ghlicosedehy-
drogenase aus Pseudomonas aeruginosa SG 26 nachgewiesen werden. Auch im Absorptions-
spektrum des partiell gereinigten Enzyms (nach Chromatographie an DEAE) ist ein Peak bei
345 nm (typisches Absorptionsmaximum von PQQ.x) erkennbar (Abb. 33).
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b |
/ %\
P
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Abb. 33: Absorptionsspektrum der Methanoldehydrogenase aus Methylocystis sp. GB 25.
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3.5.1.6. pH- und Temperaturoptimum

Optimale MDH-Aktivitdt wurde unter Verwendung von PMS als Elektronenakzeptor bei pH
9,0 (Natriumboratpuffer, 0,05 M) und 45 °C gemessen. Bei Temperaturen von iiber 50°C er-
folgte eine nichtenzymatische Reduktion des DCPIP durch PMS.

3.5.1.7. Substratspezifitit

Gereinigte MDH (nach Gelfiltration) zeigte im PMS gekoppelten Test ein erstaunliches Phi-
nomen. Auch ohne Zusatz eines Substrates erfolgte die PMS vermittelte Reduktion des
DCPIP, allerdings nur bei Aktivierung des Enzyms durch Ammoniumionen. Die Ermittlung der
Substratspezifitit (Tab. 32) erfolgte deshalb mit Enzymfraktionen nach Chromatographie an
EMD-DEAE.

Tab. 32: Spezifische Aktivitdten und K- Werte der Methanoldehydrogenase aus Methyviocystis sp.

GB 25.
Substrat Aktivitdt der MDH Ka-Wert
(%)’ (mM)
Methanol 100 0.34
Ethanol 96 0.89
n-Propanol 43 1,30
2-Propanol 1 n.b.*
n-Butanol 42 0,19
n-Pentanol 42 0.11
n-Hexanol' 37 0,20
n-Heptanol' 32 0,20
n-Oktanol' 10 n.b.
Formaldehyd 78 0,10
Acetaldehyd 50 n.b.
Propionaldehyd 32 n.b.
Butyraldehyd' 4 n.b.
Crotonaldehyd 1 n.b.
Glutardialdehyd 56 n.b.

') betreffende Substanzen wurden in 1-4 Dioxan geldst; ? ) 100 % entsprechen einer Aktivitt von 2,1 U/mg:

¥} nicht bestimmt
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Die MDH oxidiert primére Alkohole bis zum Oktanol und Aldehyde bis zum Propionalde-
hyd sowie den Glutardialdehyd, nicht hingegen Butyr- und Crotonaldehyd. Sekundire Alko-
hole werden ebenfalls nicht umgesetzt. Das Enzym hat die hochste Affinitdt zum Formaldehyd
und die niedrigste zu n-Propanol. Die ermittelten K,,-Werte zeigen dabei keine Abhéngigkeit

von der Kettenlinge des jeweiligen Substrates.
3.5.1.8. EinfluB verschiedener Verbindungen auf die Aktivitit der MDH

Die Untersuchungen zur Hemmung der MDH wurden ebenfalls mit aktiven Enzymfraktionen
nach Chromatographie an EMD-DEAE durchgefiihrt (vgl. 3.5.1.7.). Besonders stark wird die
MDH durch Mn*"- und Cu*"-Ionen gehemmt. Dagegen haben Metallchelatoren, insbesondere
das EDTA. im PMS-gekoppelten Test keinen hemmenden Einfluf} auf die Enzymaktivitét (Tab.
33).

Tab. 33: Einflul von verschiedenen Verbindungen auf die Methanoldehydrogenase aus Merhylocystis

sp. GB 25.
Substanz Konzentration Aktivitdt der MDH
(mM) (%)’
Cu® 0.1 70
Fe* 0.1 77
Ca® 1 97
e 1 78
Li” | 94
Zn* 1 100
Mn® 0.1 1
Mg* 1 100
Hg™ 0,1 80
KCN 1 100
NaN; 1 98
EDTA ! 108
DTE 0,1 100
PMS 2 80
SDS 4 53

'} 100 % gntsprechen 2,1 U/mg
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Maoglicherweise ist die erhohte Aktivitat bei Zusatz von EDTA auf die Bindung von sté-
renden Metallionen begriindet. Die katalytische Aktivitdt des Enzyms wird durch Reduktion
eventuell vorhandener Disulfidbriicken nicht beeinflult (DTE). SH-Gruppen scheinen nicht im
aktiven Zentrum lokalisiert zu sein, da das Enzym nur gering durch Hg**- Ionen gehemmt wird.
Der im Ansatz eingesetzte Elektronenakzeptor PMS hemmt das Enzym erst in héheren Kon-

zentrationen.
3.5.2. Methanoldehydrogenase aus Methylosinus sp. W1 14

Die Aktivitdt der MDH wurde im PMS/DCPIP-gekoppelten sowie im PMS/Sorbinalkohol-
gekoppelten Test nachgewiesen. In beiden Fillen benétigt das Enzym zur Aktivierung
essentiell Ammoniumionen (22 mM). Unter Verwendung von NAD" bzw. NADP™ als Elektro-
nenakzeptor konnte keine MDH-Aktivitdt -weder im Cytosol noch in der Membranfraktion-

gemessen werden.
3.5.2.1. AufschluBbedingungen und Lokalisation

Obwohl die ermittelte spezifische Aktivitdt der MDH beim Aufschluf3 mittels French Press ca.
15 % geringer war als beim AufschluB mit Alcoa wurde dieser Zellaufschluf3 aufgrund der ho-
hen Proteinausbeute (bis zum 10fachen des durch Alcoaaufschluf} erhaltenen Proteins) ge-
wihlt.

Nach Ultrazentrifugation des zellfreien Rohextraktes konnten etwa 95 % der Enzymaktivi-
tat in der loslichen Fraktion gefunden werde. In der membrangebundenen Fraktion verblieb

auch nach einem Waschschritt ein Restaktivitdt von 5 %.
3.5.2.2. Enzymreinigung und Stabilitit

Die Bestimmung der MDH-Aktivitat wahrend der Reinigung erfolgte im Test mit Sorbinalko-
hol. Durch Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose FF konnte nur eine etwa
2fache Anreicherung erzielt werden (Tab. 34). Dennoch wurde diese Methode als erster Reini-
gungsschritt gewahlt, da dadurch eine Trennung der MDH von den Komponenten der sMMO
sowie der Formiatdehydrogenase erreicht werden konnte. Wahrend alle anderen flir den dissi-
milatorischen Methanabbau relevanten Enzyme an die S#dule binden. erscheint die MDH im
Saulendurchlauf. Somit fiel das Enzym quasi als Abfallprodukt bei der Reinigung der Kompo-

nenten der sMMO an, was natlirlich aufgrund der geringen zur Verfiigung stehenden Biomasse
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ausgenutzt wurde. Durch anschlieBende Ammoniumsulfatfillung, gefolgt von einer hydropho-
ben Chromatographie an TSK-Butyl (MDH aus Methyiosinus sp. WI 14 bindet im Gegensatz
zur MDH aus Methylocystis sp. GB 25 nicht an diese Saule) erfolgte eine insgesamt etwa
10fache Anreicherung. Allerdings konnte die elektrophoretische Homogenitit erst mach der
Gelfiltration erreicht werden (Abb. 34), bei der die spezifische Aktivitdt der MDH jedoch
wieder sank. Gereinigte MDH verliert innerhalb von 24 h bei 4°C etwa 30 %, bei -18°C etwa 5
% ihrer Aktivitit.

Tab. 34: Reinigung der Methanoldehydrogenase aus Methylosinus sp. Wi 14.

Reinigungsschritt ~ Gesamtprotein Gesamtaktivitit Spez. Aldivititt  Ausbeute  Anreicherung

(mg) (8 (U/mg) (%) (-fach)
Rohextrakt 46.3 32,9 0.71 100 1
(ultrazenrifugiert)
DEAE-Sepharose 18,2 29,1 1,60 88 2.3
Ammoniumsulfat- 47 23.0 4.9 70 6.9
fallung (60-90 %)
TSK-Butyl 1,4 10,2 73 31 10,3
Gelfiltration 0.9 5,3 6.1 17 8.6

M.
(kDa)

i 2 3 4 S

Abb. 34: SDS-Gelelektrophorese der Methanoldehvdrogenase aus Methylosinus sp. WI 14.
Slot 1: Proteinstandard wie ausgewiesen; Stot 2: Rohextrakt nach Ultrazentrifugation:

Slot 3: MDH nach DEAE-Sepharose; Slot 4: MDH nach TSK-Butyl: Slot 5: MDH nach Gelfiltration



3.5.2.3. Molare Masse und isoelektrischer Punkt

Die relative Molmasse der nativen MDH wurde mit 140 kDa durch Gelfiltration bestimmt
(Abb. 35). Bei Denaturierung und Reduktion konnte nach der elektrophoretischen Aufiren-
nung nur eine Bande nachgewiesen werden. Durch Vergleich des R~Wertes mit dem von
Standardproteinen wurde eine relative Molmasse von 70 kDa ermittelt. Unter Beriicksichti-
gung der ermittelten Masse des nativen Enzyms ist eine oz-Enzymstruktur wahrscheinlich.

Der isoelektrische Punkt des Enzyms konnte aufgrund der zu geringen aufgetragenen Pro-
teinmenge nicht eindeutig bestimmt werden, liegt jedoch im basischen Bereich, da das Enzym

unter den gewiahiten Bedingungen nicht an DEAE-Sepharose bindet.

55
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Abb. 35: Bestimmung der relativen Molmasse (M,) der nativen Methanoldehydrogenase aus

Methylosinus sp. WI 14.
3.5.2.4. N-terminale Aminosiuresequenz

Die N-terminale Aminoséuresequenz der MDH aus Merhylosinus sp. WI 14 ist in Tab. 35 dar-
gestellt. Ebenso wie bei der MDH aus Methylocystis sp. GB 25 fillt der groBe Anteil der sau-

ren Aminosduren sowie ihrer Amide (40 %) in der N-terminalen Region des Proteins auf;
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Tab. 35: N-terminale Aminosiuresequenz der Methanoldehydrogenase der sSMMO aus Methylosinus

sp. WI 14.
Position 1 5 10
Aminosdure Glu Asp Arg Leu Glu Ala Leu Ala Lys Ser
Position 11 15 20
Aminosaure Glu Asp Asn Trp Ala Met Gln Gly Lys Asn

3.5.2.5. Prosthetische Gruppe

Mit Hilfe des Apoenzyms der Glucosedehydrogenase aus Pseudomonas aeruginosa SG 26
konnte PQQ als prosthetische Gruppe der MDH nachgewiesen werden. Uber eine Eichkurve
wurde der PQQ-Gehalt des gereinigten Enzyms mit 1,6 mol pro mol MDH bestimmt. Das ent-
spricht einem rechnerischen Anteil von 0,8 mol PQQ pro Untereinheit (Abb. 36).

300

P QP OGN, I IR Or e N

200

150 —

PQQ (nM)

100 s

0,02 0,03 0,04 0,08 0,08 0,07
AEimin

Abb. 36: Eichkurve fiir die PQQ-Bestimmung (Abhiingigkeit der Aktivitit des Apoenzyms der Gluco-
sedehydrogenase von der PQQ-Konzentration).

3.5.2.6. pH- und Temperaturoptimum

Eine optimale MDH-AKktivit4t konnte im Test mit Sorbinalkohol (PMS-vermittelt) bei pH 9,0
(Natriumboratpuffer, 0,05 M) und bei 57°C gemessen werden. Die Aktivitit des Enzyms ist
dabei etwa 5fach héher als bei Raumtemperatur.
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3.5.2.7. Substratspezifitit

Die MDH verfiigt iiber ein sehr breites Substratverwertungsspektrum. In Tab. 36 sind die spe-
zifischen Aktivitdten und K.-Werte fiir eine Reihe von Verbindungen dargestellt. Auch hier
erfolgte die Ermittlung der Substratspezifitdt mit Enzymfraktionen vor der Gelfiltration
(aufgrund der unspezifischen Aktivitdt der MDH nach Gelfiltration) im PMS/DCPIP-Test.

Tab. 36: Spezifische Aktivitit und K,,-Werte der Methanoldehydrogenase aus Methylosinus sp. WI 14.

Substrat Aktivitdt der MDH Kn-Wert
(%) (mM)
Methanol 100 0,45
Ethanol 114 3,58
n-Propanol 91 3,69
2-Propanol 0 nb.’
n-Butanol 172 6,38
n-Pentanol 115 1,34
n-Hexanol' 106 0,79
n-Heptanol’ 98 0.58
n-Oktanol' 98 0,65
n-Nonanol' 5 n.b.
Sorbinalkohol 51 0,18
Formaldehyd 146 n.b.
Acetaldehyd 161 n.b.
Propionaldehyd 198 n.b.

") gelést in 1-4 Dioxan; ?) 100% entsprechen einer Aktivitét von 3.4 U/mg; * ) nicht bestimmt

Das Enzym verwertet primire Alkohole bis zum Oktanol sowie Aldehyde bis zum Propional-
dehyd. Der sekundéire Alkohol i-Propanol wird dagegen nicht umgesetzt. Die hochste Affinitéit
besitzt die MDH fiir den Sorbinalkohol, die niedrigste fiir Butanol. Die héchste spezifische
Aktivitdt konnte unter Verwendung von Butanol gemessen werden. Die ermittelten K,-Werte
zeigen eine Abhingigkeit von der Kettenlinge des eingesetzten Substrates. Sie steigen bis zum

C, an und fallen danach wieder ab.
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3.5.2.8. Hemmung der MDH

Besonders stark wird die MDH im Test mit Sorbinalkohol (PMS-vermittelt) durch Fe’*- und
Cu**-lonen gehemmt. Metallchelatoren, wie EDTA, haben dagegen kaum Einfluf auf die En-
zymaktivitdt (Tab. 37). Die katalytische Aktivitdt des Enzyms wird durch Reduktion eventuell
vorhandener Disulfidbriicken (DTE) nicht beeinfluit. Der eingesetzte Elektronenakzeptor
PMS hemmt erst in hoheren Konzentrationen (iiber 3 mM) die MDH.

Tab. 37: EinfluB verschiedener Verbindungen auf die Aktivitdt der Methanoldehydrogenase aus Me-
thylosinus sp. W1 14

Substanz Konzentration Aktivitdt der MDH
(mM) (%)’
Na® 1 89
Cu” 0,1 62
Fe™ 0.1 90
Ca™ 1 92
Lit 1 96
Zn” 1 89
Co* 1 9]
Mg”* 0.1 95
Mn” 1 100
EDTA 1 95
KCN 1 96
DTE 0,1 100
PMS 3 61

') 100 % entsprechen 6,5 U/mg
3.6. Formaldehyddehydrogenasen

Eine NAD - bzw. NADP"- abhiingige Formaldehyddehydrogenase (FaDH) konnte weder in
Methylocystis sp. GB 25 noch in Methylosinus sp. W1 14 nachgewiesen werden.

Eine Oxidation von Formaldehyd im ultrazentrifugierten Rohextrakt (sowohl bet Methy-
locystis sp. GB 25 als auch bei Methylosinus sp. WI 14) lieB sich ausschlielich unter Verwen-
dung von PMS als Elektronenakzeptor nachweisen. Bei elektrophoretischer Aufirennung und

nachfolgender Aktivfirbung wurde jeweils nur eine aktiv gefirbte Bande sichtbar. Diese ent-
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sprach in ihrem R-Wert dem der entsprechenden MDH. Weiterhin konnte FaDH-Aktivitat nur

im fiir die MDH ermittelten optimalen pH- und Temperaturbereich gemessen werden.
3.7. Formiatdehydrogenasen

In beiden untersuchten Stimmen wurde eine im Cytosol lokalisierte NAD'- abhéngige Formiat-
dehydrogenase (FDH) nachgewiesen. Durch lonenaustauschchromatographie an DEAE-
Sepharose konnte die FDH 7- bzw. 15fach angereichert werden. Die Enzyme beider Stamme
verfligen ilber eine extrem hohe Substratspezifitit (Formiat ist das einzige umgesetzie
Substrat) und kénnen NADP™ (auch in hoherer Konzentrationen) nicht als Elektronenakzeptor
nutzen. Die relative Molmasse der nativen FDH konnte nur bei Methylosinus sp. W1 14 mit
etwa 385 kDa ermittelt werden.

Einige kinetische und molekulare Parameter der Formiatdehydrogenasen aus Methylocystis sp.

GB 25 und Methylosinus sp. WI 14 sind in Tab. 38 zusammengefafit.

Tab. 38: Kinetische und molekulare Eigenschaften der Formiatdehydrogenasen aus Methylocystis sp.
GB 25 und Methylosinus sp. W1 14.

Formiatdehydrogenase aus:

Methylocystis sp. GB 25 Methylosinus sp. WI 14

Lokalisation Cytosol Cytosol
Elektronenakzeptor NAD’ NAD"
Aktivitdt im Rohextrakt (U/mg) 0.17 0.55
Aktivitdt nach DEAE (U/mg) 1.12 8,01
pH-Optimum 6.5 6.5
Relative Molmasse (kDa) n.b.' 385°
Substratspezifitét nur Formiat nur Formiat
K-Wert flr:

NAD' 0,133 0,699

Natriumformiat 0,361 0.111

'Y nicht bestimmt; * ) bestimmt durch Gelfiltration
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4. Diskussion
4.1. Typisierung von Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. WI 14

Sowohl Methylocystis sp. GB 25 als auch Methylosinus sp. WI 14 lassen sich aufgrund ihrer
intracytoplasmatischen Membranstruktur eindeutig den Typ 1I-Methanotrophen zuordnen. Die
im Elektronenmikroskop sichtbaren Membranen verlaufen in beiden Organismen stets peripher
und parallel zur Cytoplasmamembran. Die Ausbildung derartiger Strukturen ist fiir Prokaryo-
ten relativ untypisch. Mit Ausnahme der phototrophen sowie der nitrifizierenden und einigen n-
Alkan-verwertenden Bakterien kommen intracytoplasmatische Membranen nicht vor
(WHITTENBURY et al. 1970b). Es wurde postuliert, daB die VergroBerung der Oberfliche
durch diese extensiven Lipidstrukturen ursichlich eine Anpassung an die Verwertung eines
gasformigen Substrates darstellt (Erhohung der Aufnahme). Tatséichlich konnte ANTHONY
(1982) nachweisen, daB methylotrophe Bakterien bei Wachstum auf Methanol keine Membra-
nen ausbildeten. SCOTT et al. (1981) konnten bei Methanlimitation in einer methanotrophen
Kultur einen raschen Abbau der Membranen zu Vesikeln nachweisen. Offensichtlich ist also die
initiale Methanoxidation zum Methanol unmittelbar mit der Ausprigung der intracytoplasmati-
schen Membranstrukturen verkniipft. Es scheint sich dabei aber weniger um ein Stoffaufnah-
mephénomen (gasformiges Substrat) als vielmehr um eine Assoziation der initialen Enzyme des
Substratabbaus mit den intracytoplasmatischen Membranen zu handeln. PHELPS et al. (1992)
registrierten bei Mutanten von Methylosinus trichosporium OB3b, die keine pMMO mehr aus-
bilden konnten, ein volliges Fehlen von intracytoplasmatischen Membranstrukturen. Das wird
auch durch die vorstehend beschriebenen Ergebnisse bestitigt. Wihrend Methylocystis sp. GB
25 nur eine membrangebundene MMO und demzufolge auch die intracytoplasmatischen Mem-
branen ausbildet. konnte bei Methylosinus sp. WI 14 ein Abbau dieser Membranen bei
Wachstum auf einem kupferarmen Medium beobachtet werden, obwohl nach wie vor Methan
als gasformiges Substrat verwertet wurde. Auch bei Typ I-Methanotrophen scheint Kupfer der
maligebliche Effektor bei der Ausbildung der Lipidstrukturen innerhalb der Zelle zu sein. KOH
et al. (1993) zeigten, daB in Methylomonas methanica 68-1 bei Wachstum auf kupferfreiem
Medium eine Abnahme der intracytoplasmatischen Membranen erfolgte. In Methylomonas
alba registrierten COLLINS et al. (1991) sogar einen vollstindigen Verlust dieser Strukturen.
NGUYEN et al. (1994) zeigten, daB bei Kupferkonzentrationen von unter 20 uM im Medium

der grifBite Anteil des Kupfers in der Zelle mit den Membranen assoziiert ist.
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In beiden in dieser Hinsicht untersuchten Stimmen konnte das Schliisselenzym des Serin-
weges, die Hydroxypyruvatreduktase, sowie weitere typische Enzyme dieser assimilatorischen
Sequenz, wie die Malatdehydrogenase und eine NADP'- abhiingige Isocitratdehydrogenase,
nachgewiesen werden. Durch diese biochemischen Ergebnisse wird die Zuordnung zu den Typ
II-Methanotrophen bestitigt, die meist durch eine Hydroxypyruvatreduktase mit hoher spezifi-
scher Aktivitidt von 100-200 mU/mg gekennzeichnet sind (YAMANAKA und MATSUMOTO,
1979). Beide Stdmme verfiigen auch iiber eine Isocitratlyase, durch die die Riickgewinnung
des primiren Akzeptors des Serinweges iiber den Glyoxylatcyclus erfolgt.

In der elektronenmikroskopischen Abbildungen der Zellen waren grofle Einschliisse sicht-
bar, deren Inhalt als Poly-p-hydroxybuttersdure (PHB) identifiziert werden konnte. PHB dient
den Bakterien als osmotisch inerter Reservestoff, vergleichbar dem Glykogen oder der Stirke
in hoheren Organismen (STEINBUCHEL 1991). Die Synthese wird dabei maBgeblich durch
das Verhéltnis zwischen Coenzym A (CoA-SH) und Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) regu-
liert. Durch Kondensation zweier Acetyl-CoA-Molekiile zum Acetoacetyl-CoA wird ein CoA-
SH (als wichtiges Coenzym im C,-Transfer) wieder zuriickgewonnen. Bei den Methanotro-
phen konnte die Vesikelbildung und PHB-Formierung insbesondere bei Methaniiberschuf3 und
Stickstofflimitation nachgewiesen werden (JENSEN und CORPE 1991). In dem methylotro-
phen Bakterium Methylobacterium extorquens ATCC 55366 konnten BOURQUE et al.
(1995) unter @hnlichen Wachstumsbedingungen einen PHB-Gehalt von bis zu 46 % -auf die
Trockenmasse bezogen- nachweisen. Dabei scheint auch der Kupfergehalt des Mediums die
PHB-Bildung zu beeinflussen. Zellen von Methylosinus sp. WI 14 -auf kupferarmen Medium
gewachsen- wiesen hdufig wesentlich gréBere PHB-Einschliisse als vergleichbare auf kup-
ferhaltigem Medium gewachsenen Zellen auf. Ahnliche Befunde wurden auch bei Methylococ-
cus capsulatus (Bath) (PRIOR und DALTON 1985) sowie bei Methylomonas methanica 68-1
(KOH et al. 1993) erhalten. Der Mechanismus der erhéhten PHB-Bildung in Abwesenheit von

Kupfer ist dabei im wesentlichen noch ungeklart.
4.2. Kinetische und molekulare Eigenschaften von Methanmonooxygenasen

Der Nachweis von MMO-Aktivitit nach ZellaufschluB gelang nur fiir die sMMO, nicht hinge-
gen fiir die pMMO. Die Ursache dafiir diirfte in der sehr geringen Stabilitdt der pMMO liegen
(SMITH und DALTON 1989). Offensichtlich wird in den untersuchten Stdmmen die pMMO
unter den gewihlten Bedingungen noch wihrend des Zellaufschlusses irreversibel inaktiviert.

SEMRAU et al. (1995) konnten durch Zugabe von Kupfer zum Testansatz eine Aktivitétsstei-
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gerung um 100 % erreichen. Eine Zugabe von Kupfer (0,1-10 mM) hatte aber bei Methylocy-
stis sp. GB 25 und Methylosinus sp. WI 14 keinen Effekt.

Bisher gelang es noch nicht, die pMMO -vergleichbar der sMMO- zur Homogenitét zu rei-
nigen bzw. zu charakterisieren (HANSON und HANSON 1996). Bis vor kurzem wurden nur
zwei sMMO-Systeme aus den Typ II-Methanotrophen Methylosinus trichosporium OB3b
(FOX et al. 1989) sowie Methylococcus capsulatus (GREEN und DALTON 1985) umfassend
charakterisiert. In den letzten Jahren konnte auch in den Typ I-Methanotrophen Methylomonas
methanica 68-1 (KOH et al. 1993) sowie Methylomonas sp. GYJ3 (SHEN et al. 1997)

sMMO-Aktivitit nachgewiesen und die Komponenten zumindest teilweise isoliert werden.
4.2.1. Regulation der Expression

Die Oxidation von Methan durch die aeroben methanotrophen Bakterien wird stets durch eine
Methanmonooxygenase, die zwei Reduktionsiquivalente benétigt, um die O-O Bindung zu
spalten, katalysiert (LIPSCOMB 1994). Wie schon erwihnt, sind nur bestimmte Bakterien in
der Lage, zwei Methanmonooxygenasesysteme (sMMO und pMMO) auszubilden. Alle bisher
bekannten Stimme exprimieren aber eine pMMO (MURRELL 1992, BOWMAN et al. 1993).
In den in der Arbeit untersuchten Stimmen konnte nur bei Methylosinus sp. WI 14 eine
sMMO-Bildung nachgewiesen werden. Die Umschaltung von pMMO auf sMMO erfolgt dabei
in Abhéingigkeit vom Kupfergehalt des Mediums sowie der Stickstoffquelle. Schon bei Kupfer-
konzentrationen iiber 0,1 pM im Nahrmedium wird die Ausbildung der sMMO in diesem
Stamm reprimiert. Interessant ist der Einflu der N-Quelle auf die sMMO-Expression. Obwohl
Methylosinus sp. WI 14 die Aminoséuren Serin und Cystein als N-Quelle nutzen kann, erfolgt
eine sSMMO-Bildung nur bei Wachstum auf Nitrat bzw. Ammonium. Das ist ungewdhnlich, da
bei diesen Versuchen stets auf kupferarmen Medium kultiviert und demzufolge eine sMMO-
Expression bzw. eine pMMO-Repression (und damit ein vermindertes bzw. kein Wachstum) zu
erwarten war. In der Literatur wurden bisher keine dhnlichen Versuche beschrieben. Hingegen
konnte bei Methylocystis sp. GB 25 unter Kupferlimitation kein Wachstum registriert werden.
Offensichtlich ist der Mikroorganismus nicht in der Lage, eine sMMO zu exprimieren.

Eine Abhéngigkeit der sMMO-Expression von der Kupferkonzentration des Mediums
konnte bei allen bisher isolierten Stdmmen, die potentiell beide MMO-Systeme ausbilden kén-
nen, beobachtet werden (PILKINGTON und DALTON 1991, NAKAJIMA et al. 1992).
NIELSEN et al. (1996) demonstrierten, dal die sMMO-codierenden Gene in einem Operon

organisiert sind und durch ein Regulatorprotein kontrolliert werden. Kupfer erhtht nach Bin-
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dung an dieses regulatorische Protein dessen Affinitit zur DNA im Bereich der Promotorre-
gion des sMMO-Operons und verhindert somit die Transkription. Bei Methylosinus
trichosporium OB3b konnte eine komplette Reprimierung der sMMO-Expression ab einem
Kupfergehalt von 0,4 pM nachgewiesen werden (JAHNG und WOOD 1996). Auch eine Erhs-
hung der Eisenkonzentration (Eisen als Kupferantagonist) fithrte im Hinblick auf die sMMO-
Expression nicht zu einer erhéhten Kupfertoleranz. ZAHN und DISPIRITO (1996) konnten im
Gegenteil erst bei hohen Eisenkonzentrationen (bis zu 60 uM) optimale Aktivitét der pMMO

messen.
4.2.2. Substratspezifitit der Methanmonooxygenasen

Die bisher meist in intakten Zellen untersuchten p- und sSMMO's weisen groBe Unterschiede in
ihrem Substratverwertungsspektrum auf (BURROWS et al. 1984). Das gilt auch fiir Methy-
locystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. W1 14. Methylocystis sp. GB 25 -exprimiert aus-
schlieBllich pMMO- verfligt iiber eine hohe Substratspezifitit und oxidiert nur Alkane bis zum
Propan sowie Alkene bis zum Butylen. Bei Methylosinus sp. WI 14 differiert die Substratspe-
zifitdt in Abhéngigkeit von der Kupferkonzentration des Mediums und somit von der Expres-
sion einer p- bzw. sMMO. Wihrend bei Wachstum auf kupferhaltigem Medium eine dhnliche
Substratverwertung wie bei Methylocystis sp. GB 25 nachgewiesen werden konnte, zeigt der
Stamm bei Kultivierung auf kupferarmen Medium eine recht breite Substratspezifitét. Neben n-
Alkanen bis zum Heptan und Alkenen (wurden nur bis zum Butylen untersucht) werden auch
cyclische Kohlenwasserstoffe, Aromaten und halogenierte Aromaten oxidiert. Die dabei ent-
stehenden Hydroxylierungsprodukte kénnen durch den methanotrophen Mikroorganismus
meist nicht weiter verwertet und somit auch keine Reduktionsiquivalente regeneriert werden.
AuBerdem wirken die durch den Cometabolismus entstehenden Produkte oft toxisch auf den
Mikroorganismus bzw. auf die SMMO selbst (CHANG und ALVAREZ-COHEN 1995).

Die erhaltenen Ergebnisse zur Substratspezifitit der untersuchten Stimme belegen, daB nur
bei Methylosinus sp. W1 14 die Ausbildung einer sMMO erfolgt. Die pMMO der meisten bis-
her untersuchten Stimme kann dagegen nur wenige Substrate oxidieren (DALTON et al.
1984). Somit ist die Substratspezifitit ein hervorragendes Unterscheidungsmerkmal der p-
bzw. sMMO. Die Oxidation von Naphthalen erfolgt z.B. ausschlieBlich durch die sMMO
(HANSON und HANSON 1996). der Abbau von TCE (FITCH et al. 1996) -wenngleich mit
geringerer Effizienz- auch durch die pMMO (ANDERSON und McCARTY 1997).



Interessant ist die Oxidation der Alkane durch Methylosinus sp. WI 14. In keinem Fall
konnten durch Gaschromatographie die korrespondierenden n-Alkohole, sondern immer nur
die Tsomere nachgewiesen werden. Dagegen zeigten GREEN und DALTON (1989) bei Unter-
suchungen zur Substratspezifitdt von Methylococcus capsulatus (Bath), daB zumindest beim
Umsatz von Pentan und Hexan stets auch 1-Pentanol bzw. 1-Hexanol entsteht. Die eingesetz-
ten halogenierten Verbindungen werden durch Methylosinus sp. W1 14 stets zum entsprechen-
den Alkohol oxidiert. Eine Dehalogenierung erfolgt dabei nicht. Ahnliche Ergebnisse erhielten
auch SULLIVAN und CHASE (1996) fiir die Oxidation von 1,2,3-Trichlorbenzol durch die
sMMO aus Methylosinus trichosporium OB3b. Die Hydroxylierung des Aromaten erfolgte
stets unter Beibehaltung der Chlorierung und fiihrte zum 2,3,4- bzw. 3.4,5-Trichlorphenol.

4.2.3. Lisliche Methanmonooxygenase aus Methylosinus sp. WI 14

4.2.3.1. Molekulare Eigenschaften der Komponenten der loslichen Methanmonooxyge-

nase sowie deren Untereinheiten

Wie unter 3.4.3. beschrieben ist nur Methylosinus sp. WI 14 in der Lage, eine sMMO
auszubilden. Das Enzym besteht aus drei Komponenten : einer Hydroxylase (Komponente A).
einer Reduktase (Komponente C) und einem Elektronentransferprotein (Komponente B). Fast
alle bis jetzt gereinigten Methanmonooxygenasen sind nach diesem Prinzip aufgebaut
(LIPSCOMB 1994), wobei Komponente B nicht essentiell fiir die katalytische Aktivitdt des
Gesamtenzyms ist, diese aber verstarkt. Die einzige Ausnahme ist die sMMO von Methy-
lobacterium sp. CRL-26, bei der bisher noch kein Elektronentransferprotein nachgewiesen
werden konnte (PATEL und SAVAS 1987).

Ebenso wie in allen bisher beschriebenen sMMO s ist die Hydroxylase der sMMO aus Me-
thylosinus sp. WI 14 aus drei Untereinheiten aufgebaut, die jeweils als Dimere im nativen Pro-
tein vorkommen. Die ermittelte Struktur sowie die relativen Molmassen weichen nur geringfii-
gig von anderen gereinigten SMMO-Systemen ab (Tab. 39). Neben den angegebenen Stdmmen
konnte bisher eine sMMO nur noch in Methylocystis sp. M (NAKAJIMA et. al. 1992) sowie in
Methylomonas sp. GYJ3 (SHEN et al. 1997), einem Typ [-Methanotrophen, gereinigt werden.
Alle Methanmonooxygenasen sind von der Struktur her hochkonserviert und weisen dhnliche

Eigenschaften auf.



Tab. 39: Molekulare Eigenschaften l6slicher Methanmonooxygenasen

Methylosinus sp. W1 14'

Methylosinus trichosporium OB3b’

Methylosinus sporium 5°

Methylococeus capsulatus®

Einordnung
Anzahl der Komponenten
Komponente A
Molare Masse (nativ)
Anzahl der Untereinheiten
Molare Masse (denaturiert)
Struktur
Metallgehalt (mol/mol Prot.)
Isoelektrischer Punkt
Komponente B
Molare Masse (nativ)
Molare Masse (denaturiert)
Metallgehalt
Isoelektrischer Punkt
Komponente C
Molare Masse (nativ)
Molare Masse (denaturiert)
Spez. Akt. (U/mg)

Typ Il
Drei (A, B, C)

229.000

Drei

57.000, 43.000, 23.000
fay,

Fe 3,6

43

18.000
15.000
kein

4,6

»

41.000
30,6

Typ 1l
Drei (A, B, C)

245.000

Drei

54.400, 43.000, 22.700
aPay

Fe 4,3

5

15.000-31.000
15.000
kein

43

38.300
39.700
26,1

Typ II
Drei (A, B, C)

220.000
Drei
56.000, 40.000, 20.000

QNP)D
Fe 2,1

40.000

Typ X
Drei (A, B, C)

210,000
Drei
54.000, 42.000, 17.000

oaPBaya
Fe 2,3

17.000
15.700
kein

4,0

44.600
39.000
6,0

') eigene Ergebnisse; *) nach FOX et al. (1989); ) nach PILKINGTON und DALTON (1991); ) nach GREEN und DALTON (1985); °) keine Angaben
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Die Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 enthélt 3,6 mol Eisen pro mol
Protein als metallischen Cofaktor. Mit Ausnahme der MMOH der sMMO aus Methylosinus
trichosporium OB3b (4,3 mol/mol Protein) konnte in allen anderen bisher untersuchten
Hydroxylasen ein Eisengehalt von etwa 2-3 mol pro mol Protein bestimmt werden.

Komponente B scheint dagegen keine prosthetischen Gruppen bzw. metallischen Cofakto-
ren zu enthalten. Wie auch in anderen sMMO-Systemen ist Komponente B ein Monomer mit
einer relativen Molmasse von etwa 15 kDa.

Die native Molmasse der Komponente C der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 konnte
nicht bestimmt werden, da die Aktivitat nach Gelfiltration vollstindig verloren ging. FOX et al.
(1989) wiesen in der Reduktase der sMMO aus Methylosinus trichosporium OB3b 1 mol
FAD/mol Protein nach. Es wire moglich, daB im untersuchten Stamm die prosthetische
Gruppe des Enzyms durch die Gelfiltration abgetrennt wurde. Allerdings konnte auch durch
Zugabe von FAD bzw. FMN zu gereinigten Reduktase-Fraktionen nach der Gelfiltration keine
Aktivitat wiederhergestellt werden. Es gelang auch nicht, im Spektrum der gereinigten aktiven
Reduktase FAD nachzuweisen.

Beim Vergleich der N-terminalen Aminosauresequenzen der Komponenten der sMMO wird
die hochkonservierte Struktur deutlich (Tab. 40). In der Datenbank (Swiss Protein) konnten
nur die N-terminalen Aminosiuresequenzen der sMMO von Methylosinus trichosporium
OB3b (CARDY et al. 1991) bzw. Methylococcus capsulatus (Bath) gefunden werden. Alle
anderen untersuchten loslichen Methanmonooxygenasen wurden bisher noch nicht sequenziert
bzw. es liegen keine Veroffentlichungen dazu vor. Die Untereinheiten der Hydroxylase aus
Methylosinus sp. WI 14 weisen eine besonders hohe Homologie zu Methylosinus trichospo-
rium OB3b auf. So sind die a- und B- Untereinheiten identisch im Bezug auf die ersten 19
bzw. 20 aminoterminalen Aminosauren. Die y- Untereinheit weist nur eine 70 % ige Uberein-
stimmung auf. Die Homologie zu Methylococcus capsulatus (Bath) ist dagegen etwas gerin-
ger. So sind 80 % der N-terminalen Aminosiurereste der a- sowie 40 % der B- Untereinheit
identisch. Fiir die y- Untereinheit konnten keine Angaben gefunden werden. Interessant ist, daB3
die Positionen der Aminoséuren innerhalb der entsprechenden Untereinheiten zwischen Me-
thylosinus sp. WI 14 und Methylosinus trichosporium OB3b sowie der o~ Untereinheit von
Methylococcus capsulatus (Bath) identisch sind, wihrend bei der B- Untereinheit des letzteren
Stammes eine Verschiebung um 3 Aminosiuren erfolgt ist. Die Aminos4ureanordnung in den

Untereinheiten der sMMO von Methylosinus sp. W1 14 scheint relativ weit verbreitet zu sein,
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Tab, 40: Vergleich der N-terminalen Aminos#uren der Komponenten der sMMO verschiedener Methanotropher.

Methylosinus sp. WI 14

Position Komp. A Komp. B

[--TE S B - O T TR I S

Komp. C

11g

vl

Methylosinus trichosporium OB3b

Methylococcus capsulatus

Komp. A Komp. B Komp. C Komp. A
(Pos.) B
(1) Ser
(2) Met
(3) Leu
4) Gly
(5) Glu
Asn (6) Arg
Set (7  Arg
Tle (8) Arg
Arg 9 Gly
Thr - (10) Leu
€11/l (11)  Thr
Trp Lys (12)  Asp
Glii ] Thr (13) Pro
Al e (14)  Glu
Lys | Lys (15) Met
Tle Ala Pro (16) Ala
Ala Bhé! Ser (17) Ala
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Ahnliche Motive konnten in einer mikrosomalen Dipeptidase (53 % Identitét iiber 19 Ami-
nosiuren zur o- Untereinheit), einer extrazelluliren elastinolytischen Metalloprotease (47 %
Identitdt iiber 17 Aminosduren zur B- Untereinheit) sowie in einer Acetyl-Hydrolase (42 %
Identitét {iber 19 Aminoséuren zur y- Untereinheit) gefunden werden. Inwieweit diese Uberein-
stimmungen katalytische oder nur strukturelle Funktionen beinhalten, ist dabei unklar.

In den Untersuchungen zur Hydroxylase konnte der Zerfall des gereinigten homogenen En-
zyms beim Einfrieren und Auftauen demonstriert werden. Es wiire moglich, daB die Unterein-
heiten -aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft zu proteolytisch wirksamen Enzymen- in
einer Art Autokatalyse zu ihrem eigenen Abbau beitragen.

Auch die Komponenten B und C weisen eine hohe Homologie zu den entsprechenden
Komponenten von Methylosinus trichosporium OB3b auf (70 % Identitit innerhalb der ersten
20 Aminosiuren fiir B und 100 % innerhalb der ersten 11 Aminoséuren fiir C). Fiir Methylo-

coccus capsulatus (Bath) konnten keine Angaben gefunden werden.
4.2.3.2. Kinetische Eigenschaften und Stabilitit der l6slichen Methanmonooxygenase

Fir die sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 konnte ein pH-Optimum von 7.2 sowie ein Tem-
peraturoptimum von 30°C ermittelt werden. Unter diesen Bedingungen erfolgt ein optimales
Zusammenwirken der Komponenten der sMMO, da sich diese ermittelten Werte auf das Ge-
samtsystem beziehen. Bei Untersuchungen mit der gereinigten Komponente C (im Test mit
Cytochrom ¢ als Elektronenakzeptor) konnten #hnliche optimale Parameter bestimmt werden.
Fiir die sSMMO aus Merthylosinus trichosporium OB3b wurde ein Temperaturoptimum von
30°C (PILKINGTON und DALTON 1990) fiir Methylococcus capsulatus ein Optimum von
45°C (FOX et al. 1990) ermittelt.

Offensichtlich ist die Bereitstellung von Elektronen und damit die Reduktion der in der
Komponente A vorhandenen Fe(III)oFe(IIl)-Zentren von groBer Bedeutung fiir die gesamte
Hydroxylierungsreaktion. Das verdeutlichen auch die Versuche zur Rekombination (vgl. Tab.
27). Mit Erhéhung der Komponente C steigt die Aktivitdt des Gesamtenzyms an. Dagegen
scheint Komponente B als Effektor bzw. Verstirker (etwa 10fach) zu wirken. Uber das Zu-
sammenwirken, insbesondere der Komponenten A und B, gibt es noch relativ wenig gesicherte

Erkenntnisse.
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Es konnte aber gezeigt werden. dai MMOB eine hohe Affinitiit zur oxidierten (inaktiven)
MMOH hat und damit einen Komplex bildet. Dadurch wird verhindert, da} in der Zelle in
Abwesenheit eines oxidierbaren Substrates stindig NADH oxidiert wird, da Komponente B
den Elektronenflufl von der Reduktase zur Hydroxylase unter diesen Bedingungen verhindert
(LIU und LIPPARD 1995). Die hohe Affinitit der MMOB zur MMOH konnte auch bei der
Reinigung der sMMO von Methylosinus sp. W1 14 beobachtet werden. Bei elektrophoretischer
Aufirennung partiell gereinigter MMOH wurde stets auch eine Bande mit ca. 15 kDa nach
Silberfarbung sichtbar. Diese konnte erst durch Gelfiltration abgetrennt werden.

Neben der Bereitstellung von Elektronen fiir die Hydroxylase hat die Reduktase auch eine
regulatorische Funktion, indem sie das Zusammenwirken der Intermediate des katalytischen
Cyclus steuert und die Produktausbeute in Abh#ngigkeit von der vorhandenen Energie
reguliert (LIU et al. 1997). Dabei scheint auch die Reduktase direkt an die Hydroxylase zu
koppeln. ROSENZWEIG und LIPPARD (1994) postulierten, daB pro mol Hydroxylase je
zwei mol der Komponenten B und C an die a- bzw. B- Untereinheiten binden und die
katalytische Reaktion modulieren.

Interessant ist auch das Bindungsverhalten der Komponente C der sMMOQO des untersuchten
Stammes an Blue-Sepharose und 5°AMP-Sepharose. Obwohl NADH-abhéngig, bindet das
Enzym an diese S#ulen fiir die Affinitdtschromatographie nicht. Dagegen bindet die Kompo-
nente C der sMMO aus Methylococcus capsulatus (Bath) so fest an diese Siulen, daB eine
Elution nur unter Einsatz von 1 mM NADH gelang (COLBY und DALTON 1979).

In den Versuchen zur Hemmung der sMMO aus Merhylosinus sp. WI 14 konnte gezeigt
werden, daB die Enzymaktivitit insbesondere durch Metallionen wie Cu®*, Zn®™ und Ni** sowie
durch EDTA vermindert wird (vgl. Tab. 28). Dabei beruht die Hemmung durch Zn®" und Ni*~
offensichtlich auf dem Einflu} dieser Ionen auf die Reduktase-Aktivitit (vgl. Tab. 26), wih-
rend Kupfer und EDTA auch die anderen Komponenten beeinflussen. Da Komponente B keine
metallischen Cofaktoren enthilt, ist es wahrscheinlich, dafl diese Inhibitoren direkt auf das Ei-
sen-enthaltende katalytische Zentrum der Hydroxylase einwirken. Bei Untersuchungen mit
gereinigter sSMMO aus Methylococcus capsulatus (Bath) konnten GREEN et al. (1985) eine
Hemmung durch Kupfer und Zink nachweisen. Diese Ionen inhibierten die Reduktase, hatten
aber keinen Einflul auf die Hydroxylase. Weiterhin konnte keine Hemmung durch Nickel
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt der sMMO aus Methylosinus trichosporium OB3b wird
dagegen auch durch Nickel sowie stiarker noch durch Zink und Kupfer gehemmt (JAHNG und
WOOD 1996). Dabei wirkt Kupfer sowohl auf die Reduktase als auch auf die Hydroxylase,
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wihrend Zink nur die Aktivitit der Hydroxylase beeinfluBt. Die kinetischen Parameter der
SMMO aus den verschiedenen Stimmen sind somit relativ verschieden, obwoh! die molekula-
ren Eigenschaften (Zusammensetzung, Molmassen, N-terminale Aminosiuren) eine hohe Ho-
mologie aufweisen.

Trotz Zugabe von Stabilisatoren, insbesondere Natriumthioglycolat, sind die gereinigten
Komponenten der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 sehr instabil. Wahrend bei der Reduk-
tase der Aktivitétsverlust hauptsichlich auf die Dissoziation des Cofaktors zuriickzufiihren ist
und die Aktivitdt durch Zugabe von FeSO; rekonstituiert werden kann, scheint der Aktivitits-
verlust der Hydroxylase auf molekularen Verinderungen zu beruhen. Das wird insbesondere
bei dem gereinigten Enzym deutlich. Offensichtlich spielt dabei auch die Proteinkonzentration
eine entscheidende Rolle. So verliert die gereinigte Hydroxylase bei Verdiinnungen auf etwa
0,1 mg/ml innerhalb kurzer Zeit vollstiindig ihre Aktivitit. Gleiches kann auch beim einmaligen
Einfrieren beobachtet werden. Es scheint, daB die Untereinheiten nicht sehr fest miteinander
verbunden sind und unter diesen Umsténden dissoziieren. Inwieweit die Assoziation mit den
anderen Komponenten eine stabilisierende Wirkung auf die Hydroxylase hat, ist bisher noch
ungeklért. Ahnlich hohe Aktivititsverluste beim Einfrieren der Komponenten der sMMO wur-
den auch fiir andere Stimme beobachtet (COLBY et al. 1977, PILKINGTON und DALTON
1990). Durch tropfenweises Einfrieren in fliissigen Stickstoff direkt nach der Reinigung konn-
ten FOX et al. (1989) die Aktivitit der Komponenten der sMMO aus Methylosinus trichospo-
rium OB3b weitgehend erhalten. JIANG und DALTON (1994) gelang es, durch chemische
Modifikation mit Polyethylengiykol (PEG) die Thermostabilitat der Hydroxylase zu erhéhen.

4.2.3.3. Monoklonale Antikérper zum Nachweis der sMMO

Monoklonale Antikrper bieten eine Reihe von interessanten Anwendungsméglichkeiten in der
Biologie bzw. Medizin. Sie lassen sich als spezifische analytische und priparative Reagenzien
nahezu universell einsetzen. So ist es mdglich, monoklonale Antikdrper an eine feste Matrix zu
koppeln und zur Reinigung von seltenen Proteinen (Affinititschromatographie) zu nutzen. In
der Medizin werden die Immunglobuline insbesondere in der klinischen Diagnostik verwendet
und auch der Einsatz als Therapeutika, etwa in der Krebsbehandlung, gewinnt immer mehr an
Bedeutung. Der Vorteil der monoklonalen Antikdrper ist ihre hohe Spezifitit. Da sie alle von
einer Plasmazelle abstammen. erkennen sie -im Gegensatz zu den friiher gebrauchlichen poly-

klonalen Antikorpern- jeweils dieselbe Doméne des entsprechenden Antigens, wodurch unspe-
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zifische Kreuzreaktionen (die zu falsch positiven Ergebnissen fithren kénnen) mit anderen
Proteinen nahezu ausgeschlossen sind.

Es konnten insgesamt 20 Klone isoliert werden, die gegen die gereinigte Hydroxylase der
sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 Antikorper bildeten. Die im Western Blot an die y- Unter-
einheit der Hydroxylase bindenden Antikdrper reagieren dabei nicht mit biotinylierter MMOH.
Es ist moglich, daB sich Biotin bevorzugt an die y- Untereinheit anlagert und die Bindungs-
stelle(n) dadurch maskiert. Es gelang auch nicht, Antikérper zu erhalten, die spezifisch nur die
o- oder B- Untereinheit der MMOH erkennen. Stets wurde auch eine (mehr oder weniger
starke) Kreuzreaktivitidt zur jeweils anderen registriert. Das kénnte auf den hohen Verwandt-
schaftsgrad der o~ und - Untereinheiten zuriickzufiihren sein. GREEN und DALTON (1988)
postulierten, dafl in der Evolution die B- aus der a.- Untereinheit entstanden sein kénnte. In den
Versuchsanséitzen mit biotinylierter bzw. unsubstituierter MMOH wurden die Unterschiede im
Bindungsverhalten der gewonnenen Antikdrper deutlich. Durch Kopplung der MMOH an
ELISA-Platten werden -wie auch durch die Biotinylierung- jeweils verschiedene Domiinen
maskiert (Epitope), die dann fiir die spezifischen Antikdrper nicht mehr zuginglich sind.

Mit Hilfe der gewonnenen Antikdrper gegen die Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus
sp- WI 14 sollte es mdglich sein, einen Schrelltest zur Detektion von sMMO in anderen be-
kannten Methanotrophen bzw. von Isolaten aus Boden- oder Wasserproben zu entwickeln. Die
zu untersuchenden Bakterien miifiten dazu allerdings aufgeschlossen werden, da die sMMO
intrazelluldr lokalisiert ist. Die im Western Blot positiven Antikdrper erkennen spezifische Do-
ménen der Primérstruktur der sMMO und bieten -da die bisher untersuchten Methanmonooxy-
genasen hinsichtlich ithrer Aminosiuresequenz relativ dhnlich sind- ein erfolgversprechendes
Anwendungsgebiet. Der grofle Nachteil liegt darin, daB fiir die Tests eine elektrophoretische
Aufirennung der zu untersuchenden Proben erfolgen mufl. Eine zweite Mdglichkeit -dazu kon-
nen die gegen direkt gekoppelte MMOH positiven Klone verwendet werden- besteht in der
Kopplung der Antikérper an eine Platte (Fangantikorper). AnschlieBend werden die Proben
aufgetragen und eventuell enthaltene sMMO mit einem zweiten Antikérper, an den z.B. eine
Peroxidase gekoppelt wurde, detektiert. Drittens sollte es auch méglich sein, die Proben direkt
an eine Platte zu binden und mit den spezifischen Antik&rpern nachzuweisen.

Diese Verfahren kdnnten eine Alternative zu bereits praktizierten gentechnischen Verfahren
darstellen. So gelang es MIGUEZ et al. (1997) durch Verwendung von Oligonukleotid-Frag-
menten (30), die aus der bekannten DNA-Sequenz der a- und - Untereinheit der Hydroxylase

aus Methylococcus capsulatus konstruiert wurden, mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
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13 sMMO-positive Kulturen in kontaminierten Bodenproben nachzuweisen. Durch Isolation
eines 2,2 kB groBlen DNA-Fragments aus dem fiir die Komponente B codierenden Gens aus
Methylosinus trichosporium OB3b und Vergleich mit Genproben verschiedener Methanotro-
pher konnten TSIEN und HANSON (1992), ebenfalls sMMO-positive Bakterien detektieren.
Der Vorteil dieser Methoden ist der Nachweis der sMMO auf DNA-Ebene, so daf} eine Ex-
pression der sMMO-codierenden Gene nicht erforderlich ist. Anderseits erlaubt der gen-
technische Nachweis der sMMO nur eine Aussage zur potentiellen Fihigkeit des Mikroorga-
nismus eine sSMMO auszubilden. Der Nachteil besteht in dem relativ hohen Aufwand der

Amplifizierung, der Reproduzierbarkeit sowie den relativ hohen Kosten fiir die Primersynthese.

4.3. Kinetische und molekulare Eigenschaften von Dehydrogenasen des dissimilatori-

schen Methanabbaus
4.3.1. Methanoldehydrogenasen

Das durch die MMO aus Methan gebildete Methanol wird in Methanotrophen ebenso wie in
Methylotrophen, in denen das Methanol als C- und Energiequelle dient, gewdhnlich durch eine
NAD(P) - unabhingige Methanoldehydrogenase (MDH) zum Formaldehyd oxidiert (AN-
THONY 1986). Die MDH's aus methanotrophen Bakterien sind im Gegensatz zu denen aus
obligat bzw. fakultativ methylotrophen Mikroorganismen jedoch noch relativ wenig be-
schrieben (GROSSE et al. 1997). Die Messung der Aktivitit der MDH in vitro beruht auf der
Fiahigkeit des Enzyms, Elektronen auf den artifiziellen Elektronenakzeptor Phenazinmethosul-
fat (PMS) bzw. Phenazinethosulfat (PES) zu iibertragen. Dabei benétigt das Enzym essentiell
Ammoniumionen zur Aktivierung (ANTHONY 1986). Als Elektronenakzeptor in vivo wurde
das Cytochrom ¢ beschrieben. Offenbar wird die Kopplung der MDH mit dem Cytochrom
durch Sauerstoff irreversibel zerstort (BEARD-MORE-GRAY und ANTHONY 1984).

In Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. WI 14 wird das durch die MMO gebildete
Methanol ebenfalls durch eine PMS-abhingige MDH, die zur Aktivierung essentiell
Ammoniumionen benétigt, oxidiert. In beiden untersuchten Stimmen wurde das Enzym nach
ZellaufschluB zu 95 % in der loslichen Fraktion gefunden. Eine NAD(P) - abhingige Enzymak-
tivitét konnte dagegen weder in der 16slichen noch in der membrangebundenen Fraktion nach-
gewiesen werden.

ANTHONY (1986) postulierte, da die MDH wahrscheinlich ein membrangegundenes En-

zym ist, da sie funktionell mit Komponenten der Atmungskette interagiert. Nach Zellaufschluf
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wurden aber Unterschiede in der Lokalisation der MDH in Abhingigkeit von der Typ-Zuord-
nung des untersuchten Stammes gefunden. So beschriecben WADZINSKI und RIBBONS
(1974), daB der Typ I-Methanotrophe Methylococcus capsulatus (spiter dem Typ X zugeord-
net) sowohl eine membrangebundene als auch eine 16sliche PMS-abhingige MDH ausbildet.
Beim Vergleich der Eigenschafien stellten die Autoren aber fest, da} es sich um ein und das-
selbe Enzym handelte. In dem Typ II-Methanotrophen Methylosinus sporium konnte MDH-
Aktivitdt ausschlieBlich in der 16slichen Fraktion gefunden werden (PATEL und FELIX 1976).
FASSEL et al. (1992) wiesen die MDH im methylotrophen Bakterium Methvlobacterium sp.
AM 1 durch Markierung mit Gold-gekoppelten Antikérpern im Bereich des Periplasmas nach.
Offensichtlich interagiert die MDH nur schwach mit der Cytoplasmamembran und erscheint in
Abhéngigkeit der Membrananordnung bzw. der Art des Zellaufschlusses in unterschiedlichen
Zellfraktionen.

In Tab. 41 sind die fiir die MDH aus Methylocystis sp. GB 25 bzw. Methylosinus sp. W1 14
erhaltenen kinetischen und molekularen Parameter denen von gut untersuchten obligat und
fakultativ methanotrophen Bakterien gegeniibergestellt. Beide Enzyme bestehen aus je zwei
identischen Untereinheiten, mit einer relativen Molmasse von 62.000 bzw. 70.000. Die N-
terminalen Aminosiuresequenzen weisen eine Ubereinstimmung von 80 % bezogen auf die
ersten 20 Aminoséuren auf. Im Vergleich zu dem obligat Methylotrophen Methylobacterium
extorquens AM 1 betrdgt die Homologie 55 bzw. 60 % zur o~ Untereinheit. NUNN et al.
(1989) zeigten. daB die MDH in diesem Bakterium aus zwei identischen Untereinheiten
(62.000 bzw. 8.500) mit einer a,f.-Struktur besteht. Diese Untereinheiten waren sehr stark
aneinander gebunden und konnten nur mit SDS bzw. hohen Konzentrationen Guanidinchlorid
(6 M) voneinander getrennt werden. Dagegen bestehen die MDH des Typ I-Methanotrophen
Methylomonas methanica (PATEL et al. 1978) sowie des Typ II-Methanotrophen
Methylosinus sporium (PATEL und FELIX 1976) aus je einer Untereinheit mit einer relativen
Molmasse von 60.000. Fiir die MDH des fakultativ Methylotrophen Hyphomicrobium X
konnten DUINE et al. (1978) eine relative Molmasse von 120 kDa und eine o-Struktur
nachweisen. Hieraus wird ersichtlich, daB im Gegensatz zur Lokalisation die molekularen
Struktur der MDH sehr verschieden ist. und nicht durch die taxonomische Einordnung

bestimmt wird.
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In fritheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB gereinigte MDH aus Pseudomonas sp. M
27 ein charakteristisches Absorptionsspektrum besitzt, welches auf die prosthetische Gruppe
des Enzyms zuriickzufiihren ist (ANTHONY und ZATMAN 1967). Diese konnte als PQQ
bzw. Derivat des PQQ identifiziert werden (DUINE 1991, MATHEWS 1995). Auch in beiden
untersuchten Stammen wurde PQQ mit Hilfe des Apoproteins der Glucosedehydrogenase aus
Pseudomonas aeruginosa SG 26 als prosthetische Gruppe identifiziert. Fiir Methylosinus sp.
WI 14 konnte der PQQ-Gehalt der MDH mit 1,6 mol pro mol Protein (0,8 mol pro Unterein-
heit) bestimmt werden. Unter Berlicksichticung von Fehlern bei der Messung (Protein-
konzentration u.a.) ist ein PQQ-Gehalt von 1 mol pro Untereinheit anzunehmen, was den fiir
andere Methanoldehydrogenasen (vgl. Tab. 41) ermittelten Werten entspricht. Dagegen konnte
in den untersuchten Stimmen keine Ca’- bzw. Ba’-Abhingigkeit, wie fiir die MDH aus
Methylobacterium extorquens beschrieben (GOODWIN et al. 1996; GOODWIN und AN-
THONY 1996), nachgewiesen werden.

Bei den Untersuchungen zur Substratspezifitidt wurde ein iiberraschender Befund erhalten.
Gereinigte MDH (aus beiden Stdmmen) ist in Abwesenheit eines Substrates nach Zugabe von
Ammoniumionen in der Lage, das im optischen Test eingesetzte PMS zu reduzieren. Mit ange-
reicherten Enzymfraktionen (nach Chromatographie an DEAE. aber vor der Gelfiltration)
konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Es erscheint méglich, daB durch Gelfiltration
eine Abtrennung der prosthetischen Gruppe vom Apoenzym erfolgt. Im Gegensatz zu den
chinoiden Cofaktoren der Methylamindehydrogenase (TPQ und TTQ) ist das PQQ nicht ko-
valent an das Protein gebunden (TANIZAWA 1995). Durch Zugabe von PQQ zu gereinigter
MDH von Methylocystis sp. GB 25 bzw. Methylosinus sp. W1 14 (nach Gelfiltration) konnte
aber keine Enzymrekonstitution (PMS-Reduktion nur in Anwesenheit eines Substrates) er-
reicht werden. Bei der Reinigung der MDH des Methylotrophen Methylobacterium extorquens
AM 1 erhielten DAY und ANTHONY (1990) dhnliche Ergebnisse.

Die MDH beider untersuchter Stdmme oxidiert verschiedene primédre Alkohole und einige
Aldehyde. Sekundire Alkohole werden dagegen nicht verwertet, eine Eigenschaft der meisten
bisher untersuchten Methanoldehydrogenasen (u.a. SPERL et al. 1984, DUINE et al. 1978).
Sehr interessant ist die Aldehydoxidation durch die MDH aus Methylocystis sp. GB 25 bzw.
Methylosinus sp. WI 14. Neben Formaldehyd werden auch Acet- und Propionaldehyd sowie
der Glutardialdehyd (nur durch Methylocystis sp. GB 25) umgesetzt. Wihrend die Formalde-
hydoxidation durch die MDH schon fiir einige Methylotrophe wie z.B. Methylobacterium ex-
torquens (DAY und ANTHONY 1990) oder Hyphomicrobium X (DUINE et al. 1978)
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demonstriert werden konnte, ist die Oxidation von Acetaldehyd bzw. Propionaldehyd sehr un-
gew6hnlich. Einzig die MDH des fakultativen Methylotrophen Rhodopseudomonas acidophila
(BAMFORD und QUAYLE 1978) weist eine #hnlich breites Substratverwertungsspektrum
wie die MDH aus den in dieser Arbeit untersuchten Stimmen auf. Bisher wurde aber noch kein
Stamm beschrieben, dessen MDH den Glutardialdehyd oxidieren kann.

Maximale MDH-Aktivitit konnte sowohl bei Methylocystis sp. GB 25 als auch bei Methy-
losinus sp. WI 14 bei pH 9,0 gemessen werden. Wahrscheinlich ist dieses pH-Optimum im
unphysiologischen Bereich aber auf die Verwendung des artifiziellen Elektronenakzeptors
PMS im in vitro Test zuriickzufiihren. Unter Verwendung von Cytochrom c als Elektronenak-
zeptor (bei Préparation der MDH unter Sauerstoffausschluf) konnten BEARDMORE-GRAY
und ANTHONY (1984) ein pH-Optimum von 7,0 bestimmen. Es ist moglich, daB die im in
vitro Test essentiellen Amino- bzw. Ammoniumgruppen erst bei hohem pH-Wert als Ersatz der
Lysylreste fungieren, die im natiirlichen System den Teil der MDH formieren, der an das Cyto-
chrom ¢ bindet (ANTHONY 1986).

Durch Metallionen (Cu**, Fe*") wurde die MDH der untersuchten Stimme besonders stark
gehemmt. Dabei ist interessant, daB die Methanoldehydrogenase aus Methylocystis sp. GB 25
extrem empfindlich gegeniiber Mn" ist, wihrend die MDH aus Methylosinus sp. W1 14 da-
durch nicht beeinflut wird. Offensichtlich unterscheiden sich die Enzyme in ihren kinetischen
Parametern, obwohl sie sehr dhnlich in ihren molekularen Eigenschaften sind. Weiterhin wur-
den beide Enzyme durch EDTA nicht gehemmt. Das ist wahrscheinlich auf die in vitro Testbe-
dingungen zuriickzufiihren, da die meisten Methanoldehydrogenasen in vivo durch EDTA
stark inhibiert werden, was offenbar durch die Kopplung der MDH mit Cytochrom ¢ begriindet
ist (ANTHONY 1986).

4.3.2. Formaldehyddehydrogenasen

Die Oxidation von Formaldehyd ist in methylotrophen Bakterien bisher relativ wenig unter-
sucht worden. Eine NAD - abhingige Formaldehyddehydrogenase (FaDH) konnte z.B. in
Methylococcus capsulatus (Bath) (STIRLING und DALTON 1978), eine NAD - und GSH-
abhéingige in Methylomonas albus (ROITSCH und STOLP 1985) und eine DCPIP- abhingige
in Methylomonas methanica (STROM et al. 1974) nachgewiesen werden. Dagegen fanden
PATEL und HOARE (1971) in Methylococcus capsulatus (Texas) iiberhaupt keine FaDH-
Aktivitdt. Diese Beispiele verdeutlichen die erstaunliche Diversitit der Aldehyddehydrogenasen

bei den Methylotrophen. In Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. W1 14 konnte keine
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NAD(P)'- abhiingige Formaldehyddehydrogenase nachgewiesen werden (auch nicht bei Zu-
gabe von Glutathion, GSH).

Obwohl in verschiedenen anderen Stimmen Formaldehyd als potentielles Substrat der MDH
beschrieben wird (HANSON und HANSON 1996), scheint das Enzym nicht von physiologi-
scher Bedeutung fiir die Formaldehydoxidation innerhalb der Zelle zu sein. DJUKHUIZEN et
al. (1992) argumentieren, daB die MDH aufgrund ihrer niedrigen Affinitit und spezifischen
Aktivitat, keine Funktion bei der Formaldehydverwertung iibernehmen kann. HARMS et al.
(1985) konnten bei Untersuchungen an Mutanten mit fehlender MDH keine verminderte Alde-
hydoxidation registrieren, was auf die Existenz eines separaten Enzyms hinweist. Dennoch ist
es wahrscheinlich. daB die MDH mit ihrem umfangreichen Substratverwertungsspektrum bei
den in dieser Arbeit untersuchten Stimmen als funktionelle Formaldehyddehydrogenase fun-
giert. Das belegen die hohe Affinitdt der MDH zum Formaldehyd sowie die im Gegensatz zu
den in der Literatur beschriebenen Stimmen (HANSON und HANSON 1996) ermittelten ho-
hen spezifischen Aktivititen. Weiterhin wurde auch bei Aktivfarbung von Rohextrakten nach
elektrophoretischer Auftrennung nur eine aktive Proteinbande (und zwar ausschlieBlich bei
Zugabe von Ammoniumionen als Aktivator) nachgewiesen, die als MDH identifiziert werden
konnte.

Wenn die MDH in den untersuchten Stimmen als funktionelle Formaldehyddehydrogenase
fungiert. mu} das Enzym natiirlich auch reguliert werden. Wie kann zwischen dissimilatori-
schen und assimilatorischen Weg umgeschaltet werden, wenn Formaldehyd sowohl Produkt als
auch Substrat fiir die MDH ist ? Wie schon beschrieben, ist der freie Formaldehyd eine Ver-
bindung, die im Organismus mit einer Vielzahl von Polymeren bzw. Metaboliten nichtenzyma-
tisch reagieren kann und somit ein stark toxisches Potential besitzt. Bei einigen methylotrophen
Bakterien wurde gezeigt, daB die Affinitdt der MDH flir Formaldehyd in vivo durch ein Protein
modifiziert wird. Dieses wurde als ,.Protein M“ (Modifier) bezeichnet und ist im gleichen
Kompartiment wie die MDH lokalisiert. Protein M hemmt nach Bindung an das Enzym spezi-
fisch die Verwertung des Formaldehyds (PAGE und ANTHONY 1986). Somit kann die MDH
das Methano!l nur zum Formaldehyd oxidieren, der dann in den Zellstoffwechsel einbezogen
werden kann. Die Feinregulation und auch die Bedingungen fiir die Expression des M-Proteins
sind dabei allerdings noch nicht geklirt (FORD et al. 1985). Es ist aber wahrscheinlich, daB} die
MDH -aufgrund der potentiellen Befihigung sowohl Methanol als auch Formaldehyd zu oxi-
dieren- in den untersuchten Stimmen auch iiber ein dhnliches regulatorisches Protein beeinfluf3t

wird.
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4.3.3. Formiatdehydrogenasen

Im Gegensatz zur Formaldehyddehydrogenase ist die Formiatdehydrogenase (FDH) innerhalb
der Methanotrophen wieder relativ einheitlich. In den untersuchten Stdmmen konnte jeweils
eine hochspezifische NAD'- abhingige FDH nachgewiesen werden. Die relative Molmasse der
FDH aus Methylosinus sp. WI 14 wurde mit 385 kDa bestimmt. JOLLIE und LIPSCOMB
(1991) gelang es, in Methylosinus trichosporium OB3b eine dhnliche NAD™- abhidngige FDH
mit einer relativen Molmasse von etwa 400 kDa zu isolieren. Das Enzym enthélt dabei Flavin,
Eisen-Schwefel-Cluster sowie Molybdin. Die FDH ist dullerst wichtig im Stoffwechsel der
Methanotrophen, da sie neben der FaDH das fiir die sMMQO benétigte NADH bereitstellt
(QUAYLE 1972). Das Enzym enthilt auflerdem oft Cofaktoren wie Molybdin. Wolfram
(DEATON et al. 1987) oder Selen im Selenocystein (BOYINGTON et al. 1997), die in biolo-
gischen Systemen nur selten vorkommen. In den untersuchten Stammen Methylocystis sp. GB
25 und Methylosinus sp. W1 14 ist die FDH offensichtlich als einziges Enzym der dissimilatori-
schen Sequenz befihigt, die von der sMMO benétigten Reduktionséquivalente bereitzustellen.
da eine NAD(P)"- abhingige FaDH nicht nachzuweisen war.
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5. Zusammenfassung

1.

Die im UFZ Leipzig/Halle, Sektion Sanierungsforschung, isolierten und in der vorliegen-
den Arbeit untersuchten Stimme Methylocystis sp. GB 25 und Merhylosinus sp. WI 14
lassen sich aufgrund ihrer charakteristischen intracytoplasmatischen Membranen. die
parallel zur Cytoplasmamembran angeordnet sind sowie durch ihr Enzymmuster eindeutig
den Typ II-Methanotrophen zuordnen. Die Hydroxypyruvatreduktase konnte als Schiliis-
selenzym des Serinweges mit einer spezifischen Aktivitdt von 255 mU/mg bzw. 550
mU/mg im Rohextrakt bestimmt werden. Beide Stimme verfligen auBerdem iiber eine
NADP -abhingige Isocitratdehydrogenase sowie eine Isocitratlyase, iiber die die Riickge-
winnung des priméren Akzeptors des Serinweges erfolgt.

Die optimalen Wachstumsparameter fiir die Kultivierung der untersuchten Stimme in
Schiittelkolben konnten ermittelt werden. Methylocystis sp. GB 25 zeigt optimales
Wachstum bei Kultivierung auf Standardmedium (1,5 pM Cuz’) mit NH4Cl als Stickstoff-
quelle und bei 38°C. Der Stamm wichst dagegen nicht auf kupferfreiem Medium sowie
unter Verwendung von NaNO; als Stickstoffquelle. Die spezifische maximale Wachstums-
rate betriigt 0,147 h™'.

Methylosinus sp. W1 14 wiichst auf Standard- und NMS-Medium mit und ohne Kupfer.
Optimales Wachstum konnte bei Kultivierung auf NMS-Medium mit NaNO; als Stick-
stoffquelle sowie ohne externe Kupferzugabe bei 30°C erreicht werden. Die spezifische
maximale Wachstumsrate betrigt dabei 0,068 h™.

Die Methanmonooxygenase als primires Enzym des Methanabbaus konnte in intakten
Zellen von Methylocystis sp. GB 25 sowie Methylosinus sp. W1 14 iiber die Oxidation von
Propylen durch Gaschromatographie sowie iiber den Methan-abhiingigen Sauerstoffver-
brauch durch Polarographie nachgewiesen werden.

Von den untersuchten Stdmmen ist nur Methylosinus sp. WI 14 in der Lage, unter
bestimmten Bedingungen zwei Methanmonooxygenasesysteme zu exprimieren. Methy-
locystis sp. GB 25 exprimiert ausschlieflich die membrangebundene Methanmonooxyge-
nase (pMMO).

Die pMMO aus Methylocystis sp. GB 25 und Methylosinus sp. W1 14 ist durch eine hohe
Substratspezifitit gekennzeichnet und verwertet nur kurzkettige Alkane (bis Propan) so-
wie Alkene (bis Butylen). Die Untersuchungen wurden mit intakten Zellen durchgefiihrt.
Ein Nachweis der pMMO im zellfreien Extrakt gelang in beiden Stimmen nicht. was
wabhrscheinlich auf die duBerst geringe Stabilitit des Enzyms zuriickzufiihren ist.
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10.
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Methylosinus sp. W1 14 exprimiert bei Wachstum auf kupferarmen (bis etwa 0,1 pM Cu™)
bzw. kupferfreien Medium eine ldsliche Methanmoncoxygenase (sMMO) anstelle der
pMMO. Obwohl der Stamm unter diesen Bedingungen auch die Aminosduren Serin und
Cystein als Stickstoffquelle nutzen kann, erfolgt die sSMMO-Expression nur bei Wachstum
auf Ammonium bzw. Nitrat.

Die sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 benétigt NADH als Elektronendonator, das durch
NADPH ersetzt werden kann. Dabei ist aber die Affinitdt des Enzyms zu NADH um etwa
1000fach hoher als zu NADPH, wenngleich sich die spezifischen Aktivitdten kaum unter-
scheiden. Offensichtlich ist NADH der natiirliche Elektronendonator der sMMO. Optimale
sMMO-Aktivitit konnte bei pH 7,2 und 30°C gemessen werden.

Die sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 besitzt ein sehr breites Substratverwertungsspek-
trum. Das Enzym oxidiert Alkane (bis zum Heptan), Alkene, cyclische gesittigte Kohlen-
wasserstoffe (Cyclohexan), Aromaten (Benzol, Xylol, Toluol) und ist zur Etherspaltung
(Diethylether) befiihigt. Auch halogenierte geséttigte Kohlenwasserstoffe sowie haloge-
nierte Aromaten (u.a. Clorbenzol, Chlornaphthalen, Fluorbenzol) werden oxidiert. Diese
Substrate konnen durch den Mikroorganismus jedoch nicht als C-Quelle verwertet son-
dern nur im Rahmen eines Cometabolismus zu den korrespondierenden Produkten
hydroxyliert werden. Eine Dehalogenierung der getesteten halogenierten Aromaten er-
folgte dabei nicht.

Die sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 ist aus drei Komponenten -einer Hydroxylase.
einem Elektronentransferprotein sowie einer Reduktase- aufgebaut. die mittels chromato-
graphischer Verfahren bis zur elektrophoretischen Homogenitét gereinigt werden konnten.
Diese sind mit Ausnahme der Komponente B (Elektronentransferprotein) duBerst instabil
und verlieren innerhalb kurzer Zeit ihre Aktivitdt. Der Aktivitdtsverlust ist bei Kompo-
nente A irreversibel, da diese in ihre inaktiven Untereinheiten zerfillt. Die Aktivitat der
Komponente C (Reduktase) kann durch Zugabe von Fe’*-lonen zum Teil wieder rekon-
stituiert werden.

Die Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 wurde durch Ionenaus-
tauschchromatographie sowie Molekularsiebchromatographie mit einer Ausbeute von 21
% insgesamt 10,5fach zur elektrophoretischen Homogenitét gereinigt. Die Aktivitdt der
Hydroxylase kann auch in Abwesenheit der anderen Komponenten unter Verwendung von
10 mM H;0; durch Propylenoxidation gaschromatographisch erfallt werden. Das Enzym

besteht aus drei Untereinheiten mit relativen Molmassen von 57.000. 43.000 und 23.000.
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12.

Die relative Molmasse der nativen Hydroxylase betrigt 229.000, so daB es offenbar in ei-
ner ozf;y,-Substruktur vorliegt. Der isoelektrische Punkt des Enzyms betragt 4,3. Die N-
terminale Aminosduresequenzen der drei Untereinheiten konnten ermittelt werden und
zeigen eine hohe Homologie zur Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus trichosporium
OB3b (a- und B- Untereinheit identisch, y- Untereinheit 70 % Homologie) bezogen auf
die 20 N-terminalen Aminosuren. Als metallischer Cofaktor konnte Eisen mit 3,6 mol pro
mol Protein nachgewiesen werden. Die Hydroxylase ist #uBerst instabil und zerfillt bei
einmaligem Einfrieren bzw. Auftauen in ihre inaktiven Untereinheiten.

Die Komponente B der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 konnte ebenfalls durch Ionen-
austauschchromatographie sowie Molekularsiebchromatographie bis zur elektrophoreti-
schen Homogenitét gereinigt werden. Die Reinigung konnte allerdings nicht bilanziert
werden, da die Aktivitat der Komponente B nur in Anwesenheit der beiden anderen ge-
messen werden konnte und ein stabiles reproduzierbares Testsystem aufgrund der extre-
men Instabilitit, insbesondere der Hydroxylase, nicht etabliert werden konnte. Die relative
Molmasse der Komponente B wurde mit 15.000-18.000 bestimmt. Aufgrund der Uberein-
stimmung der ermittelten Molmassen in der Gelfiltration bzw. bei SDS-Gelelektrophorese
besteht das Protein offensichtlich nur aus einem Monomer. Der isoelektrische Punkt
konnte mit 4,6 bestimmt werden. Die N-terminale Aminosduresequenz der Komponente B
weist eine 70 % ige Homologie zum Elektronentransferprotein der sMMO aus Methylosi-
nus trichosporium OB3b auf. Gereinigte Komponente B erhéht die Aktivitat der sMMO
im ultrazentrifugierten Rohextrakt von Methylosinus sp. W1 14 um etwa 100 %.

Die Reduktase der sMMO aus Methylosinus sp. W1 14 wurde durch Ionenaustauschchro-
matographie sowie Affinitdtschromatographie mit einer Ausbeute von 29 % insgesamt
204-fach angereichert. Die Aktivitit des Enzyms kann auch in Abwesenheit der anderen
Komponenten durch die Reduktion von NAD(P)H in Anwesenheit eines Elektronenak-
zeptors (u.a. Cytochrom c) spektrophotometrisch erfalt werden. Die Reduktase besteht
aus einem Monomer mit einer relativen Molmasse von 41.000. Die N-terminale Ami-
nosduresequenz weist eine Identitéit von iiber 60 % bezogen auf die ersten 19 N-termina-
len Aminosiuren gegeniiber der Reduktase der sMMO aus Methylosinus trichosporium
OB3b auf. Die Reduktase hat eine hohe Affinitdt zu NADH (K,,=6,38 uM), aber nur eine
geringe Affinitdt zu NADPH (K,=5.2 mM). Das Enzym wird von Zn""-, Cu’*- und Ni*'-
[onen (1ImM) sowie EDTA (0.2 mM) stark gehemmt. Die Zugabe von ng'—lonen

(0,01mM) fihrt zum vollstindigen Aktivitdtsverlust, was auf das Vorkommen von
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14.

15.
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essentiellen Sulfhydrylgruppen im aktiven Zentrum des Enzyms schlieBen l4B8t. Die Re-
duktase ist ebenfalls duflerst instabil; bis zu 90% der Aktivitdt kénnen aber durch Zugabe
von Fe*™ (1-10 mM) rekonstituiert werden.

Die sMMO-Aktivitdt konnte durch Kombination der gereinigten Komponenten der sMMO
aus Methylosinus sp. W1 14 wieder rekonstituiert werden. Dabei wirkt die Komponente B
als Effektor und erhoht die Aktivitdt der sMMO etwa 10fach. Die rekonstituierte sSMMO
wird durch Cu®*- und Zn*"-Tonen sowie EDTA stark gehemmt. Dagegen hat KCN nur ei-
nen sehr geringen Einfluf} auf die Aktivitit.

Gegen die gereinigte Hydroxylase der sMMO aus Methylosinus sp. WI 14 wurden mono-
klonale Antikdrper gewonnen, die die native sMMO (direkt gekoppelt bzw. biotinyliert)
bzw. spezifisch die Untereinheiten der denaturierten sMMO erkennen. Dabei konnte stets
eine Kreuzreaktivitdt zwischen o- und - Untereinheit beobachtet werden, die auf eine
evolutiondre Verwandtschaft der betreffenden Untereinheiten hinweist.

Das im initialen Schritt durch die pMMO bzw. sMMO gebildete Methanol wird sowohl in
Methylocystis sp. GB 25 als auch in Methylosinus sp. WI 14 iiber eine NAD(P) -unabhin-
gige Methanoldehydrogepase (MDH) oxidiert. Als prosthetische Gruppe des Enzyms
konnte das PQQ identifiziert werden (MDH aus Methylosinus sp. WI 14: 1,6 mol PQQ /
mol Protein). Offensichtlich ist die MDH aufgrund ihres chinoiden Cofaktors in beiden
Stdammen (neben der Funktion im dissimilatorischen Methanabbau) in die Bereitstellung

von Elektronen fiir die pMMO involviert.

. Die MDH aus Methylocystis sp. GB 25 sowie aus Methylosinus sp. W1 14 wurde iiber

verschiedene chromatographische Verfahren bis zur elektrophoretischen Homogenitit ge-
reinigt. Bei einer Ausbeute von 29 % bzw. 17 % konnte das Enzym 20fach bzw. 8.6fach
angereichert werden. Die relative Molmasse der nativen MDH aus Methylocystis sp. GB
25 konnte mit 120.000, die der Untereinheiten mit je 62.000 (o,-Struktur) bestimmt wer-
den. Der isoelektrische Punkt des Enzyms liegt bei 8,3. Die relative Molmasse der nativen
MDH aus Methylosinus sp. WI 14 konnte mit 140.000, die der Untereinheiten mit je
70.000 (o-Struktur) ermittelt werden. Die N-terminale Aminosiuresequenz der beiden
Enzyme wurde bestimmt. In den ersten 20 N-terminalen Aminoséuren liegt eine Identitit
von 80 % vor.

Die MDH aus Methylocystis sp. GB 25 sowie aus Methylocystis sp. sind durch eine breite
Substratspezifitit gekennzeichnet und oxidiert neben 1-Alkoholen (bis 1-Oktanol) auch

Aldehyde (bis zum Propionaldehyd). Interessant ist die Verwertung von Glutardialdehyd
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durch die MDH aus Methylocystis sp. GB 25; eine MDH mit vergleichbarem Substratver-
wertungsspektrum wurde innerhalb der Methylotrophen bisher noch nicht beschrieben.
Beide Enzyme werden durch Cu®- und Fe’’-lonen (0,1 mM) gehemmt. Hingegen
inhibieren Mn”"-Ionen (0,1 mM) ausschlieBlich die MDH aus Methylocystis sp. GB 25.

In keinem der beiden untersuchten Stimme konnte eine Formaldehyddehydrogenase -we-
der Pyridinnukleotid-abhiingig noch -unabhiingig- gefunden werden. Die MDH ist jedoch
in der Lage, auch den Formaldehyd zu oxidieren. Offensichtlich stellt die MDH in den un-

tersuchten Stimmen eine funktionelle Formaldehyddehydrogenase dar.

. Sowohl in Methylocystis sp. GB 25 als auch in Methylosinus sp. W1 14 konnte eine

NAD -abhiingige Formiatdehydrogenase (FDH) nachgewiesen werden. Das Enzym wurde
durch lonenaustauschchromatographie 7fach bzw. 15fach angereichert und besitzt eine
extrem hohe Substratspezifitat. NAD" kann dabei nicht durch NADP™ ersetzt werden. Die
relative Molmasse der nativen FDH wurde fiir Methylosinus sp. WI 14 mit 385.000 er-
mittelt. Aufgrund einer fehlenden NAD -abhéngigen Formaldehyddehydrogenase spielt die
FDH zumindest in Methylosinus sp. W1 14 offenbar eine entscheidende Rolle bei der Be-
reitstellung von Elektronen (NADH) fiir die sMMO (addquat zur Rolle der MDH fiir die
pMMO).
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