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die Faszination der Schieime

Bakterielle Exopolymere, aus der N&ahe betrachtet!

(Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer FL2-Kultur, eingebettet in

exopolymere Matrix. VergroBerung 20000, --------- 500 nm; Exopolymere
durch die Préaparation teilweise dehydriert)



Verzeichnis der Abkilrzungen

3M
3M/G

BATH

Corg
EP
EPS
FL2

HIC

MOPS
NSS
PAGE
PHM
SAT

SDS

Marines Minimal Medium

Marines Minimal Medium ohne Glukose-Zusatz
Atomabsorptionsspektrometrie

"Bacterial Adhesion to Hydrocarbons" - Methode zur Bestimmung der
Hydrophobizitat von Zelloberflachen

organischer Kohlenstoff

Extrazellulare Polymere

Extrazellulare Polysaccharide

Bakterienisolat aus einer Ostseemuschel, bei dem es sich vermutlich um
Vibrio anguillarum Typ 1 handelt. Es wurde in der vorliegenden Arbeit als
Modellorganismus verwendet.

"Hydrophobie Interaction Chromatography" - Methode zur Bestimmung der
Hydrophobizitat von Zelloberflachen

3-Morpholinopropansulfonséure

"Nine Salt Solution" - Mineralmedium

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-Hamstoff-Magnesium-Puffer

"Salt Aggregation Test" - Methode zur Bestimmung der Hydrophobizitat von
Zelloberflachen

Natrium-Dodecyl-Sulfat



Summary

A bacterium isolated from the Baltic Sea was used to determine the influence of growth-li-
miting factors like carbon and/or oxygen starvation on the production of exopolymeric
substances (EP). The isolate "FL2" was classified to be a "Vibrio anguillarunrf which was
suitable be taken as a model organism because of the abundance and significant role Vibrios
play in the marine environment.

Of high interest in this study was the importance of exopolymers, that were produced under

various conditions, for adhesion and detoxification of heavy metals.

Results

1...The. qualitative..ad .quantitative, .compossition..Q(..naQ3eialextraceiyar. polymers, .that.were
pr.odueed .by.the. test, organism."RU."* .changed, depending.on. tti.e. nutrient, supply..

The highest amount of exopolymers was excreted during late logarithmic phase, 90 % of
which were polysaccharides. Under carbon starvation the protein content of the exopolymers
increased to more than 50 %.

2,.Una.las.tjng..oxygen.depriyMo.o.j.acr.ea5.ed..th.e..amo.unt.Qf prQtein&.injhe..exQPQlym.ers,

This increase was steeper under anaerobic than under aerobic conditions. After 30 hrs of
incubation in a medium limited by oxygen and carbon, proteins amounted for 98 % of exo-
polymers while aerobic, starving conditions led to only 50 % protein in exopolymeric
substance after 50 hrs.

The different composition may lead to conformational changes of the exopolymers and

therewith influence diffusion qualities or the exposure of specific proteinaceaous oxygen-
binding components.



3.. The..e.x.OpQlymeric.proteins.partly..showed enzymatic .activity..

Evidence was given for haemo-, chitino- and proteolytic activity. Proteolytic enzymes were
more active under aerobic conditions while chitinolytic enzyme activity was higher in the
absence of oxygen due to a longer persistence of chitinolytic enzymes which has been des-
cribed before. This keeps the energy-demanding de novo synthesis under carbon and oxygen

starvation on a low level.

4..The..components,of investigated,polymers, .had. different metal.binding, capacities.

Copper ions were strongly bound by proteins, cadmium ions by polysaccharides.

5... The..exQpQjyme™medi.ated.-..irreversible. .adhe.siQ.n.increased..under .an.ae.robiccOn.cl.i.iQ.ns..
Due to steric effects exopolymers may play an important role in adhesion. Cells, which were
nonmotile under carbon and oxygen starvation, showed an increased tendency to adhere to
glass surfaces. For that repulsive electrostatic forces had to be overcome by hydrophobic
interactions, e.g. by the presence of anaerobically induced exopolymeric proteins.

Generally the adhesion to surfaces enables bacterial cells to come into contact with e.qg.
oxygen enriched water masses, while they usually are bound to the water body they are

floating in.

Formation of detoxifying exopolymers before exposure to heavy metals

(2. The. exppolyme.r-c.o.mp.o.nen.t.s..had. .a. pre.adaptiye. detpxjfyjng. .capability..

The toxicity of the heavy metal ions Cu2+, Cd2+ and Co2+ depended under aerobic and
anaerobic conditions on the concentration of binding EP-components. Toxicity of copper as
shown by the inhibition of glucose mineralization and thymidin-incorporation was higher
under aerobic low EP-protein conditions and reduced under anaerobic high EP-protein

conditions.

7-..Copper-..ad perhaps, cadmu.iri-i.ons. function, .as..uooyp.er..of. the..respiratory, .chain.

Added copper concentrations of 3.1 |iIM to aerobic cultures stimulated respiratory activity.
Incubation with Cu2+ or Cd2+ for several days and ongoing inhibition of de novo -synthesis
of proteins resulted in slightly increased respiration and reduced incorporation. This points
to an uncoupling effect on respiration and ATP-synthesis and therefore on anabolic and ca-

tabolic reactions.



9,.The.adaptation.toincreased.heavy metal.cQnwntMo.ns. was.characterize by. a.change .n
e.xopolymer..structure,

Increased metal concentrations of 19 (Cd2+), 21 (Co2+) and 31 (Cu2+), respectively, led
to enhanced exopolymer production. The amount of utilizable energy determined whether
proteins or polysaccharides were synthesized: The more energy-demanding protein syn-
thesis was restricted to aerobic conditions. Here the protein-content of exopolymers in-
creased by one order of magnitude. Under anaerobic conditions the synthesis of polysaccha-
rides increased by factor ten, while the protein content did not change significantly.

S~ Newly, .synthesized P.roMn.S. served, as..heavy, meta!.detoxifying, molecules.

Incorporation of glucose and release of CO2 was strongly reduced in the presence of heavy
metals, if a de novo synthesis of proteins was inhibited.

Heavy metal induced proteins had a molecular weight of 32000 and 19000 or 23000,
respectively. This supports the findings of other authers who found similar molecular
weights for copper binding proteins of Vibrio.

Also high molecular weight molecules with 2000000 in aerobic cultures, and 112000 and
231000 in anaerobic experiments were isolated in this study. Protein finger prints of
exopolymers, produced in the presence of different heavy metals, didn't differ in aerobic
experiments. Under unaerobic conditions, however, several proteins were detected that
were induced only by copper (MW: 112000, 133000 and several from 168000 to
231000) and could not be seen with cadmium- or cobalt- ions.

10,.Metal!.ions.Jn .the..medium .had..an influence, .qo.adhesion.oi. "FL2" .to. surfaces-
Added cobalt ions increased adhesion of the test bacterium, probably because 18 % of the ions

were not complexed and positioned themselves between the negative surfaces of the bacterial
cells and the glass surfaces.
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1. Einleitung

Bakterien spielen im Meer eine bedeutende Rolle bei der Remineralisierung von Detritus. In
der Detritus-Nahrungskette von Priméarproduzenten Uber freigesetzte geldste organische
Substanz (DOM) zu Aggregaten und durch deren Aufnahme zu den Metazoen (Mann 1988),
sind es die Aggregate u.a. in Form von "Marine Snow" (Herndl 1988) (Riebesell 1992) und
"Lake Snow" (Grossart und Simon 1993) oder "Transparent Exopolymer Particles" (TEP)
(Alldredge, et al. 1993), die in den letzten Jahren als Ort konzentrierter bakterieller
Umsetzungen Gegenstand intensiver Forschungstétigkeit waren. Nach Alber und Valiella
(1994) kann bis zu einem Drittel des von Makrophyten und Phytoplankton freigesetzten
gelosten organischen Kohlenstoffs (DOC) potentiell abiotisch oder biotisch in Aggregate
transformiert werden. Diese sind jedoch immer in groRer Dichte von Bakterien besiedelt

und von extrazellularen Polymeren bedeckt.

Bei der Besiedlung von Oberflachen kann die Assoziation von Bakterien mit exopolymerer
Substanz zur Ausbildung sogenannter Biofilme von mehreren um Dicke fiihren. Sie bilden
ein Consortium meist vieler verschiedener Bakterienarten, das aufgrund der auf kleinstem
Raum vereinigten physiologischen Kapazitaten und der multifunktionellen Exopolymer-
schicht Eigenschaften hat, die denen der freilebenden Mikrobenpopulation nicht vergleichbar
sind (Bryers 1992): Mit der stark hydratisierten Schleimschicht (Glykokalyx) in
Biofilmen oder Aggregaten besitzen die Bakterien einen Reaktionsraum, in dem sie die phy-
sikalischen Bedingungen (z.B. osmotischer Wert, pH) konstant halten und extrazellulare
Enzyme wirken lassen konnen. Die Schleimschicht bietet den Bakterien Schutz gegen toxische
Substanzen wie Schwermetalle, gegen UV-Strahlung, Austrocknung und Fraf3 (Decho 1990).
Wéahrend mehrere Autoren davon ausgehen, dafl 90% der Mikroorganismen mit Oberflaichen
assoziiert sind (Harvey und Young 1980, Lappin-Scott und Costerton 1989), kommen Azam
und Hodson (1977) sowie Cho und Azam (1988) zu dem Schluf3, daR mehr als 95% der
mesopelagischen Bakterien freilebend sind, bzw. 90 % der mikrobiellen heterotrophen
Aktivitdt im Meer auf nicht-adsorbierte Bakterien zuriickzufiihren sind. Demgegeniiber
schatzt Herndl (1988), dalR 70% der Mineralisierungsaktivitat der nordlichen Adria im
Sommer auf Partikel-assoziierte Bakterien zuriickgeht.

Derartige Einschatzungen werden dadurch erschwert, da die Erfassung von Mikroorga-
nismen, die an pelagische Aggregate adsorbiert sind, durch deren Fragilitat problematisch

ist.



Bei allen Interaktionsprozessen der Bakterien mit ihrer Umwelt und insbesondere bei der
Adhésion an Grenzflachen und der Adsorption von gel6ster organischer Substanz scheinen
extrazellulare Polymere eine vermittelnde Rolle zu spielen: Aufgrund sterischer Effekte
kann es je nach ihrer Konzentration und Verteilung zu einer Abstol3ung oder Anziehung der
Oberflachen kommen (Neu und Marshall 1990). Eine wichtige Rolle spielen sie jedoch auch
nach erfolgter Adhasion: Nach der Kolonisierung einer Oberflache kommt es zur Produktion

einer Exopolymermatrix und damit zur Ausbildung des Biofilms (Marshall 1992).

Fur die Mikroorganismen bietet die Existenz in Biofilmen eine Mdglichkeit, auch unter
nahrstoffarmen Bedingungen zu existieren. Der Gehalt an organischem Kohlenstoff im Ozean
liegt zwischen 0.3 und 1.2 mg/l (Morita 1982, Morita 1984). Pakulski und Benner
(1994) bestimmten den Anteil an Kohlenhydraten am DOC in den Ozeanen als 21+7% |,
wovon ca. 12% biologisch verfigbar sind (Gocke, et al. 1981). Fir "copiotrophe”
(Poindexter 1981) Bakterien, die an ein hohes Na&hrstoffangebot adaptiert sind, aber
dennoch einen hohen Prozentsatz der marinen Bakterienpopulation bilden (Carlucci, et al.
1986), reicht die verfigbare Energiemenge nicht aus, um zu wachsen und zu reproduzieren.
Sie befinden sich in einem "starvation survivalMZustand mit verringerter metabolischer
Aktivitdt, da sie den "oligotrophen" (Poindexter 1981) Bakterien mit hoher
Substrataffinitdt aber geringer Umsatzgeschwindigkeit unterlegen sind.

Im wassrigen Milieu erfolgt jedoch selbst, wenn der absolute Gehalt an organischen Mole-
kilen gering ist, ein Konzentrationsprozel3 an Grenzflachen, der rein physikalischer Art ist
(Baier 1984). Dabei adsorbieren als erstes geladene Substrate wie Aminoséauren und
Zucker, aber auch Substanzen mit hydrophoben Anteilen wie Fettsduren und Glycoproteine
(Marshall 1980). Dieser organische Film kann die Anlagerung von Mikroorganismen
erleichtern (Kefford und Marshall 1984), und Dawson et al. (1981) diskutieren die
Adhasion von hungernden Bakterien als "Taktik", dem Substrat-Mangel zu entgehen, indem
sie an die Oberflache gebundene Molekiile nutzen.

Dennoch. Die physiologische Reaktion auf Adhasion ist sehr unterschiedlich, wie Experi-
mente mit Bakterienkulturen zeigen: Es werden an Oberflachen erhthte Wachstumsraten
(Fletcher 1986), erhohte Respiration (Stotzky und Rem 1966) und héhere Aktivitat
(Hermansson und Marshall 1985, Kefford, et al. 1982) gemessen, aber auch entge-

gengesetzte Beobachtungen kdnnen gemacht werden (Gordon, et al. 1983, Gordon und Millero
1985, Stucki und Alexander 1987).



Neben der Adhasion ist auch die Desorption an die Produktion von Polymeren gekoppelt: Es
werden neben bestimmten Enzymen Molekile, z.B. Polysaccharide oder amphiphile Po-
lymere, exkretiert, die auf der Oberflache verbleiben und als "Detachment footprints" -

Desorptions-FuRabdriicke - bezeichnet werden (Neu 1992).

Dieses laRt die Hypothese zu, dal} Bakterien tber die Féhigkeit verfiigen, die sie umgebende
Exopoiymer-Schicht in Abhéangigkeit umgebungsspezifischer oder physiologischer Para-
meter funktionell zu modifizieren. Abe et al. (1984) stellten fest, dal} sich die wahrdend der
logarithmischen und der stationaren Phase vom gleichen Stamm produzierten Exopolymere
in ihrer Zusammensetzung unterscheiden kdnnen. Auch die Zusammensetzung des Mediums
und physikalische Faktoren der Umgebung wie Temperatur (Fletcher und Floodgate 1973)
und osmotischer Druck (Deretic, et al. 1989) wurden als beeinflussende Faktoren erwéahnt .
Meist werden jedoch - insbesondere im Hinblick auf technologische Nutzungen - Verande-
rung der Exopolymer-Produktion in quantitativer Hinsicht gewinscht und die Ausbeute
durch das Angebot spezieller Zucker oder auf gentechnologischem Wege fir die pharmazeu-
tische und Nahrungsmittelindustrie gesteigert (Weiner, et al. 1985). Qualitative Veréan-
derungen sind nicht gewinscht und treten wohl auch kaum auf, da die Kulturen meist im
exponentiellen Wachstum gehalten werden.

Im marinen Milieu dagegen macht der "starvation survival'-Zustand Effektivitat der
Stoffwechselleistungen zur Uberlebensgrundlage, zumal diese "h&ufigste” StreRsituation von
weiteren Faktoren begleitet werden kann wie z.B. Sauerstoffmangel in Arealen mit geringem
Wasseraustausch oder auch eine Belastung des Wassers mit Schwermetallen, deren
Anreicherung in und Diffusion aus dem Sediment eine bestéandige Exposition gewdahrleisten

kénnen.

Wie und ob Uberhaupt solche &ufRReren Faktoren die Exopolymer-Bildung beeinflussen, ist
kaum erforscht. Erflillen ihre Komponenten z. B. unterschiedliche Funktionen, und andert
sich ihre Zusammensetzung als Reaktion auf &uRere Reize, wie z.B. erhthte
Schwermetallkonzentrationen? Kann die Exopolymersynthese quantitativ gesteuert werden:

Wird sie z.B. unter Sauerstoff-reduzierten Bedingungen verringert, da die geringere
Diffusivitdat von Sauerstoffl in der Schleimschicht eine Versorgung der Zellen zusatzlich
erschweren wiuirde? Wird durch die Exopolymerbildung das Adhasionsverhalten der
Bakterien derart beeinfluRt, daR durch den Ubergang in eine pelagische Lebensweise ungiin-

stige Umweltbedingungen vermieden werden kdnnen?

1Quotient der Diffusionskoeffizienten Sauerstoff/Wasser = 0.7 (Characklis, et al. 1990)



Derartige Kausalzusammenhange zwischen Umweltfaktoren und bakterieller Physiologie
lassen sich nur im Rahmen eines reduktionistischen Ansatzes erfassen, in dem durch gezielte
Anderung einzelner Faktoren deren Auswirkung auf den Teststamm untersucht wird.
Stellvertretend fir die Vielzahl der heterotrophen, fakultativ anaeroben Bakterien im
marinen System wurde hierflr ein Vertreter der haufigen Gattung Vibrio untersucht, der
aus der Ostsee isoliert worden war (Heise 1990, Heise und Reichardt 1991).

An diesem Stamm wurden einzeln und additiv die Auswirkungen verschiedener
Umweltfaktoren auf die Exopolymerproduktion getestet. Es stand zur Diskussion, inwieweit
die exopolymeren Schichten funktionell mitverantwortlich sind fiir die Aufrechterhaltung
einer bakteriellen Aktivitdt bei sich andernden Umweltverhéltnissen. Weiterfihrend stellte
sich die Frage, ob in der Konsequenz eine energetisch aufwendige Modifizierung der
Exopolymere als Reaktion auf sich &ndernde abiotische Faktoren von Bakterien initiiert

werden kann.



2. Material und Methoden

2.1. Beschreibung und Identifizierung des Testorganismus
FL2

Bei FL2 handelt es sich um einen Gram-negativen, copiotrophen Vibrio mit einem
Zellvolumen von 1.1 bis 1.4 |im3 in der exponentiellen Wachstumsphase. Es wurde aus
der Leibeshdhlentlussigkeit von Arctica islandica aus der Ostsee isoliert und ist in der
Lage, aufgrund physiologischer Veranderungen, die zu einem "starvation survival"
fuhren, dber die Zeit von Langzeitversuchen hinaus (8 Wochen) ohne organische
Kohlenstoffquellen zu (berleben. Dabei wird das Zellvolumen auf weniger als 0.1 lum3
reduziert, gleichzeitig die Proteinkonzentration in der Zelle erhtéht, was auf die Bildung
spezifischer "starvation survival'-Proteine hindeutet (Heise 1990). Als fakultativ
anaerobes Bakterium UUberlebt FL2 auch Kohlenstoff-limitierte Bedingungen unter
Sauerstoff-Mangel, allerdings mit einer erheblich verringerten Lebensfahigkeit: Die
Lebendzellzahlen nehmen anfanglich um 3 GréRenordnungen innerhalb von 8 Tagen auf
anschlieBend konstante Werte bis zum Ende des Versuches ab (Heise und Reichardt
1991).

Positive Oxidase-Reaktion und fermentativer Glukose-Abbau im O/F-Test wiesen auf die
Zugehorigkeit zur Familie Vibrionaceae hin (nach (West und Colwell 1984)). Weitere
Untersuchungen auf Mobilitat (mikroskopisch), Wachstum auf TCBS-Agar und
Sensitivitdt gegenuber 10 ng -Disks mit 0/129-Vibriostatikum (Spira 1984), kein
Wachstum in Medien mit weniger als 5 g/l NaCl und die Produktion von Arginin-
Dihydrolase im Gegensatz zu Lysin-Dekarboxylase und Ornithin-Decarboxylase (West
und Colwell 1984) lieBen vermuten, dafl es sich um Vibrio anguillarum Typ | handelte
(Heise 1990). Zur weiteren Analyse wurden API 20E -Analysestreifen (BIOMERIEUX),
die von Kent (1982) und Maugeri et al. (1983) zur Identifizierung fischpathogener
Bakterien vorgeschlagen wurden, eingesetzt.

Zellsuspensionen in NaCl-Losung (20 °I°°) ergaben auf API 20E-Teststreifen ein Profil
(Tab. 1), das dem von Maugeri et al. (1983) fur Vibrio anguillarum publizierten
entsprach und damit die friher aufgrund von Analysenergebnissen getroffene Hypothese,

dal3 es sich um dieses fischpathogene Bakterium handele, unterstiitzte.



Tab. 1: Durchgefiihrte Tests zur Identifizierung von FL2 und ihre

eingesetztes Substrat

Ortho-Nitro-Phenyl-Galactosid

Arginin
Lysin
Ornithin
Natriumcitrat
Natriumthiosulfat
Harnstoff
Tryptophan
Tryptophan
Natriumpyruvat
Kohngelatine
Glucose
Mannit
Inosit
Sorbit
Rhamnose
Saccharose
Melibiose
Amygdalin
Arabinose

Filterpapier

(+: positive Reaktion;

Reaktion/Enzyme

[3-Galactosidase
Arginindihydrolase
Lysindecarboxylase

Ornithindecarboxylase
Citratabbau
H2S-Produktion
Urease
Tryptophandesaminase
Indolproduktion
Acetoinproduktion
Gelatinase
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation
Fermentation/Oxidation

Cytochromoxidase

keine Reaktion; V: Variabel)

Ergebnisse

Testergebnis

+

+



2.2.1.. Minimal-Medien zur Kultivierung von FL2

2.2.1.1. Marines Minimal Medium ("3M") nach Ostling, et al. (1991) (siehe Anhang)
Das "3M" besteht aus einer Salzldsung aus 9 Komponenten ("Nine salt solution"),
versetzt mit MOPS1-Puffer, Tricin2-Eisen-L6sung, Phosphat-, Ammoniumchlorid- und

Glukoselosung. Der pH liegt bei 7.8.

2.2.1.2. Hungermedium
Als "Hungermedium" wurde das "Marine Minimal Medium" (2.2.1.1.) ohne Glukose-
Zusatz verwendet ("3M/GLU")

2.2.1.3. Hungermedium fur die Untersuchung der Schwermetallwirkung
Auch hier wurde das "Marine Minimal Medium" verwendet, jedoch neben dem Glukose-
Zusatz auch auf die Tricin-Eisenlésung verzichtet, da Tricin als Chelatbildner die

Konzentration freier Metallionen herabgesetzt hatte.

2.2.2. Aerobe Inkubation

Sauerstoffreiche Bedingungen wurden durch eine groRe Flissigkeitsoberflache (geringes
Flussigkeitsvolumen in groBem Gefall) und der Inkubation auf einem Schitteltisch

gewédhrleistet.

2.2.3. Anaerobe Inkubation

Fur anaerobe Inkubationen wurde ebenfalls das Marine Mineral Medium verwendet, das
aber nach dem Autoklavieren unter N2-Atmosphére abgekuhlt und bei standiger Begasung
mit den zuzusetzenden Ldsungen (M bis G bzw. M bis N, siehe Anhang) versehen wurde.
Auf eine Zugabe von Reduktionsmitteln wie Dithionit wurde verzichtet, um madgliche
Beeinflussungen des bakteriellen Metabolismus auszuschlieRen.

Vergleichsmessungen, die mit einem 02-Pikoamperemeter nach der Methode von

Revsbech (1986) durchgefiihrt wurden (Bau des Pikoamperemeters : Volker Martens,

1 3-Morpholinopropansulfonsdure (MERCK)
2 N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl-]glycine (MERCK)



Institut fir Meereskunde Kiel; 02-Elektrode: DIAMOND ELEKTRONICS) zeigten, dal3 der
Sauerstoffgehalt in dem begasten Medium auf 19% im Vergleich zu 31% unter aeroben
Bedingungen abgesunken war.

Fur die Kulturen wurden séuregespllte GefalRe aus Glas oder Polypropylen mit geringer
Sauerstoffdurchlassigkeit verwendet. Sie waren entweder mit gasdicht schlieRenden Alu-
miniumschraubdeckeln (OCHS) versehen oder unter N2-Begasung mit Viton- oder Sili-
konstopfen (OCHS) verschlossen.

Arbeiten unter anaeroben Bedingungen und Inkubationen von mehreren Wochen wurden in
einer Anaerobenkammer oder - bei kleineren Volumina - in einem GasPak® System
(BBL, Division of Becton, Dickinson und Company) durchgefiihrt.

Die Anaerobenkammer (Anfertigung der TU Hamburg Harburg, Umbau: Volker Martens,
IFM Kiel) wurde mit Formiergas (N2/H2-Gasgemisch im Verhaltnis 90:10) begast und
durch die am Katalysator ("Katalysator-Ergdnzungspack von BBL: Aluminium-Pellets
mit 0.5 % Palladium) stattfindende Reduktion von O2 mit H2 zu Wasser eine
sauerstofffreie Atmosphéare geschaffen.

In dem 3-stufigen Reduktor (Bau: Volker Martens, IFM Kiel) waren zum Schutz des
eigentlichen Katalysators eine Schicht Aktivkohle, um entstehenden Schwefelwasserstoff
abzufangen, und CaCl2 als hygroskopisches Mittel hintereinandergeschaltet.

In dem kommerziellen GasPak®System verlauft die Reduzierung der Atmosphére nach
dem gleichen Prinzip, nur wird hier zusatzlich eine C02-Atmosphére erzeugt.

Zur Kontrolle der anaeroben Verhéltnisse dienten Flissigstreifenindikatoren (BBL
GasPak®System).

2.2.4. Ansatz von Hungerkulturen

Vor dem Entzug der organischen C-Quelle durchliefen die Kulturen jeweils 2
exponentielle Wachstumsphasen (aerob bzw. anaerob) im "Marine Mineral Medium”, in
denen sich die Zellen an die neue Zusammensetzung des Mediums und evtl. Anoxie anpassen
konnten.

In der exponentiellen Phase wurde die Kultur bei 7000 g 20 min abzentrifugiert und in

dem entsprechenden Hungermedium (aerob oder anaerob angesetztes 3M/GLU)
resuspendiert.



Es wurden folgende Metallstandards angesetzt und durch Autoklavieren sterilisiert:

Kadmium (MERCK): 3CdSC+4*8 H20 5 g/l, entspricht 19 mM Cd2 +
Kupfer (MERCK): CuS04 5 gl/l, entspricht 31 mM Cu2+
Kobalt (MERCK): CoCl2 5 g/l, entspricht 21 mM Co2+-

Die Arbeitskonzentrationen lagen im Bereich von 10"2 bis 102 mM.

2.2.6. Metalladaptierung von Kulturen

Zunéachst wurden Kulturen auf 3M-Agarplatten mit einem Gehalt von 0.05 bis 50 mg/l
des jeweiligen Metallsalzes aerob und anaerob ausplattiert, um die natirliche Resistenz
zu prufen.

Zur Adaptation an erhdhte Metallkonzentrationen wurden Kulturen jeweils am Ende der
exponentiellen Phase in 3M-Flissigmedien mit stufenweise ansteigenden Metallgehalten

Uberimpft und das Wachstum uber die optische Dichte verfolgt.

2.2.7. Zellzdhlungen und Biomassebestimmungen

Die Zellzédhlung und Biomassebestimmung erfolgte mit Hilfe der
Epifluoreszenzmikroskopie nach Anfarbung mit Akridinorange (Zimmermann und Meyer-
Reil 1974), veradndert nach (Heise 1990). Hierzu wurden die Zellen Uber einem
vorgefarbten Polycarbonatfilter (Nuclepore ®) mit 0.2 um Porendurchmesser
abfiltriert und anschlieBend mit 0.01%iger wéassriger Akridinorange-Lésung und 0.2%
Formaldehyd gefarbt. Der Filter wurde auf Objekttrager in Cargille-Olimmersion
(CARGAILLE LABORATORIES, USA, Immersionsél Typ A, kat.Nr. 16482) Ubertragen.
Ausgezahlt und ausgemessen wurde unter 1250facher VergroRerung (Mikroskop LEITZ
DIALUX 20, Objektiv NPL FLUOTAR 100) unter Verwendung des Okularnetzes NEW
PORTON G12 (GRATICULES LTD.). Zur Auswertung der Zahldaten bzgl.
Biomassebestimmung und GrdRRenverteilung wurde ein im Rahmen des mikrobiologischen
Ostseemonitorings (Dr. K. O. Kirstein, Abtlg. Marine Mikrobiologie) erstelltes Programm

in modifizierter Form3 benutzt.

3 Das Programm wurde fir Macintosh modifiziert



Nach einem Vergleich verschiedener Kombinationen von Trocknungs- und Fixierungsme-
thoden (Lufttrocknung, Kritisch-Punkt-Trocknung, Entwasserung in Ethanol, Formol-
Fixierung) ergab sich fur die Beobachtung von Exopolymeren das beste Ergebnis bei
luftgetrockneten Proben, die anschlieRend durch einminitige Kathodenzerstdubung bei 20
bis 25 mV in einer Gasionenkammer ("Sputter’, BALZERS, SCD 004) mit einer leitenden
Schicht aus Gold-Palladium Uberzogen wurden. Als Rasterelektronenmikroskop wurde ein
ZEISS DSM-940 verwendet, fotographiert wurde mit ILFORD FP4-Filmen.

2.3. Analytische Methoden

2.3.1. Extraktion von Exopolymeren

Um die Exopolymere von den Zellen zu trennen, wurden die Kulturen bei 25000 g, 4 °C,
30 min lang zentrifugiert, der Uberstand mit den Polymeren abdekantiert. Zur Ausfallung
und Anreicherung wurden 2 verschiedene Methoden verwendet:

a) fur quantitative Bestimmungen wurde eine Acetonfdllung nach Sutherland und
Wilkinson (1971) durchgefuhrt:

Zum Uberstand wurde -80 °C kaltes Aceton im Verhaltnis 1:3 gegeben und iiber Nacht
oder mindestens 8 h lang bei 0 °C inkubiert. Die Mischung wurde anschlieBend bei 7000
g 15 min lang zentrifugiert, das Pellet in superreinem Wasser (Milli-Q) resuspendiert
und Uber Nacht bei 0 °C gegen 25 | demineralisiertes Wasser dialysiert. Die dialysierte

Fraktion wurde bei -80 °C eingefroren oder lyophilisiert und bis zur Analyse im
Exsikkator aufbewahrt.

b) fir die Gelelektrophorese wurden die Proteine ausgesalzen (Harnes 1990):

Aus dem Uberstand wurden Proteine durch Aufsalzen der Lésung mit (NH4)2S04 bis auf
95 % und anschliefendem, mehrstiindigem Rihren ausgefatlt. Die Salz-Lésung wurde an-
schlieRend bei 10000 g, 10 min, zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet

wurde in den Polypropylen-Zentrifugenrdhrchen bis zur Verwendung in der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei -80 °C eingefroren.



Samtliche photometrischen Analysen wurden mit einem Spektrophotometer UV-160
(SHIMADZU) durchgefuhrt.

2.3.2.1. Phenol-Schwefelsdure-Methode zur Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate
nach Dubois et al. (1956)

In einem 1.5 ml Eppendorf-Cap wurden zu 0.2 ml Probe 0.2 ml einer 5%igen wassrigen
Phenol-Lésung gegeben und direkt anschlie@end 1 ml konzentrierter Schwefelsaure hin-
zugegeben. Um den Warmeaustausch zu verhindern, wurden die Caps wéhrend der ersten
10 min der folgenden Inkubationsphase in Styropor-Racks aufbewahrt, bevor sie fir 15
min im Wasserbad auf 25 °C abgekuhlt wurden.

Die Messung erfolgte in Polystyrol-Mikroklivetten bei 488 nm, um primar Hexosen zu

erfassen.

2.3.2.2. Bio-Rad Protein-Assay zur Bestimmung von geldsten
Proteinkonzentrationen

Der Bio-Rad Protein-Assay beruht auf der von Bradford (Bradford 1976) beschriebenen
Reaktion zwischen Proteinen und dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 bei
niedrigem pH-Wert, die eine Verschiebung des Absorptionsmaximums der Ldsung von
465 zu 595 nm zur Folge hat.

Er wurde, je nach Bedarf, in zwei Konzentrationsbereichen eingesetzt:

a) als Standard-Assay-Prozedur (SAP): 200 - 1400 (ig/ml

Das Farbreagenz (BIORAD), das 55 % Phosphorséure und 15 % Methanol enthielt, wurde
im Verhéltnis 1:5 mit Milli-Q Wasser verdinnt und in 5 ml Aliquots zu 0.1 ml Probe
gegeben.

b) Micro-Assay-Procedure (MAP): 1 - 25 ng/ml

Im Unterschied zur SAP wurde hier die Probe mit unverdinntem Farbreagenz im
Verhaltnis 1:5 versetzt.

Die Extinktionen wurden bei 595 nm innerhalb einer Stunde gemessen.

Als Standard wurde Rinderserumalbumin (SIGMA) eingesetzt.

2.3.2.3. Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951)
In der Variation von Herbert et al. (1971) wurde die Proteinbestimmung nach Lowry et

al. (1951) zur Messung von Zellpellets eingesetzt. Um die Zellwande aufzubrechen,



wurde die Probe vor der eigentlichen Proteinbestimmung im Verhaltnis 1:2 mit 1IN NaOH
versetzt und 5 min gekocht.

Fur die Proteinbestimmung wurden die abgekihlten Proben mit 2.5 ml Mischreagenz
versetzt, das unmittelbar vor Gebrauch aus 50 ml einer Stammlésung (50 g Na2C03 und
0.4 g NaK-Tartrat pro 960 ml Aqua dest) und 1 ml einer 1%igen CuS04-L6sung
hergestellt wurde. Nach genau 10 min wurden 0.5 ml Folin-Ciaocalteu-Reagenz (SIGMA),
das 1:2 mit Aqua dest. zur Normalitat von 1 verdinnt worden war, zugegeben. Die
Extinktion wurde nach mindestens 30 min bei 750 nm gemessen.

Auch hier wurde als Standard Rinderserumalbumin eingesetzt.

2.3.2.4. Uronsaure-Bestimmung nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
Zu 0.2 ml Probe eisgekuhlter Probe wurden 1.2 ml einer H2S04/Na-Tetraborat-Lésung

(0.0125 Mol Tetraborat/l konz. H2SO4) gegeben. Nach 5 min im Eisbad wurde die Mi-
schung kraftig gemischt und 5 min gekocht. Nach Abkihlung wurden 20 jil einer 15%igen
Biphenyl-2-ol (MERCK) in 0.5%iger NaOH-Lésung zugegeben und die Extinktion nach

mindestens 10 min bei 520 nm gemessen. Als Standard wurde Galacturonsédure (2.5 -
100 jig/ml) (MERCK) benutzt.

Da Kohlenhydrate durch Erhitzen mit H2SO4 ebenfalls eine pink/orange Farbung geben,

war es notwendig, jeweils einen Blindwert mitzumessen, bei dem Biphenyl-ol durch
0.5%ige NaOH-Ldsung ersetzt worden war.

2.3.3. Saulenchromatographie

Extrahierte, mit Metallen versetzte Exopolymere wurden zur chromatographischen Auf-
trennung auf eine Sephacryl-Saule (PHARMACIA), Durchmesser 1.6 cm, gegeben mit
einem Gelvolumen von 140 ml Sephacryl S-400HR (PHARMACIA) zur Auftrennung von
Molekulargewichten von 20.000 bis 80.000.000 Dalton. Die Eichung erfolgt mit
Dextranstandards (73.500 bis 2.000.000 Da)(SIGMA). Das aufgetragene Probenvolumen
betrug maximal 1.4 ml.

Eluiert wurde aufsteigend mit einer autoklavierten Losung von 0.15 mol/l NaCl und 0.01
mol/l Phosphatpuffer (Na2HP04/KH2P04) (pH 7) bei einer Durchlaufgeschwindigkeit

von 1 ml/min. Jeweils 3 ml Proben wurden gesammelt und auf Proteine und Koh-
lenhydrate analysiert.



2.3.4. Bestimmung der Metallspeziationen im Medium

Die vorliegenden Speziationen von Metall-lonen nach Zugabe von Metallsalzlésungen zum
"Marine Minimal Medium" wurden mit Hilfe des MacnQL-Programms4 (Miller 1993)
bestimmt. Die zu der Kalkulation chemischer Gleichgewichte notwendigen Informationen
beziuglich entsprechender Gleichgewichtskonstanten wurden aus Smith und Martell,
(1990) gewonnen.

Die Berechnung der lonenstarke erfolgte durch Multiplikation der einzelnen lonen der L6-
sung mit dem Quadrat der entsprechenden Ladungszahl, anschlie@Rende Summenbildung und
Division durch 2 (Andersson, et al. 1986).

2.3.5. Messung von Metallkonzentrationen mit Atom-Absorptions-
Spektrometrie

Metallkonzentrationen wurden mit der Graphitofentechnik bestimmt. Proben wurden mit
Hilfe einer Mikropipette in ein Graphitrohr dberfuhrt (ca 20 (il), dort getrocknet, dann
thermisch vorbehandelt, um Begleitsubstanzen so weit wie moglich abzutrennen, und an-
schlielend bei héheren Temperaturen (max. ca 3000 K) innerhalb von 1 bis 2 Sekunden
in einer Argon-Atmosphdare atomisisiert.

Die Genauigkeit der Methode liegt mit Dosiervolumina von 10 bis 50 |il im Bereich von
ng/ml bis ng/ml (Naumer 1990).

Die Messungen wurden mit einem PERKIN ELMER 4100 ZL durchgefihrt.

Legende der folgend aufaefiihrten Temperaturproaramme:

Step: MelRschritt

Temp: maximal in diesem Melschritt erreichte Temperatur

Ramp: Zeit (s) zum Hochfahren der Temperatur

Hold: Zeit (s), in der die maximale Temperatur konstant gehalten wird.
Gas Flow. Argon-Durchflu in ml/min

Read: Messung der Absorption

Das eingesetzte Volumen betrug immer 20 jx.

Die Kalibrierung erfolgte nach linearer Regression der Eichkurve.

4 Das Programm wurde aus dem ursprunglich in Basic geschriebenen MICROQL von John
Westall entwickelt (Westall 1980).



Es wurden folgende Temperaturprogramme benutzt:

Kupfer:

Step Temp Ramp Hold GasFlow  Read
1 110 1 20 250

2 130 5 50 250

3 750 15 20 250

4 1850 0 5 0

5 2400 1 2 250

Wellenldnge (Peak): 324.8 nm

Kadmium:

Step Temp Ramp Hold GasFlow  Read
1 110 5 30 250

2 130 15 50 250

3 200 10 20 250

4 1400 0 5 0

5 2400 1 2 250

Wellenlange (Peak): 228.8

Kobalt:

Step Temp Ramp Hold Gas Flow Read
1 110 1 20 250

2 130 15 50 250

3 1350 10 20 250

4 2400 0 5 0

5 2400 1 2 250

Wellenlange (Peak): 242.5 nm



2.3.6. Thymidin-Inkorporationsmethode

Die Thymidin-Inkorporationsmethode erfillt als Methode, bakterielle Replikationsraten
zu bestimmen, folgende Kriterien (Moriarty 1986):

1 Sie ist spezifisch fur heterotrophe Bakterien: Viele Organismen sind in der Lage, Thy-
midin aufzunehmen, aber erst durch das Enzym Thymidin-Kinase, das das Thymin-Des-
oxyribosenukleosid in das Thymidin-Monophosphat Uberfuhrt, wird der sofortige Einbau
in die DNA modglich. Da weder Cyanobakterien noch Algen oder Pilze die Kinase besitzen,
wird bei kurzzeitiger (30 min)-Inkubation nur die bakterielle Produktivitdt erfaf3t
(Moriarty 1986). In diesem Zeitraum findet auRerdem kein signifikanter Umbau von
Thymidin z.B. zu Uracil statt (Grossart und Simon 1993).

2. Thymidin-Inkorporation erfolgt auch bei hungernden Bakterien, da Replikationszyklen

auch bei Nahrstoffmangel initiiert werden (Méarden, et al. 1988).

3. Sie ist unabhéngig von "balanced growth"-Situationen, in denen die Mikroorganismen
Zellinhaltsstoffe (z. B. Proteine, RNA, DNA) in gleichem Verhéaltnis produzieren und die
Zellteilungsrate gleich bleibt (Campbell 1957); Da der Einbau von Thymidin in die DNA
fast auschlieBlich bei der Replikation erfolgt, und die DNA-Synthese einen Teilungszyklus
einleitet, ist die Inkorporationsrate auch unter unausgeglichenen Wachstumsbedingungen

ein Mal3 der Zellteilung.

Mit Hilfe der Tdr-Inkorporationsmethode sollte die DNA-Replikationsrate von Bakterien
bei Nahrstoffmangel unter aeroben und anaeroben Bedingungen in Gegenwart von Metallen
gemessen werden. Es wurden neben den unbehandelten Kontrollen jeweils vier
verschiedene Konzentrationen von Kupfersulfat, Kadmiumchlorid und Kobaltchlorid
eingesetzt: Endkonzentrationen lagen zwischen 50 ngl und 500 mg/l.

Die 2 Tage im Corg-freiem Medium inkubierten Zellen wurden einmal mit dem "Marine
Minimal Medium" ohne Glukose- und Tricin-Eisen-Losung gewaschen und anschlieend in
diesem Medium resuspendiert, so dal bei den Kulturen eine optische Dichte von ca. 0.2
erreicht wurde. Die Ansatze wurden mit jeweils 1 ml Probe bestlickt. Nach der Zugabe der
entsprechenden Metall- und, fir die Blindwerte, Formolzuséatze verstrich eine
"Einwirkungszeit" von 30 min bis zum Versetzen mit radioaktivem Thymidin.

Pro Ansatz wurden 20 ul einer 1:10 mit kaltem Thymidin verdinnten [Methyl-3H]-Tdr-
Lésung (Radioaktivitat: 1 mCi/ml, spezifische Aktivitat 83 Ci/mmol) in einer



Gesamtkonzentratton von 100 nmol Tdr/l zugegeben, um die de novo-Synthese zu hemmen
(Moriarty 1986). Das entsprach einer Zugabe von 2 jiCi/ml.

Durchgefuihrt wurden die Inkorporationsmessungen in sduregespulten Polypropylen-
bzw. Teflon-Réhrchen. Anaerobe Ansétze wurden mit Viton-Stopfen verschlossen und nach
der "Hungate-Technik" (Widdel 1980) mit Stickstoff begast.

Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 20 °C wurde die Reaktion durch Versetzen mit
100 jil 37%igem Formaldehyd (Endkonzentration: 4 %) gestoppt.

Durch 2 Waschvorgéange mit je 3 ml 4%igem Formol (Zentrifugation 15 min bei 3000 @)
wurde das nicht inkorporierte Thydmidin entfernt (Jirgens und Gide 1990).

Die Séaure-Base-Hydrolyse wurde modifiziert nach Findlay et al. (1984) durchgefihrt.
Der Zellaufschluf3 wurde durch die Zugabe von je 1 ml (0.3 N) NaOH-(25 mM) EDTA-
(0.1%) SDS-Losung und einer Inkubation von 12 h bei 25 °C erreicht.

Die anschlieBend in ein Eisbad Uberfiihrten Proben wurden mit 300 |il1N HCI, 1 mMO
%iger TCA wund 50 ng carrier-DNA versetzt. Nach 30 min, in denen die
DNA/Proteinfraktion ausfiel, wurde das Pellet durch Zentrifugation bei 30000 g, 20
min, -10 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit 5%iger TCA
gewaschen.

Um die DNA zu extrahieren, wurden die Pellets mit 1 ml 5%iger TCA versetzt und bei 95
°C 30 min extrahiert. Der Uberstand wurde nach Abzentrifugieren der proteindsen
Bestandteile bei 3000 g, 15 min, in Szintillations-R6hrchen (PACKARD) uberfuhrt, mit
Lumagel SB (BAKER) versetzt und im Flissigkeits-Szintillationszéhler (PACKARD 1900
CA Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer) gezahlt.

2.3.7. Umsatz von 14C-Glucose

Bei Messen des Umsatzes von 14C-markierten, leicht abbaubaren Zuckern dient die C-
Quelle als Energiequelle und wird zu CO2 umgesetzt (Mineralisierung) oder aber in die
Biomasse aufgenommen (Inkorporation, Assimilation). Das Verhéaltnis von
Mineralisierung zu Inkorporation ist u. a. abhéngig vom physiologischen Zustand der
Zellen (Reichardt und Morita 1982).

Nach Zugabe der radioaktiven Glukose (Spezifische Aktivitdt und Konzentration in den je-
weiligen Versuchen angegeben) zu einem Probenvolumen von 1 ml in Reagenzglasern aus
Glas oder Polypropylen wurden sie mit Septumstopfen verschlossen und 45 min bei 20 °C
inkubiert. Die Stopfen waren mit einem Ko&rbchen verbunden, in dem sich ein
Filterpapier befand, das nach Ablauf der Inkubationszeit durch ein Septum mit 150 «
Ethanolamin oder Phenylathylamin versetzt wurde. Durch mdglichst gleichzeitiges
Ansauern der Probenlésung mit H2SO4 auf einen pH von 2 wurde zum einen die Reaktion



gestoppt, zum anderen geldste Carbonate als CO2 aus der Lésung ausgetrieben und im
Adsorbens-getrdnkten Papier des Kdérbchens gebunden.

Mindestens eine Stunde nach Ansduerung, wahrend der die Proben mehrfach stark
geschiuttelt worden waren, wurden die Filterpapiere mit Lumagel im Szintillationszahler
gemessen. Die Anteile des nicht umgesetzten bzw. inkorporierten Glukoseanteils konnten
durch Zentrifugation der Proben und Messung der Radioaktivitat im Uberstand bzw. in den

in Milli-Q resuspendierten Pellets bestimmt werden.

2.3.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit Probenpuffer aus SDS (2%),
2-Mercaptoethanol (5%) und Harnstoff (8M) in 0.0625 M Tris-HCI (pH 6.8) versetzt,
3 min gekocht und anschlieRend bei 15000 g 5 min lang abzentrifugiert, anschlie3end
direkt aufgetragen oder bei -80 °C eingefroren. Harnstoff zusammen mit SDS im
Probenpuffer verhindert die Aggregation und Prezipitation von Proteinen. Grolie Mengen
an Harnstoff haben aber den Nachteil, da durch chemische Isomerisation Cyanat-lonen
angehauft werden, die mit Aminosduren Carbamylate bilden und damit die Ladung der
Proteine veréndern (Harnes 1990). Um das zu verhindern, wurde der Probenpuffer

jeweils frisch angesetzt.

Zur Auftrennung der extrazellularen Proteine wurde eine eindimensionale,
diskontinuierliche SDS-Gradientengel-Polyacrylamid-Elektrophorese und das
diskontinuierliche Puffer-System nach Laemmli (1970) verwendet (Anhang).

In Gegenwart von Natrium-Dodecyl-Sulfat dissoziieren die Proteine in ihre
Untereinheiten, und gleichzeitig wird durch Umlagerung der positiven Gruppen durch
SDS-Molekiile das gesamte Protein negativ geladen, so dafld die Auftrennung im Gel nur
nach dem Molekulargewicht erfolgt. Die Anwendung eines Gradientengels, in dem mit dem
Migrationsweg der Molekile der Polyacrylamid-Anteil im Gel zunimmt (und damit die
PorengréRe abnimmt), ermdglicht die Auftrennung Uber einen wesentlich erweiterten
Molekulargewichtsbereich und fiuhrt gleichzeitig zu einer verstarkten Bandenscharfe.
Damit ist dessen Einsatz insbesondere bei Undefinierten und variablen Proteinproben, wie
sie bei den Experimenten anfielen, von Vorteil. Die Polymerisation eines grobporigen
Sammelgels mit pH 6.8 Uuber dem Trenngel fiuhrt durch unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeiten zweier Pufferkomponenten zur Ausbildung eines konstant
wandernden, schmalen Feldes hoher Spannung, in dem die Proteine konzentriert werden

und als scharfe Banden in das Trenngel eintreten (Harnes 1990).



Die Gelelektrophoresen wurden durchgefihrt mit einer vertikalen Gelelektrophorese-
Einheit (SE 600, HOEFER) bei einer konstanten Temperatur von 19 °C. Zur Auftrennung
wurden 14 cm x 12 cm x 0.15 cm groBe Polyacrylamid-Gele mit vorgelagertem
Sammelgel bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA, bzw. bei einem Lauf mit 2 Gelen
von 60 mA, eingesetzt. Es wurde generell mit einem 5-20%igem Gradientengel
(Anhang) gearbeitet, das mit Hilfe eines Gradienten-Mischers (SG-200, HOEFER)

gegossen wurde.

2.3.9. Polychromatische Silberfarbung

Silberfarbungen von Proteinen zeichnen sich durch hohe Empfindlichkeit aus: Es kénnen
Proteinkonzentrationen von weniger als 1 ng/mm2 nachgewiesen werden (Switzer, et al.
1979). Die polychromatische Silberfarbung hat zudem den Vorteil, dall die
Unterscheidung und Zuordnung von Banden erleichtert wird, da z. B. Lipoproteine anders
angefarbt werden als Glykoproteine (Goldman, et al. 1980).

Der genaue Mechanismus der Silberfarbung ist noch nicht genau bekannt (Harnes 1990),
er basiert jedoch auf der Reduktion von Silbernitrat zu metallischem Silber durch die
Proteine. Dabei scheint basischen und Schwefel-enthaltenden Aminosduren eine besondere
Rolle zuzukommen (Merril 1986).

Die Fixierung des Gels erfolgte Uber Nacht im Fixierbad (Vol. Gel:Fixierer=1:5.5) aus 50
% Ethanol und 5 % Essigsaure in Wasser. Nach dreimaligem einstiindigen Waschen in
Milli-Q wurde das Gel zur Farbung in 0.19 %ige Silbernitratlosung (Vol. Gel:
Farblésung=1:3) Uberfuhrt. AnschlieRend wurde es fir wenige Sekunden in Milli-Q
gewaschen und dann zur reduzierenden Losung aus 30 g/l NaOH (Verhaltnis Gelvol.:Lésung
von 1:5.5) gegeben. Diese war unmittelbar vor Gebrauch mit 7.5 ml Formalin versetzt
worden. Je nach gewinschtem Entwicklungsgrad, jedoch nach maximal 10 min, wurde die
Natronlauge durch eine 0.7 %ige Na2CO03-Losung im gleichen Verhaltnis ersetzt. Nach
insgesamt 3 Waschgangen (zweimal eine Stunde und zum Schluf3 Gber Nacht) war das Gel
ausgefarbt und wurde mit einem Diapositivfilm (Agfa-EXCL CT 100) abfotographiert.



2.3.10. Bestimmung extrazellularer Enzymaktivitaten

2.3.10.1. Bestimmung der extrazellularen Protease-Aktivitat mit "Hide Powder
Azure" (HPA; SIGMA)

HPA ist eine in wassrigem Milieu unldsliche Verbindung (Albertson, et al. 1990)
zwischen einem Farbstoff und einem Protease-Substrat. Es dient zum Nachweis von
Skleroproteasen, die in der Lage sind, die den Abbau partikularen Proteins katalysieren.
Der Nachweis erfolgte photometrisch durch Messung der Absorption l6slicher Hydrolyse-
Produkte bei 595 nm.

Die vorgelegte Substratkonzentration betrug 1 mg/ml.

2.3.10.2. Bestimmung der extrazellularen enzymatischen Aktivitdt mit RBV-/RBB-
Substraten

Als Proteinase-Aktivitdat wurde der Abbau von Gelatin-Remazol Brilliant Blue (LOEWE)
erfat. Um auf Chitinase-Aktivitdt zu prifen, wurde Carboxymethylchitin-Remazol
Brilliant Blue (LOEWE) eingesetzt. Zur quantitativen Bestimmung wurden zu MOPS-
gepufferter Probe die jeweilige Substrat-Lésung im Verhéltnis 3:1 gegeben. Innerhalb
von 2 Stunden wurden 4 Proben entnommen, die jeweils mit 2N HCI-Lésung auf einen pH
unter 3.0 eingestellt wurden. Dadurch wurde die Reaktion gestoppt und das nicht
abgebaute Substrat ausgefallt. Nach 10 min Kuhlung der Proben auf Eis wurden die
Proben und jeweils ein Blindwert bei 10000 g 5 min lang abzentrifugiert und bei 550
nm (CM-Chintin-RBV) bzw. 600 nm (Gelatin-RBB) photometrisch gemessen (Anleitung
der Firma Loewe Biochemica GmbH zu den vertriebenen farbstoffmarkierten
Enzymsubstraten).

Vollstandige Spaltung des Substrats wurde erreicht durch Zugabe von 10N NaOH-L&ésung

zur Substratlésung.

2.3.10.3. Bestimmung extrazellularer Esterase-Aktivitaten

Zur Erfassung unspezifischer Esterase-Aktivitat wurde eine 5 mM Loésung von pNP-
Acetat in 0.2 M Tris-HCI-Puffer (pH 7) angesetzt. Zur Inkubation bei 20 °C wurden
Probe und Substratlésung im Verhaltnis 1:1 versetzt und im Zeitraum von 2 Stunden
mehrmals die Extinktion bei 410 nm bestimmt.

Vollstdndige Spaltung des Enzymsubstrats zur Bestimmung des Umrechnungsfaktors von

Extinktion auf Abbauleistung wurde durch Zugabe einer 10N NaOH-L3sung erreicht.



2.3.10.4. Test auf hamolytische Aktivitat

Zum qualitativen Test auf hamolytische Aktivitat wurden 48 Stunden unter limitierten
Substratbedingungen aerob und anaerob inkubierte FL2-Kulturen bei 25000 g
abzentrifugiert und auf Blutplatten Ubertragen. Nach 1-2 tégiger Inkubation bei 28 °C

wurden die Platten auf Entfarbung durch Hamolysine tberprift.

2.3.11. Messung der Hydrophobizitdt von Zellen und Exopolymeren

In der Literatur sind viele Methoden diskutiert worden, um den "Grad der hydrophoben
Abstof3ung” (=Hydrophobizitat) von Wassermolekilen durch Oberflachen oder Molekile
zu messen. Dillon et al. (1986) verglichen die Aussagekraft von verschiedenen Methoden,
die Hydrophobizitat von Zelloberflachen zu bestimmen, wie z.B. BATH (bacterial adhesion
to hydrocarbons), Salz-Aggregation (SAT), und HIC (Hydrophobie interaction
chromatography). Da SAT und HIC-Analysen haufig widerspriuchliche Ergebnisse brachten
(Dillon, et al. 1986), wurde hier die Hydrophobizitdt der Zellen tber die Messung der
bakteriellen Adhasion an Kohlenwasserstoffe (BATH) (Rosenberg, et al. 1980) bestimmt.

Die Zellen wurden bei geringer Umdrehung abzentrifugiert (2000 g, 15 min), in PHM
(Phosphate/Hamstoff/Magnesium)-Puffer ( 22.2 g K2HPO4 * 3 H20, 7.26 g NaH2 P04,
1.8 g Harnstoff und 0.2 g MgS04 * 7 H20O, pH 7.1) resuspendiert und auf eine optische
Dichte von ODsoo= 0.3 eingestellt.

Je 1.2 ml wurden mit 0.2 ml n-Hexadekan, n-Octan und p-Xylen Uberschichtet.

Wahrend der néchsten 10 min wurden die Proben mehrmals kréftig geschiuttelt, an-
schlieBend 15 min stehen gelassen. Die wassrige Phase wurde abgenommen und die
Abnahme der optischen Dichte in Prozent bestimmt.



3. Ergebnisse

3.1. Methodische Untersuchungen

3.1.1. Exopolymeranalyse:

Wéahrend Kapseln fur die Oberflacheneigenschaften der einzelnen Zelle verantwortlich
sind, haben Bakterien durch Schleime eine Mdglichkeit, sich ihr eigenes Mikroklima zu
schaffen. Die biochemische Zusammensetzung von "Kapseln" und "Schleimen” kann, muf3
aber nicht gleich sein, so dal3 eine chemische Unterscheidung Uber die Extraktionsmethode
definiert ist (Whitfield 1988). Die mit der Zellwand fest assoziierten Kapseln kdnnen
nur durch eine Kombination physikalischer Methoden (z.B. Ultraschallbehandlung,
kochen, hochtouriges Zentrifugieren) abgetrennt werden (Gehr und Henry 1983),
wahrend flur die Separation des von Kulturen ins Medium exkretierten Schleimes als beste
Mdglichkeit das hochtourige Abzentrifugieren angeben (Brown und Lester 1980).

Die schleimbildenden extrazellularen Polymere und ihre Bedeutung fir die Mikroben
stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit, so dall auf die Kapselpolysaccharide nicht weiter
eingegangen werden wird.

Zur Abtrennung des Schleims von den Zellen sind etwa 10000 g notwendig
(Sutherland und Wilkinson 1971). Aufgrund der durch hohe Schleimkonzentrationen
moglicherweise erhdhten Viskositdit des Mediums werden héaufig hohere
Zentrifugationsgeschwindigkeiten und eine langere Zentrifugationsdauer angewendet
(Decho und Lopez 1993, Harwood-Sears und Gordon 1990, Ross, et al. 1991,
Wachenheim und Patterson 1992). Fur die untersuchten Kulturen erwies sich eine
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 25000g als ausreichend, um alle Zellen zu
pelletieren (3.1.4.). Eine Verunreinigung des Uberstandes mit intrazellularen Sub-
stanzen durch Zellzerstérung wurde mit Hilfe eines Tests auf Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase, der negativ ausfiel, ausgeschlossen.

Um Exopolymere aus dem Uberstand zu extrahieren, wurden die Polymere mit Aceton oder
Ammoniumsulfat ausgeféallt. Bei einem Vergleich zeigte sich quantitativ eine doppelt so
hohe Effektivitat der Acetonféllung, so dafl} nur fur die qualitativen Bestimmungen auf die
schonendere Aussalzung zurtickgegriffen wurde.

Fur die Dialyse wurden Membranen mit einem Porendurchmesser von 12000 Dalton

verwendet, so dall nur héhermolekulare Polypeptide und Polysaccaride erfal3t wurden.



Bei den im folgenden diskutierten Exopolymeren handelt es sich also um die Aceton-
fallbare Fraktion der ins Medium exkretierten Polymere. Dabei muf3 erwdhnt werden,
dall Neu und Poralla (1988), sowie Christensen et al. (1985) Polysaccharide mit stark
hydrophoben Eigenschaften entdeckten, die in wassrigen Phenol-, Methanol- und Ethanol-
Lésungen l6slich waren. Derartige Bestandteile hatten jedoch durch das Aussalzen erfaf3t
werden muissen, so dafl mit erhdhten Konzentrationen an Makromolekilen im
Aceton/Wasser-Oberstand nicht gerechnet werden mul3.

Um Verluste zu weit wie méglich zu vermeiden, wurde auf eine Reinigung der Polymere
und Trennung von Exopolysacchariden und Proteinen verzichtet. Platt und Geesey (1985)
hatten beim Versuch, Proteine mit verschiedenen Methoden von den Exopolysacchariden
abzutrennen, Verluste in der EPS-Fraktion zwischen 13 und 55% zu verzeichnen. Daraus
folgern sie, da’ beide biochemischen Komponenten eng miteinander verbunden sind. Eine
gegenseitige Beeinflussung ist auch in funktioneller Hinsicht wahrscheinlich, so dal3 bei
allen auf die Charakterisierung ausgerichteten Versuche die rdumliche Struktur so wenig
wie moglich verandert werden sollte.

Um Acetonbestandteile, Salze und Phosphate vom Pellet zu trennen, wurde daher nur ein
Dialyseschritt eingeschoben.

Es zeigte sich, dalR eine Lyophilisierung ungeeignet war zur schonenden Aufbewahrung der
Exopolymere. Eine Loésung der gefriergetrockneten Exopolymere im Wasser war erst ab
einem pH von 4 moglich, so daf3 ein Einfrieren bei -80 °C vorgezogen wurde.

3.1.2. Berechnung von Metailspeziationen in Bakterienkulturen
mit Hilfe des MacjiQL-Programms

Das Computerprogramm MacfxQL wurde zur Berechnung der Metailspeziationen von
Kupfer, Kadmium und Kobalt in der "Nine salt solution", versetzt mit Phosphatpuffer
(1.32 mM) und Ammoniumchlorid (9.52 mM) benutzt. Das Programm berechnet aus
Gleichgewichtskonstanten fur die Bildung anorganischer Komplexe die Konzentration
einzelner Speziationen. Folgende Einschrankungen sind bei der Betrachtung der
Ergebnisse zu beriicksichtigen:

1. Nicht fur alle Komplexe stehen Angaben der Gleichgewichtskonstanten zur Verfligung,
so daf’ das Fehlen wichtiger Komplexierungen nicht ausgeschlossen werden kann.

2. Die Gleichgewichtskonstanten waren nicht immer bezogen auf die in den Versuchen
verwendeten lonenstarke (lonenstarke NSS « 0.2). Aus der Auflistung von Smith und
Martell (1990) wurden diejenigen ausgewahlt, die auf einen moglichst dhnlichen Wert
Bezug nahmen. Es kam aus diesem Grunde zu Ungenauigkeiten in der Berechnung der

exakten Konzentration, wobei die Differenzen in den Gleichgewichtskonstanten



aufgrund unterschiedlicher lonenstarken in der Liste von Smith und Martell selten
gréRer als eine Einheit sind.

3. Versuchsbedingte Adsorptionserscheinungen wurden nicht bericksichtigt. Das
MacnQL-Programm besitzt die Fahigkeit, die Adsorption an Grenzflachen und
elektrostatische Interaktionen zu berechnen. Da es sich aber um belebte Systeme
handelte, in denen die Oberflachen von verschiedenen, in ihrer Ladung nicht
definierten Molekilen bedeckt waren und somit die Anzahl der aktiven
Oberflachenplatze in mol/g nicht angegeben werden konnte, kam diese Funktion hier
nicht zur Anwendung.

Auch Angaben fir Gleichgewichtskonstante von Metallen mit dem Puffer MOPS waren
nicht vorhanden, so dal3 hier ein zusatzlicher Unsicherheitsfaktor besteht.

Aus diesen Grinden wurde das Macn.QL-Programm zwar angewendet, jedoch unterliegen
die Ergebnisse den genannten Einschrdnkungen: Die erhaltenen Werte fiur die
Metallspeziation beziehen sich auf eine Situation ohne den EinfluR polymerer, biogener
Substanzen, besitzen also nur Tendenz-Charakter. Aus diesem Grunde wurde bei der
Darstellung der Ergebnisse nicht auf die errechnete Konzentration freier lonen Bezug
genommen, sondern die bekannten Gesamtkonzentrationen angegeben. Der Effekt der Kom-

plexbildung wird im Rahmen der Diskussion diskutiert werden.

3.1.3. Eignung des Mediums

Vor Beginn der unter Corgfreien Bedingungen durchgefihrten Versuche mufite sicherge-
stellt werden, da3 nur die zugesetzten Lésungen (P bis G) die jeweiligen Nahrstoffe
lieferten: NH4CIl als anorganische Stickstoffquelle, K2ZHPO4 als Phosphatquelle, Na2S04
als Schwefel-Lieferant und Glukose als C-Quelle. Um ausschlieBen zu kénnen, dall MOPS
(C7TH15N04S) bzw. Tricin {C6H13NO5) von den Organismen als N&hrstoffe genutzt
werden konnten, wurden folgende Medien mit einer logarithmisch wachsenden Kultur

versetzt, und das Wachstum Uuber die optische Dichte verfolgt (Abb.1):



Limitierungsversuche

optische Dichte
bei 500 nm

Zeit [H]

« Kontrolle; ~ Sulfatf O Ammonium; A Ammonium und Tricin;
o Tricin; «Qukose

Abb. 1. Versuch zur Verwertbarkeit von Tricin und MOPS-Puffer unter
Nahrstoffmangel-Bedingungen. Dargestellt ist der Verlauf der optischen Dichte bei
500 nm nach Animpfung von "Marine Minimal Media" mit einer logarithmisch
wachsenden Kultur. In den verschiedenen Ansatzen war im Medium jeweils die
Konzentration einer N&hrldsung verringert (Die Kurven der Kontrolle (9 ) und

des Ansatzes mit verringerter Tricin-Konzentration (O) liegen direkt
Ubereinander)

Es zeigte sich, dall der MOPS-Puffer als Sulfat-Quelle von den Bakterien genutzt werden
konnte. Sulfatlimitierungsversuche mit dem Bakterium FL2 sind somit mit diesem
Medium nicht moglich. Eine Verwertung von Tricin dagegen war nicht festzustellen.

Ein Versuch, MOPS durch Boratpuffer zu ersetzen, zeigte eine unzureichende
Pufferwirkung des Borats und eine Wachstumshemmung ab 20 mM.



3.1.4. Abtrennung der EP aus Zellsuspensionen

Nach Brown und Lester (1980) ist die beste Methode zur Abtrennung von EPS von
Kulturen eine Hochgeschwindigkeitszentrifugation bei 33000 g, 10 min, 4 °C . Fir die
Vibriokultur wurde dies uberpruft, um die héchste Zentrifugationsgeschwindigkeit zu
finden, bei der noch keine Schadigung der Zellen und damit Freisetzung der
Zellinhaltsstoffe auftrat. Es wurden bei verschiedenen Zentrifugationsstufen Proteine in
Uberstand und Pellet gemessen, sowie die Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehy-

drogenase, eines membrangebundenen Enzyms, und die Anzahl von Bakterien im Uberstand

untersucht.

Zentrifugations- Proteingehalt
Tab. 2 geschwindigkeit fgl im Pellet fug|
Effektivitdt verschiedener Zen- 2000 171 = 33

trifugationsgeschwindigkeiten fir
die Peiietierung von FL2-Zellen 2700 405 = 11
aus dem “"Marine Minimal Medium"  3g0q 394 + 02
(Zentrifugationsdauer 20 min.)

6000 39.0 + O
10600 422 + 38
40000 33.7 + 0.6

Die hochsten Proteingehalte im Pellet wurden durch eine Zentrifugationsgeschwindigkeit
von 10600 g erzielt (Tab. 2). Bei 40 000 g verringerte sich der Proteingehalt im
Pellet, was auf Zellzerstorung hindeutet. Um einen Kompromif3 zwischen mdglichst
umfangreicher Peiietierung und minimaler Zellzerstérung zu erreichen, wurden nach
Zentrifugationen zwischen 10600 und 40000 g die Uberstande auf Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Aktivitdt getestet. Bei 25000 g erfolgte eine umfangreiche Peiietierung,
ohne dal} eine Zellzerstérung nachgewiesen werden konnte, weshalb diese Geschwindigkeit

zur Abtrennung der Polymere gewdhlt wurde.

3.1.5. Zellulare Proteinkonzentrationen bei unterschiedlich
langen Inkubationen unter Substrat-Mangelbedingungen

Die Proteingehalte von Zellen &ndern sich bei Inkubation in an COrg-verringertem
Medium (Heise 1990). Um die Zellzahl einer Kultur durch die Proteinbestimmung der

Zellen zu ermitteln, wurde eine Eichung vorgenommen, in deren Rahmen die Zeitzahlen



fir gemessene Zellproteinwerte unter aeroben und anaeroben Bedingungen fiur die
Hungerzeitraume 1, 25 und 76 Stunden bestimmt wurden.

Die Proteinwerte pro Zelldichte waren zu Beginn der Inkubation am hdchsten mit 1.245
(aerob) bzw. 2.4 (anaerob) pg/Zelle (Abb. 2). Starke Verdnderungen traten innerhalb
der ersten 25 Stunden auf, anschlieRend blieben die Zellprotein-Werte unabh&ngig von
der Sauerstoffverfiigbarkeit unterhalb von 1pg/Zelle.

Protein /Zelldichte El  aerobe Inkubation

[pg/Zelle] m  anaerobe Inkubation
2-5-,
2.
1.5-
5
1-
1
0.5-
1
0A T i
1h 25 h 76 h

Inkubationszeitraum [h]

Abb. 2: Veranderung der zellularen Proteine in pg/Zelle bei unterschiedlich langer

Inkubation von FL2-Kulturen in an Corg-verringertem Medium (3M/G) unter
aeroben bzw. anaeroben Bedingungen.



Schemazeichnung A

C aerobe Probennahme: 0: 0.5:1:1.5:2:3: 7.5:10:24 und 50 Stunden )
( anaerobe Probennahme: 0; 1; 2; 3; 7,5; 10; 24, 32; 52 und 76 Stunden)

in 3 Parallelen:

1.5 ml
-0 C 1,5 ml: AODC + 150 M Formol
g ml Zentrifugation aberstand — 8 ml fiir EP-Ausfallung
25000g, 30 min, 4 °C
Probennahmen
nach:
0;
8; abnehmen und versetzet
26 Stunden 3*14 ml mijt cu_(cd_(Co-Salz

(Endkonz.: 5 mg/l)

24 h
inkubieren

——————— 1 ml + 150 #l Formol fir AODC

2*6,5 ml zentrifugieren
(25000g, 30 min, 4 °C)

Actonféllung,

Uberstand —  Dialyse,
Einfrieren

Exopoly
mere

— AAS

Abb. 3: Zusammenfassendes Schema der Versuche zur Analyse von Exopolymeren des
Bakteriums FL2.



3.2. Die Produktion von extrazellularen Polymeren

Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der extrazellularen Polymere im
Hinblick auf Polysaccharide und Proteine wurde untersucht, um Veranderungen in
Abhé&angigkeit von Wachstumsbedingungen wie N&hrstoffangebot und

Sauerstoffverfigbarkeit zu erfassen.

3.2.1. EP-Produktion bei Entzug der Corg-Quelle

Um zu klaren, ob sich die Exopolymersekretion in Abhangigkeit der angebotenen
Substratkonzentration und der Dauer des Nahrstoffmangels qualitativ und quantitativ
verandert, sollten die in einer wachsenden und einer hungernden Kultur produzierten

Exopolymere beziglich ihrer Komponenten untersucht werden.

3.2.1.1. Zusammensetzung der Exopolymere

Zusammensetzung bei wachsenden Kulturen (Abb. 4)
Die chemische Analyse der extrahierten Exopolymere im nahrstoffreichen 3M-Medium
wahrend eines aeroben Wachstumszyklus' von FI2 zeigte eine maximale Konzentration von
73 ng Polysaccharide pro ml in der spat-logarithmischen Phase. Einem steilen Anstieg
wahrend des Wachstums folgte beim Ubergang in die stationire Phase eine Verringerung
der EPS auf 2 (ig/ml innerhalb von 75 Stunden. Danach stiegen die Konzentrationen
sowohl an Kohlenhydraten als auch an extrazelluldren Proteinen an. Die Proteine

erreichten dabei ihre wahrend des bisherigen Zyklus' héchsten Werte von 14 ng/ml.



Konzentration optische Dichte

Inkubationszeit [h]

Abb. 4: Konzentration von Exopolymer-gebundenen Kohlenhydraten

(-O -~) und Proteinen ( # ) wahrend unterschiedlicher
Wachstumsphasen von Vibrio anauillarum.

Zusammensetzung in Hungerkulturen (Abb. 5)
Die Kulturen wurden wahrend der Wachstumsphase (ODsoo= 0.3) abzentrifugiert, in
NSS resuspendiert und zu gleichen Teilen auf drei 1 I-Erlenmeyerkolbenl aufgeteilt, die
mit 400 ml Hungermedium (3M ohne Glukose) bestiickt waren. Es ergab sich eine OD500
von etwa 0.14. Der Versuchszeitraum betrug 50 Stunden.
Probennahmen erfolgten nach 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 8, 10, 24 und 50 h.
Pro Probennahme wurde aus jedem Kolben einmal 8 ml abgenommen, die bei 25000 g, 4
°C, 30 Minuten lang zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurden die Exopolymere durch
Acetonfallung extrahiert und dialysiert. Parallel dazu wurde bei jeder Probennahme die
optische Dichte gemessen.1.5 ml Kultursuspension wurden abgenommen zur
Direktzahlung und Bestimmung der Biomasse.
Die Protein- Uronsaure und Kohlenhydratgehalte in den Exopolymeren wurden
biochemisch bestimmt. Da die Titer der Ansétze nicht genau gleich waren, wurden die

Daten auf die Zellzahl pro ml bezogen.

Imit Sdure gewaschen, anschlielend mit MQ gespult
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Abb. 5: Verlauf der Konzentration der EP-Komponenten pro Zeitzahl im
aeroben Hunger-Medium, gemessen als pg/Zelle



Alle nachgewiesenen Komponenten der Exopolymere zeigten nach anfénglich starken
Schwankungen einen Anstieg mit steigender Hungerzeit. Diese Tendenz war in allen
Anséatzen zu erkennen (Abb. 5): Unter aeroben Bedingungen stiegen sowohl die in der
Zellzahl-bezogenen Exopolymerfraktion bestimmten Proteingehalte, als auch die
Kohlenhydrat- und Uronsauregehalte nach 10 bis 24 Stunden an.

3.2.2. Einflul von Anaerobiose auf die EP-Produktion unter Corg-
mangel

Da die Diffusivitat von Sauerstoff in Exopolymeren herabgesetzt ist und die Umstellung
auf Anaerobiose ebenfalls Verdnderungen des bakteriellen Metabolismus nach sich zieht,
wurde untersucht, ob anaerobe Verhaltnisse die Bildung der Exopolymere in Abh&ngigkeit

von der Expositionszeit beeinflussen.

3.2.2.1. Zusammensetzung der Polymere (Abb. 6)

Der gleiche Versuch, wie unter 3.2.1.1. beschrieben, wurde unter Sauerstoff-limitierten
Bedingungen durchgefiihrt. Eine anaerob gewachsene Kultur wurde abzentrifugiert und die
Zellen in drei Ansadtze mit reduziertem, C-freiem Medium dberfihrt (OD500 von etwa
0.14). Der Versuchszeitraum betrug 76 Stunden, wéhrend dem 10 Mal beprobt wurde
(siehe Schemazeichnung A)

Nach Extraktion der Exopolymere aus je 8 ml der hungernden Kultur wurden diese
dialysiert und Proteine und Kohlenhydratwerte bestimmt. Dabei zeigte sich ein Anstieg
der Kohlenhydrat- und Proteinwerte mit zunehmender Hungerzeit (Abb. 6), beginnend
nach 8 Stunden. Nach 24 Stunden Uuberstieg der Proteingehalt in den Exopolymeren die
noch sinkende Kohlenhydratfraktion, die erst nach 76 Stunden wieder den dominierenden

Anteil an den Exopolymeren bildete.
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Abb.6: Verlauf der Konzentration der EP-Komponenten pro Zellzahl im
anaeroben Medium, gemessen als pg/Zelle

3.2.3. Vergleich der Exopolymerausscheidung bei aerober und
anaerober Inkubation

3.2.3.1. Vergleich der Zusammensetzung (Abb. 7, 8)
Im Vergleich zeigten sich Unterschiede in der Produktion sowohl im zeitlichen Ablauf als
auch im relativen Verhaltnis der Komponenten zueinander. Der Anstieg des Proteingehalts

im aeroben Ansatz blieb deutlich unter dem im anaeroben, die Kohlenhydrate bildeten
durchgehend die grofdte Fraktion im Exopolymer (Abb. 7).



Im reduzierten Milieu dagegen UUberstiegen die EP-Proteinwerte die EP-
Kohlenhydratkonzentrationen im Zeitraum von 24 bis 52 Stunden. Der EP-
Kohlenhydratanstieg erfolgte hier erst nach 32 Stunden des Hungerns. Die nach 52
Stunden in beiden Anséatzen erreichten Konzentrationswerte pro Zellzahl lagen alle im
Konzentrationsbereich von 0.01 bis 0.05 pg/Zelle.
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Abb. 7: Zellzahl-bezogene mittlere Gehalte der Komponenten an den
Exopolymeren bei aerober und anaerober Inkubation von FL2
unter COrg-freien Bedingungen
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Abb.8: Quotienten aus Polysaccharid- und Proteingehalten (gemessen
als fig) in den Exopolymeren in Abhéngigkeit von der Inkuba-
tionszeit unter aeroben bzw. anaeroben Hungerbedingungen

Die Verhaltnisse der gemessenen Kohlenhydrat- und Protein-Massen in den
Exopolymeren fielen im aeroben Ansatz nach einem Wert von 11 bis 12 nach 10 Stunden
Hungerzeit auf ca. 2 am Ende der Inkubationsphase ab. Anaerobe Bedingungen fuhrten ab
7.5 Stunden des Hungerns zu einem fiur den Versuchszeitraum fast konstanten Verhaltnis
von 0.1 bis 2 bei einem leichten Anstieg nach 76 Stunden (Abb. 8)



3.2.3.2. Extrazellulare Enzymaktivitdten (Tab.3)
Ein Enzymspektrum von 170 Stunden lang gehungerten Kulturen wurde ermittelt und die

Frage untersucht, ob es sich in Abhéngigkeit vom verfigbaren Sauerstoff anderte.

Esterasen, Proteasen, Chitinasen:
Extrazellulare Enzymaktivitdten wurden in aeroben und anaeroben Corg-freien Ansatzen
gemessen. Esterase-Aktivitdat, gemessen als Spaltung des pNP-Acetats, betrug im aeroben
Ansatz 22.4 nmol h'ImlI'l, im anaeroben nur 8.9 nmol Ir1ml'l. Der Abbau von RBB-
Gelatin als Indikator fiir Proteinase-Aktivitat zeigte ebenfalls hdhere Werte bei aerober
Inkubation im Vergleich zu anaerober: 172 (ig h"1ml'l bzw. 106 ug Ir1mI'l. Die Chi-
tinase-Aktivitat dagegen war mit 29 |xg h'lmI'l bei Ausschlu? von Sauerstoff mehr als

doppelt so hoch wie in der belifteten Kultur (13.06 |ig h'lm]l'l).

Tab. 3: Extrazellulare Enzymaktivititen von Esterasen, Proteinase und Chitinasen,
gemessen als Umsetzungsrate der Substrate in Ansatzen von FL2, die 170
Stunden lang unter aeroben und anaeroben Bedingungen in Substrat-freiem
Medium inkubiert worden waren.

Inkubationsart pNP-Acetat RBB-Gelatine RBV-Chitin
fnrmolh'lmli'11 iua h'lml'1l1 iua h'iml'1l1

aerob 22.4 172.0 13.1

anaerob 8.9 106.6 29.7

Hamolytische Aktivitat:
Hamolytische Aktivitat konnte durch Ubertragen von Uberstianden nach Zentrifugation bei
25000g auf Blutplatten sowohl nach aerober als auch nach anaerober 48stundiger
Inkubation von FL2 in Corg-fre*em Medium nachgewiesen werden. Die Hamolyse-

Erscheinungen unter anaeroben Bedingungen waren dabei weniger stark ausgepragt.

3.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.2.
Die Zusammensetzung der Exopolymere aus Polysacchariden und Proteinen verénderte
sich sowohl in Abhéngigkeit der N&hrstoffkonzentration als auch in Abhéngigkeit vom

Redoxpotential: Exponentiell wachsende Zellen sekretierten hauptsachlich



Polysaccharide, wéahrend bei Einsetzen des Né&hrstoffmangels der Massenanteil an
Proteinen generell zunahm (Abb. 4).

e Der Anstieg des Proteinanteils war unter anaeroben Bedingungen am grofRten,
zeitweise bildeten Proteine die grof3te Fraktion der Exopolymere (Abb. 7, 8).

 Als Bestandteile der EP-Proteine bei Nahrstoffmangel lieRen sich Esterasen,
Proteasen, Chitinasen und hamolytische Enzyme nachweisen, wobei nur die

Konzentration von Chitinasen unter anaeroben Bedingungen erhéht war.

3.3. EinfluR von Schwermetallen

Es wurde untersucht, welche Wirkung spontane Schwermetall-Exposition unter unter-
schiedlichen Bedingungen auf den bakteriellen Metabolismus hatten und ob ein
Zusammenhang zwischen auftretenden Effekten und der jeweiligen Exopolymer-Schicht
bestanden.

Weitergehend wurde die Hypothese Uberprift, ob es bei langerer Inkubation mit erhéhten

Schwermetallgehalten zur Optimierung des Schutzeffektes durch Induktion bestimmter

EP-Komponenten kame.

3.3.1. Bestimmung der Konzentration von Metallspezies im
"Marine Minimal Medium"

Bei der Berechnung der Metallspeziationen im Medium mufte bertcksichtigt werden, daf3
bei den Ansatzen folgende Unterschiede beziglich des CO02-Austausches mit dem
gasformigem CO2 bestanden:

a) aerobe Ansatze: Es erfolgte ein Austausch mit dem C02-Gehalt der Luft.
b) anaerobe Ansétze, mit Stickstoff begast. Hier war mit einer Diffusion von CO2 aus dem
Medium in die Gasphase bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes zu rechnen,

wodurch es zu einer Verringerung der "totalen Carbonat-Konzentration” im Medium
kéame.

Bei einem Uber dem Medium stehenden N2-Volumen von 500 ml, das maximal nach
Beprobung der Ansatze erreicht wurde, 148t sich abschatzen, daf? 7.37 x 106 Mol CO2 aus
dem Medium in die Gasphase diffundierten, um einen atmosphéarischen Anteil von 0.033 %
zu erreichen. Dieser Wert entsprach einer Verringerung der totalen [CO32*]-
Konzentration von ca. 1 % (7.37 nmol im Vergleich zu ca 500 jimol in 500 ml Medium).

Damit liegt dieser Wert innerhalb der Abwiegeungenauigkeit des NaHCC>3 beim Ansetzen



des Mediums (x. 0.1 mg). Deshalb wurde dieser Fall bei der Berechnung der
Metallspeziationen bezlglich des CO0 3-Austausches wie ein aerobes System behandelt,

C) anaerobe Ansatze, die keine Gasphase besalRen. Hier wurde ein GC2-Austausch nicht mit
einberechnet.

Wie aus Tabelle 4 zu ersehen, ergaben sich bei Berechnung der Metallspeziationen fir

die unterschiedlichen Szenarien keine Unterschiede von mehr als 0.5 %2.

Tab. 4: Mit Mac/iQL berechnete Metallspeziationen von zweiwertigen Kupfer-, Kadmium-
und Kobalt-lonen in "Nine Salt Solution", versetzt mit 1.32 mM Phosphat(K2HPO4)-
und 9.52 mM Ammoniumchlorid-Lésung in Prozent der Gesamtionenkonzentration des
jeweiligen Metalls. Die Werte wurden berechnet fur einen "offenen” Ansatz, in dem ein
CC>2 -Austausch mit der Luft- bzw. Gasschicht erfolgt, und fur einen abgeschlossenen
Ansatz ohne Gasvolumen.

Metall-Spezies Kupfer Kadmium Kobalt
CO2- geschl. CO2- geschl. Cc02- geschl.
Austausch System Austausch System Austausch System
Me 2+ 0.15 0.15 9.91 9.90 17.77 17.68
Me(OH) + 0.19 0.19 0.05 0.05 0.18 0.18
Me(OH)2 0.37 0.37
MeCO03 4.66 4.95 1.24 1.32 8.04 8.52
Me(CC>3)2 0.04 0.04
MeP04 3.57 3.55
MeHPO04 93.87 93.83 47.52 47.27
MeH2P04 0.07 0.07
MeS04 0.32 0.37 1.13 1.13 26.49 26.36
Me(S04)2 0.09 0.09
MeCl + 0.08 0.08 46.12 46.09
MeCl2 34.04 34.01
MeClI3 - 2.82 2.82
MeCU 2- 0.93 0.93
MeBr + 0.11 0.11

2 Die den Berechnungen der Metallspeziationen zugrundeliegenden Matrizen sind im
Anhang beigeflgt.



Die berechneten Konzentrationen fir freie lonen waren mit 0.15% fur Kupfer-, 9.9 %
fur Kadmium- und 17.7 (geschlossenes System) bzw. 17.8 (offenes System) % fur
Kobaltionen in Abhangigkeit von den Stabilitatskonstanten ihrer Komplexe und der
Konzentration der entsprechenden Anionen in der L6sung sehr unterschiedlich. Sowohl
Kupfer- als auch Kobalt-lonen lagen hauptsachlich als ungeladene Hydrogenphosphate
vor, wahrend Kadmium-lonen eine starke Tendenz zeigten, Chloride zu bilden. Zur
Hydroxidbildung kam es nur bei Kupfer- und Kobaltionen, wobei Kupfer neben
einwertigen, positiv geladenen auch ungeladene zweiwertige Komplexe bildete. Kobalt-
lonen sind weiterhin zu 26 % mit Sulfat-lonen und zu 8 % mit Carbonaten komplexiert

(Tab. 4).

3.3.2. Die Wirkung kurzzeitiger Schwermetallexposition (ca. 30 min)
auf den Zellmetabolismus

Im Mittelpunkt dieser Untersuchung stand die Frage, welche Wirkung
Schwermetallkonzentrationen verschiedener Metall-lonen auf Bakterien-Kulturen
innerhalb einer kurzen Zeit haben, in der die Bakterien nicht oder nur unvollstandig in
der Lage sind, sich durch physiologische oder metabolische Verdanderungen anzupassen.

Als Einwirkungszeitraum der Metalle wurden 30 Minuten gewéahlt. Untersucht wurde die

Wirkung auf die Replikationsrate in Form der Thymidin-Inkorporation und auf die
Mineralisierung von Glukose zu C02-

3.3.2.1. Einfluld der Metalle auf die Thymidin-Inkorporationsrate (Abb. 9)

Die Auswirkung erhdhter Schwermetallkonzentrationen im Medium auf die
Replikationsrate von hungernden FI2-Kulturen wurde untersucht. Dabei sollte der
Einsatz verschiedener Metallkonzentrationen zeigen, wo Schwellenwerte lagen, und
Hinweise auf Unterschiede zwischen den Metallwirkungen geben.

Hierzu wurde die Veranderung der [3H-Methyl-]Thymidin-Inkorporationsrate von aerob
und anaerob inkubierten, substratfreien Bakterien in Gegenwart unterschiedlicher Me-
tallkonzentrationen gemessen. Es wurden ca 2 Tage lang gehungerte Kulturen verwendet,
denen 30 min vor Beginn der Thymidin-Zugabe sterile Metallsalz-L6sungen von Kupfer-,
Kadmium- und Kobalt- zugesetzt worden waren, um Konzentrationen von 0.5 bis 500
mg/l (aerob) bzw. 0.05 bis 50 mg/l (anaerob) zu erreichen.

Fur die Auswertung wurden die Thymidin-Inkorporationswerte als Prozentwerte der
Kontrolle ohne Metalle ausgedrtickt. Damit wurde eine Vergleichbarkeit der vom Titer und

von der Zerfallszahl her unterschiedlichen Anséatzen erreicht (Abb. 9).
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Abb. 9: EinfluR unterschiedlicher Konzentrationen an Kupfer-, Kadmium-
bzw. Kobalt-lonen auf Thymidin-Inkorporation als Prozentanteil
der unbehandelten Kontrolle in COrg-limitierten Kulturen unter

aeroben (O) und anaeroben (+ ) Bedingungen.



Kupfer-
Schon die geringste Kupferkonzentration von 3.1 fiM bewirkte unter aeroben Bedingungen

eine Verringerung der Thymidininkorporationsrate bei hungernden Bakterien auf 86%.
Hohere Konzentrationen fuhrten zu Inkorporationsraten, die unter Corg-freien
Bedingungen unter 1% lagen.

Unter anaeroben Bedingungen zeigten sich bei der niedrigsten Konzentration von 0.31
keine Wirkungen auf die Kulturen. Eine zehnfache Steigerung, die unter oxischen
Verhaltnissen einen deutlich negativen EinfluR auf die Inkorporationsrate zeigte,
bewirkte hier einen Anstieg bei der hungernden Kultur auf 448% der Kontrolle. Cu2+-
Konzentrationen von 31 |iM reduzierten die Inkorporationswerte auf 7% (COrg-ireier

Ansatz).

Kadmium;

Kadmium zeigte einen geringeren Effekt auf die Kulturen als Kupfer. Unter aeroben
Bedingungen war eine Verringerung der Thymidininkorporation erst bei einer
Konzentration von 1.95 mM feststellbar. Bei geringeren Kadmium-Zugaben wurden
erhohte MeRwerte erzielt, wobei die Substrat-freien Ansétze ein Maximum von 240%
der Kontrolle bei 19 nM Cd2+ erreichten. Unter anaeroben Bedingungen wurden nie mehr
als 100% erreicht.

Cd fuhrte also unter aeroben Verhéltnissen bis zu einer Konzentration von einschlief3lich
195 |i.M zu einer Erhdhung der Inkorporationsrate. Hohere Metallgehalte fihrten zu einer
verringerten Inkorporation. Unter anaeroben Bedingungen bewirkten 100fach (COrg-

frei) geringere Cd-Konzentrationen eine Verringerung der Inkorporation.

KgM L
Auch bei Kobalt zeigte sich ein weniger stark ausgepragter Effekt als bei Kupfer.
Maximale Inkorporationsraten von 180% im Vergleich mit Kontrollwerten resultierten

im aeroben Ansatz aus minimalen Konzentrationen von 2.1 nM, wahrend die Abnahme der

Inkorporation erst bei mehr als 2 mM auftrat.

ZusammengefalRt waren im Kadmium- und Kobaltansatz die Thymidin(Tdr)-Inkorporati-
onswerte unter aeroben Bedingungen bis zu Konzentrationen von mehreren Hundert nM
Uber die Kontrollwerte hinaus erhoht, erst danach sanken sie unter 100% ab. Unter
anaeroben Bedingungen dagegen kam es nicht zu einer Steigerung der Inkorporation,
vielmehr &hnelten die Werte der Kontrolle bzw. sanken bei Kadmiumkonzentrationen von
mehr als 19 nM deutlich ab. Kupferionen dagegen filhrten unter anaeroben Bedingungen
zu stark erhohten Inkorporationswerten, wobei die starke Verringerung des Thymidin-

Einbaus unabhangig von der Verfugbarkeit des Sauerstoffs bei 31 jiM einsetzte.



3.3.2.2. EinfluR von Schwermetallen auf die Mineralisierung (Abb. 10)

Mit einem Versuch, in dem die Mineralisierung der Kulturen unter unterschiedlichen Be-
dingungen gemessen wurde, sollte der EinfluR verschiedener Metallkonzentrationen im
Medium untersucht werden.

Es wurden 4 Konzentrationen von Cu, Cd, Co-Salzldsungen eingesetzt und die Mineralisie-
rung bei aerob und anaerob unter Substrat-Mangel inkubierten Zellen gemessen.

Die Zugabe der Metall-Salzlésungen fir die End-Konzentrationen von 50 )j.g bis 50 mg
Salz/l sowie des Formalins fir die Blindwerte (Endkonzentration 4%) erfolgte 30 min.
vor dem Versetzen mit radioaktiver Glukose (Spezifische Aktivitat: 1.85 MBQq/0.035 mg,
Zugabe: 0.1 jiCi/ml Probe). Die Werte wurden dargestellt als Prozentwerte in Relation
zur Metall-freien Kontrolle. Die Standardabweichungen wurden ermittelt aus 3

Parallelen (Abb. 10).

Kupfer:

Sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen zeigte sich bei der Inkubation
von hungernden Kulturen mit verschiedenen Kupfer-Konzentrationen eine positive
Wirkung auf die Mineralisierung im Bereich von 0.31 bis 3.13 nM, die unter
Sauerstoff-reduzierten Bedingungen noch bis zum hochsten eingesetzten Wert von 31.33
ANM Cu2+ anhielt. In Gegenwart von Sauerstoff fihrten Cu-Konzentrationen von 31.3 nM
zu einer Verringerung der Mineralisierungswerte auf weniger als 0.2% der Kontrolle,

wahrend unter Sauerstoff-reduzierten Bedingungen noch Werte von 127% erreicht

wurden.

Kadmium;
Kadmium-Konzentrationen im Bereich von 0.195 bis 194.9 M hatten unter aeroben

Bedingungen entweder keinen oder einen steigernden Effekt (bei 194.9 ~M) auf die
Mineralisierungsrate. Bei anaerober Inkubation traten Effekte bei Konzentrationen von
mehr als 1.95 nM auf: Es kam zu einer verstarkten Mineralisierung bei den Substrat-
freien Zellen. Eine Konzentration von 194.9 nM im Medium flUhrte jedoch zu geringen

Werten im Vergleich zur Kontrolle (15%).

Kobalt;
Kobalt hatte bei keiner der eingesetzten Konzentrationen einen Effekt.
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Abb. 10: EinfluR unterschiedlicher Konzentrationen an Kupfer-, Kadmium-
bzw. Kobalt-lonen auf die Mineralisierung als Prozentanteil der
unbehandelten Kontrolle in Corg-Hmitierten Kulturen unter

aeroben {O j und anaeroben (+ ) Bedingungen.



Zusammengefallt zeigte sich bei den verwendeten Kobalt-Konzentrationen bis 210 (iM
kein Effekt auf die Mineralisierung aerob oder anaerob inkubierter Kulturen. Auch die
aerobe Inkubation mit Kadmium- bzw. die anaerobe mit Kupfer-lonen fihrte bei keiner
der eingesetzen Konzentrationen zu einer Abnahme. Eine Verringerung der
Mineralisierung trat beim Kadmium ausschlie8lich im anoxischen bei 190 fiM auf, beim

Kupfer dagegen bei Sauerstoffverfiigbarkeit schon bei 31 nM.

3.3.2.3. Vergleich der Effekte verschiedener Metallsalze bei einer Endkonzentration
von 5 mg/l auf die Thymyidin-Inkorporation und Mineralisierung (Tab. 5)

Haufig wurden in den bisherigen Versuchen Metallsalze bis zu einer Endkonzentration von
5 mg/l zugesetzt. Bei dieser Konzentration zeigten sich unterschiedliche Tendenzen
zwischen den Metallen. Daher wurden in Tabelle 5 die entsprechenden Prozentdaten fir
Thymidin-Inkorporation und Mineralisierung zum Vergleich zusammengestellt.

Die Reduktion der Stoffwechselaktivitaten erfolgte bei diesen Konzentrationen am
starksten durch Kupfer-lonen mit Ausnahme der Mineralisierung des anaeroben Ansatzes
(Erhéhung auf 127%). Kupferionen hatten jedoch immer einen starker hemmenden
Effekt in Gegenwart von Sauerstoff (Reduktion der Tdr-Inkorporation auf 0.85% unter
aeroben, auf 7.71 unter anaeroben Bedingungen). Bei Kadmium- und Kobalt-lonen
dagegen war die Abnahme bei der Inkorporation unter anaeroben Bedingungen starker
(Abnahme auf 70 bzw. 90 %), wahrend die Mineralisierung gleich blieb oder im Falle des

Kadmiums auf 160 % zunahm.

Tab. 5: Prozentwerte von Tdr-Inkorporations- und Mineralisierungsraten der Metall-
Ansétze an den Metall-freien Kontrollansétzen. Die Einwirkungszeit der Metalle vor

Zugabe der Reagenzien betrug 30 min. (Gesamt-Konzentrationen: 19 (Cd2+), 21
(Co2+) bzw. 31 (Cu2*) pM)

zugegebene Tdr-Inkorporation [%] Mineralisierung [%]
Metall-lonen

aerob anaerob aerob anaerob
Kupfer 0.85 7.71 0.10 127.43
Kadmium 238.93 70.34 103.00 161.00

Kobalt 153.01 89.78 102.00 106.52



3.3.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.3.2.

e Spontan toxische Effekte von Kupfer traten in Form einer starken Verringerung der
Thymidin-Inkorporation und der Glukose-Mineralisierung (aerob) schon bei
Konzentrationen von 31 |iM auf, wahrend die Toxizitat von Kadmium als Verringerung
der Stoffwechselraten um 50 % erst beim Zehnfachen dieser Menge auftrat. Durch
Kobalt dagegen wurde ein derartiger Effekt bei keiner Konzentration beobachtet.

e Es wurden Stimulierungen sowohl der Thymidin-Inkorporation als auch der
Mineralisierung gemessen, die entweder im anaeroben oder im aeroben auftraten.
Derartige Tendenzen waren bei Kadmium und Kobalt ahnlich, bei Kupfer gegenlaufig
zu messen: Hier war die Thymidin-Inkorporation unter anaeroben Bedinungen erhéh
(auf 450 % der Kontrolle), die von Kadmium und Kobalt unter aeroben. Bei der
Mineralisierung wurden der aerobe Kupfer-Ansatz und der anaerobe Kadmium-Ansatz
stimuliert (Abb. 9, 10).

« Bezogen auf die in dieser Arbeit haufig eingesetzte Konzentration von 5 mg/l zeigten
sich stimulierende Effekte auf die aerobe Tdr-Inkorporation bei Kadmium und Kobalt

und auf die anaerobe Mineralisierung bei Kupfer und Kadmium (Tab. 5)

3.3.3. Die Wirkung anhaltender Schwermetall-Exposition (> 20 Stun-
den) auf die Zellphysiologie und EP-Zusammensetzung.

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte herausgefunden werden, inwieweit der
Teststamm in der Lage war, auf erhdhte Schwermetallkonzentrationen innerhalb eines

Zeitraums von ein bis mehreren Tagen mit Reaktionen, die zur Detoxifizierung fihrten,

Zu antworten.

3.3.3.1. Veranderung des Zellproteinpools bei C-freier Inkubation mit
Schwermetallen (Tab. 6)

Erhoéhte Metallkonzentrationen im Medium kdnnen direkt - durch Beeinflussung der Zell-
integritdt - oder indirekt - durch erhéhten Energieumsatz im Rahmen einer
Abwehrreaktion - die intrazellulare Zusammensetzung beeinflussen. Als biochemischer
Parameter wurde daher die Veranderung der Zellproteingehalte von hungernden Zellen bei
Inkubation mit erhohten Konzentrationen von Kupfer-, Kadmium- und Kobalt-lonen
bestimmt.

Hierzu wurden Kulturen gleicher Zelldichte, die 1 Stunde lang aerob oder anaerob

gehungert hatten, mit Schwermetallsalzen versetzt, so daR folgende Gesamt-



lonenkonzentrationen bestanden: 1.9 (Cd2+), 2.1 (Co2+) bzw. 3.1 uM (Cu2+). Die
folgende 24stiindige Inkubation erfolgte weiterhin mit bzw. ohne verfligbaren Sauerstoff.
Zum Vergleich diente jeweils eine Metall-freie Kultur. Nach der insgesamt 25stindigen
Inkubation wurden die Ansatze bei 6500 g zentrifugiert und die Proteinkonzentration in

den Pellets bestimmt.

Fur die Proteinkonzentrationen in den Zellen ergaben sich ohne Einwirkung von Metallen
Werte von 212 (aerob) bzw. 153 (anaerob) fig/ml Kultur. In Gegenwart von Metallen
kam es zur Abnahme, wobei dieser Effekt unter aeroben Bedingungen starker ausgepragt
war als unter anaeroben. Lag die Abnahme unter aeroben Bedingungen zwischen 22 und
27 % der Kontrolle, so sank der Proteingehalt pro ml Kultur um 6 bis 12 %, wenn kein

Sauerstoff verfugbar war (Tab. 6).

Tab. 6: Verdnderung des zellularen Proteinpools von FL2 in ng/ml Kultur und die Ab-
nahme in Prozent der Kontrolle nach 24-stiindiger Inkubation in Corg-freiem Medium

mit Gesamt-Schwermetallkonzentrationen von 1.9 (Cd2+), 2.1 (Co2+) bzw. 3.1 xM
(Cu2+) unter aeroben und anaeroben Bedingungen und im Metall-freien Medium
(Kontrolle).

Ansatz aerob anaerob
K(25h) 21222 + 1.34 153.16 + 534
Cu 163.65 + 7.97 134.64 +  8.08
av 156.62  + 3.47 142.86 +t 313
(Os) 156.06  *- 5.09 136.22 + 269
Abnahme in%  0.00 + 0.63 0.00 *  3.49
Cu 2289 + 4.87 12.09 *  6.00
Qi 26.20 + 222 6.72 * 219
(G0 26.46 + 3.26 11.06 + 1097
3.3.3.2. Kulturen ohne vorherige Metallexposition (Abb. 11, 12)

Es sollte hier die Frage untersucht werden, ob sich erhéhte Schwermetallkonzentrationen
auf die Exopolymersekretion Corg'freier Kulturen auswirkten und ob dabei der

Zeitraum, wahrend dessen es den Bakterien vor der Metallzugabe an Substrat mangelte,

bei der Reaktion ein Rolle spielte.



Aerob Anaerob

Abb. 11: Durch die Inkubation mit erhdhten Metallkonzentrationen (5 mg/l) veranderte
EP-Kohlenhydrat und -Proteinwerte pro Zellzahl im Vergleich zu metallfreien
Kontolien. Es wurden jeweils aerobe und anaerobe Inkubationen durchgefuhrt.

Aus je 3 Corg-freien, aerob und anaerob inkubierten Kulturen wurden nach 0 und 8 h
pro Kolben 3 x 14 ml entnommen und mit 5 mg/l Cd-, Cu- bzw Co-Salzen fur 24 h

inkubiert. Gleichzeitig erfolgte am Ende dieser Inkubation wieder eine Probennahme aus
der Ausgangskultur als Kontrolle.

Am Ende der Inkubation wurden 1 ml der Suspension abgenommen und fir eine Gesamt-
Zellzahlbestimmung mit Formol versetzt.

Aus den restlichen 13 ml wurden die Exopolymere extrahiert, dialysiert und biochemisch

analysiert (siehe Versuchsschema A). Wieder wurde eine Umrechnung der biochemischen



Daten auf Zelldichte vorgenommen, um unterschiedlichen Zellkonzentrationen in den An-
satzen gerecht zu werden.

Erhohte Metallgehalte fuhrten unter aeroben und anaeroben Bedingungen zu entgegenge-
setzten Ergebnissen: In Relation zur Kontrollprobe als 100% zeigte sich eine Zunahme
der exopolymeren Proteinwerte pro Zellzahl unter aeroben Bedingungen um den Faktor 5
bis 50 bei vorhergehendem COrg-Mangel von 0 bzw. 8 Stunden. Die EP-
Kohlenhydratwerte dagegen anderten sich in Gegenwart von Sauerstoff nicht, wahrend sie
unter anaeroben Bedingungen um den Faktor 10 in Gegenwart der Metallionen gegentber
der Kontrolle Zunahmen. Ein Unterschied bei den Proteingehalten der Exopolymere wurde
nicht deutlich.

Eine Vorhungerzeit von 8 Stunden hatte bei den jeweils stark angestiegenen Parametern
einen erhdhten Effekt. Ein metallspezifischer Unterschied in der Reaktion der Bakterien
lieR sich nicht feststellen (Abb. 11)

Bei einem Vergleich der Kohlenhydrat:Protein-Verhaltnisse miteinander lagen die Quo-
tienten der 24 Stunden lang mit Metallen inkubierten Ansatze bei den aeroben
Inkubationen, der Abb. 11 entsprechend, weit unter denen der Kontrollansatze. Unter
anaeroben Bedingungen dagegen Uberschritten sie die Kontrollwerte um das 2.5 (52

Stunden Vorhungerzeit) bis maximal das 45fache (Kadmium bei 0 Stunden

Vorhungerzeit) (Abb. 12).

- ohne Metalle (A~C) Anaerob -on?i??:uMeta”e
e mit Cd
Abb. 12 :  Kohlenhydrat.Protein-Verhaltnisse unter aeroben und anaeroben Bedingungen

nach 24-stindiger Inkubation der Kulturen mit jeweils 5 mg/l Metallsalz im
Medium. Zum Vergleich sind die Quotientenlder nicht mit Metall versetzten

Kulturen gezeigt.

1Gehalte der EP-Komponenten bestimmt als Massen (=ng)
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Abb. 13. Schematische Darstellung der Versuche mit Metall-adaptierten Kulturen
Exopolymergewinnung.
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3.3.3.3. Kulturen mit Metalladaptation
Die Exopolymere von Kulturen, die an erhdhte Metallkonzentrationen adaptiert worden
waren, wurden im Hinblick auf selektive Tendenzen mit solchen von nicht-adaptierten

verglichen.

Kulturen, die stufenweise mit steigenden Konzentrationen von Cu2+, Cd2+- oder Co2+-
lonen inkubiert worden waren und auch bei 50 mg/l noch exponentielles Wachstum
gezeigt hatten, wurden aus einer mit Metall angereicherten Kultur abzentrifugiert und
Uberimpft in je 250 ml Metall-freiem Hungermedium. Nach 0, 1, 8, 24 und 32 Stunden
wurden jeweils 3 Mal Proben genommen, die Exopolymere extrahiert, dialysiert und
Protein- sowie Kohlenhydratbestimmungen durchgefihrt. AuRerdem wurde pro
Probennahme aus jedem Kolben 1 ml fir die Gesamtzellzahlbestimmung entnommen.

Nach 0, 1 und 8 Stunden wurden aus den Corg-freien Ansatzen 3 Mal 14 ml entnommen
und mit 5 mg/l des jeweiligen Metalles fir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die

Exopolymere wie beschrieben untersucht (siehe Versuchsschema B).

Die Kohlenhydrat/Protein-Verhéaltnisse wurden jeweils fir die Inkubation in Gegenwart
von und ohne Metallionen ermittelt: Die Exopolymere aller adaptierten Kulturen wiesen
unabhangig vom Element einen geringeren Kohlenhydrat:Protein-Quotienten auf,
verglichen mit nicht-adaptierten Kulturen. Die Inkubation in Gegenwart der jeweiligen
Metallspezies hatte auller bei Inkubation mit Kadmium keinen Effekt, der dem der nicht-

adaptierten Kulturen vergleichbar ware (Abb. 14).



m— ohne Metalle
+Co

O— ohne Metalle
e +Cd

-O— ohne Metall
+Cu

Abb. 14: Gewichts-Quotienten aus EP-Polysacchariden und -Proteinen
einer an erhéhte Metallkonzentrationen adaptierten Kultur bei
Inkubation in Corg-freiem Medium mit und ohne Zusatz von Me-
tallsalzen.



3.3.3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.3.3.

Erhohte Metallkonzentrationen im Medium des Teststammes fuhrten zu einer Abnahme
des zellularen Proteinpools, die unter aeroben Bedingungen starker ausgepragt war
als unter anaeroben (Tab. 6)

¢ Nach 24stindiger, aerober Exposition gegeniber Schwermetallen nahm der
gewichtsmaflige Proteinanteil zu wahrend die Kohlenhydratwerte gleichblieben. Dabei
war diese Tendenz nach 8 Stunden vorherigen Hungerns starker ausgepragt. Unter
anaeroben Bedingungen nahmen unabhangig von der Vorhungerzeit die EP-
Kohlenhydrat-Gehalte zu, wahrend keine quantitative Veranderung bei den Proteinen
zu messen war (Abb. 11).

e« Dies wurde noch einmal belegt anhand des Verhaltnisses von gewichtsmafRigen
Kohlenhydrat- zu Protein-Anteilen: Die Verhéltnisse waren unter aeroben
Bedingungen stark abgesunken, wahrend sie unter anaeroben die Werte der Metall-
freien Ansatze weit Uberstiegen (Abb. 12).

» Bei Metall-adaptierten waren ebenfalls unter aeroben Bedingungen stark verringerte

EP-Kohlenhydrat- zu Protein-Verhdltnisse zu beobachten, die unabhangig vom

Vorhandensein von Metallen im Medium gleich klein blieben.

3.3.4. Die Metallbindungskapazitdt der EP-Komponenten (Abb. 15,
Tab. 7)

In diesem Versuch wurde untersucht, ob es unterschiedliche Affinitditen der einzelnen
Metallionen zu Exopolymeren gab, die unter unterschiedlichen Bedingungen bzgl. Dauer

des Substratmangels und Sauerstoffverfigbarkeit gebildet worden waren.

Aus Kulturen, die 24 Stunden lang aerob bzw. anaerob mit 5 mg/l der Kupfer-, Kad-
mium- bzw. Kobalt-Salze in corg ~eiem Medium inkubiert worden waren, wurden die
Exopolymere extrahiert und wie beschrieben untersucht. Die Protein- und Kohlenhy-
dratfraktionen wurden bestimmt und zusatzlich adsorbierte Metallgehalte mit der Gra-
phitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. Ein Vergleich der biochemischen
Komponenten mit den Metallgehalten ergaben gute Korrelationen zwischen Kadmiumge-
halten und den gemessenen aeroben EP-Kohlenhydratwerten (R= 0.796) sowie zwischen

Kupfer- und EP-Proteingehalten unabhangig von der Sauerstoffverfigbarkeit (Raerob=



0.8166, Ra,aerob= 0.9358). Bei Kobalt zeigte sich keine Korrelation zu Kohlenhydraten
und Proteinen.

Bei den extrahierten Polymeren der Metall-adaptierten Kulturen zeigten die Korrela-
tionen ahnliche Tendenzen mit Ausnahme der Kupfer/Kohlenhydrat-Beziehung, die hier

einen erhohten Korrelationskoeffizienten hatte (R= 0.813) (Tab. 7).

Tab. 7: Korrelations-Koeffizienten der linearen Korrelation zwischen Kohlenhydraten
bzw. Proteinen und verschiedenen Metallionen in extrahierten Exopolymeren nach 24-
stundiger Inkubation adaptierter (n=9) und nicht-adaptierter FI2-Kulturen (n=12) in
Gegenwart von 5 mg/l des jeweiligen Schwermetallsalzes unter aeroben bzw. anaeroben,

Kohlenhydrate in EP fug/mll  Proteine in EP iug/ml]

Metallion verwendete aerober anaerober aerober anaerober
Kultur Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz

Kupfer nicht adaptiert 0.316 0.214 0.817 0.936
adaptiert 0.813 0.834

Kadmium nicht adaptiert 0.796 0.236 0.260 0.675
adaptiert 0.832 0.527

Kobalt nicht adaptiert 0.176 0.481 0.116 0.027

adaptiert 0.730 0.605
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Abb. 15: Relative Sorption von Cd2*-, Cu2+-und Co2+ -lonen an extrahierte Exopo-
lymere, die von FL2 unter COrg-Mangelbedingungen produziert worden wa-
ren. Sie waren mit Metalllionen-Konzentrationen von je 10 mg/l versetzt
und in einer Sephacryl-S500 HR-S&ule gelchromatographisch nach der
MolekilgroRe getrennt worden (pH 7.0). Die einzelnen Fraktionen wurden
auf Protein- und Kohlenhydratwerte analysiert. Die Schwermetallgehalte der
getrockneten Fraktion wurden lber die AAS bestimmt.

Um die maximale Metallbelastung der Exopolymere zu bestimmen, wurden zu je 10 mg
der extrahierten, lyophilisierten Polymere unterschiedlich langer Limitierungszeit 2 ml
Milli-Q und je 20 ul der Metallsalzldsungen (5g/l) gegeben und nach einer halben Stunde
auf die S&ule aufgetragen. Die Protein- bzw. Kohlenhydratgehalte der einzelnen Proben
wurden bestimmt, die Proben mit erhohten Konzentrationen Ilyophilisiert und
anschlieBend in 2 ml Milli-Q fur die Atomabsorptionsspektrometrie resuspendiert.

Die saulenchromatographische Auftrennung zeigte eine hohe Affinitat des Kupfers zu Pro-
teinen und des Kadmiums zu Kohlenhydraten: Erhdhte Kupferanteile waren ausschlief3lich

bei hohen Proteinkonzentrationen in den aufgefangenen Fraktionen mef3bar.

3.3.4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.5.4.
*  Kupfer wurde am starksten durch Proteine, Kadmium durch Polysaccharide gebunden, j



3.3.5. Entgiftende Funktion der Proteine bei Metallstrel3 (Abb.
16, 17)

In einem Versuch mit einem Proteinsynthese-Inhibitor wurde die Rolle der
extrazellularen Proteine untersucht, die unter Hunger- Bedingungen bei der Reaktion auf
Metalle produziert worden waren. Es sollte dabei die Frage beantwortet werden, ob die
nach 3 Stunden des Hungerns produzierten EP-Proteine eine detoxifizierende Wirkung
gegenitber Metallen haben. AuRerdem war zu klaren, ob die Wirkung der einzelnen
Metallionen unterschiedlich war.

Im folgenden Versuch wurde die Bildung von Proteinen durch Zusatz des Antibiotikums
Chtoramphenicol zum Medium in Konzentrationen von 50 ng/ml verhindert (Maniatis, et
al. 1982). Chtoramphenicol ist ein bakteriostatischer Wirkstoff, der an die 50 S Un-
tereinheit der Ribosomen bindet und die Bildung von Peptidbindungen verhindert.

Die Zugabe des Antibiotikums zu aeroben und anaeroben Kulturen erfolgte nach 3 h des
Hungerns. Nach einer Einwirkungszeit von 1,5 h wurden in 3 Parallelen Metalle bis zu
einer Gesamt-Konzentration von 500 ng/l zugegeben.

Zur Kontrolle der antibiotischen Wirkung wurden entsprechende Kulturen in 3
Parallelen, die nicht zuvor mit Chtoramphenicol behandelt worden waren, mit Metallen
versetzt. Zur Kontrolle des Metalleffektes diente ein Metallfreier Ansatz ohne Antibiotika.
Nach 23stiindiger Inkubation mit Metall-lonen, also nach einem Inkubationszeitraum von
fast 30 Stunden, wurden die C02-Freisetzung und Inkorporation in den Proben gemessen.

Dabei wurde mit hochmarkierter 14C-Glukose (298,0 mCi/mmol) gearbeitet und ca 1

nCi pro Probe eingesetzt.

Es lieBen sich bei der aeroben Inkubation keine signifikanten Verdnderungen in den
Mineralisierungs-Raten der mit Metall versetzten Anséatze im Vergleich zu den
Kontrollen feststellen, die Werte schienen unbeeinfluBt von der Zugabe des
Antibiotikums. Anaerob inkubiert fihrte die Blockierung der Proteinsynthese zu einer
verringerten CC2-Freisetzung bei den Kupfer- und Kadmium-Ansatzen im Vergleich zur
Kontrolle, wobei dieser Effekt beim Kupfer am starksten ausgepragt war. Beim Kobalt
war keine Wirkung erkennbar (Abb. 16)
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Die Inkorporation von Glukose in die Zellbiomasse wurde bei aerober Inkubation in
Gegenwart von Metallen verstarkt. Eine Zugabe des Antibiotikums hatte unter gleichen
Bedingungen eine starke Reduktion des inkorporierten Materials zur Folge.

Unter anaeroben Bedingungen wurde die Inkorporationsrate durch Metallzugabe bzgl. der
Kontrolle nicht verandert. Durch Versetzen der Anséatze mit Chloramphenicol kam es
jedoch wie unter aeroben Bedingungen zu einer Verringerung der Inkorporation bei allen
Metallen. Dieser Effekt war beim Kupfer am stéarksten ausgepragt und - im Gegensatz zu

den Mineralisierungsergebnissen - auch beim Kobalt vorhanden (Abb. 17).
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Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.5.5.

Abb. 17:

Auswirkungen der Pro-
teinbiosynthese-Hemmung
vor der Erhdhung der
Metallkonzentrationen auf
die Inkorporation von
Glukose unter aeroben und
anaeroben Bedingungen.

Erhdhte Metallkonzentrationen hatten nur unter anaeroben Bedingungen einen

negativen Effekt auf die Mineralisierung, wenn die Zellen nicht mehr in der Lage

waren, nach Metallzugabe Proteine zu synthetisieren (Abb. 16).

Die Inkorporation von Glukose war in Gegenwart von Metallen aerob und anaerob

stark gehemmt, wenn eine Proteinsynthese nicht méglich war (Abb. 17).



3.3.6. Veranderung der EP-Protein-Fingerprints durch Inkubation
mit Metallen (Abb. 18, 19)

Es sollte schlie3lich untersucht werden, ob sich die qualitative Zusammensetzung extra-
zellularer EP-Proteine durch die Inkubation von hungernden Kulturen in Gegenwart von
Metallen andert.

Parallel zu dem Versuch zur "Entgiftenden Funktion der Proteine bei Metallstre"
(3.3.5) wurden Proben abgenommen, um die Exoproteine fir eine gelelektrophoretische
Auftrennung zu extrahieren. Sie wurden mit Di-Natriumsulfat ausgefallt und auf die
diskontinuierliche Gelelektrophorese aufgetragen. Gefarbt wurde mit der

polychromatischen Silberfarbung (2.3.9.).

Neben 30 Stunden lang gehungerten Kontrollen, denen keine Metalle zugegeben worden
waren, wurden die extrazellularen Proteine der jeweils mit Gesamt-
Metallkonzentrationen von 500 jxg/l versetzten Ansatze aufgetrennt. Um die in Reaktion
auf Metallionen gebildeten Proteine erkennen zu kdnnen, wurden jeweils Proben zum
Vergleich aufgetragen, denen zur Verhinderung der Proteinbiosynthese 1.5 h vor Zugabe
der Metallsalzldsungen 50 ng/rnl Chloramphenicol zugesetzt worden war.

In allen aeroben Metallansatzen zeigten sich Banden, die Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 23, 32 bzw 200 kDalton entsprachen. Die Bandenmuster waren in
abgeschwachter Form auch in den Chloramphenicol-Ansatzen zu erkennen, nicht jedoch in
der Probe ohne Metallzusétze.

Unter anaeroben Bedingungen dagegen zeigte sich ein Unterschied zwischen den
Exoproteinen der mit Kupfer-lonen inkubierten Kultur und denen der anderen
Metallansatze. Im Molekulargewichtsbereich zwischen 168 und 231 kDalton wiesen die
Kupferansadtze mehrere Banden auf, fir die die anderen Metallansatze keine
Entsprechungen hatten. Wahrend dort zwei eng nebeneinanderliegende Banden bei 119 und

126 kDalton lagen, tauchten weiterhin beim Cu-Ansatz zwei Proteine der Grof3e 112 und

133 kDalton auf (Abb. 18, 19).



Abb. 18, 19: Gelelektrophoretische Auftrennung der EP-Proteinfraktionen von 30 Stunden
lang aerob (Abb. 18) und anaerob (Abb. 19) gehungerten Anséatzen des Teststammes FL2,
denen nach 3 h Inkubationszeit 50 ng/ml Chloramphenicol (Cm) und nach weiteren 1.5 h
Metalle (Kobalt-, Kadmium-, Kupfer-lonen) in einer Endkonzentration von 500 (ig/l
zugegeben worden war.

Als Kontrollen wurden EP-Extrakte aus Kulturen ohne Chloramphenicol aufgetragen.
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Abb. 19 Anaerobe Inkubation



3.3.6.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 3.5.6.

 Unter aeroben Bedingungen waren in die Bandenmuster der Metallanséatze gleich,
unterschieden sich von den Metall-freien Ansatzen durch Banden, die einigen kleinen
(23 und 32 kDa) und einem grof3en Protein entsprachen.

* Anaerob ergaben die Bandenmuster ein Metall-spezifisches Bild, indem Proteine der
GrofRRe 168 bis 231 kDa nur in den Kupferansatzen auftraten, wahrend andere Banden,
die nach Zugabe von Kadmium- und Kobalt-lonen auftraten, nur hier zu sehen waren

(119 und 126 kDa).

3.3.7. Der EinfluB von Metallionen auf extrazellulare Protease-
Aktivitditen hungernder Bakterien (Abb. 20)

Der Frage, inwieweit Schwermetalle die proteolytische Aktivitat beeinfluBten, wurde
durch Inkubation der zellfreien Uberstiande mit HidePowderAzure (HPA) nachgegangen.

Dieser Versuch wurde Uber einen Zeitraum von 150 Stunden angesetzt.

Zu 1,6 h lang gehungerten Kulturen wurden Cu-, Cd- bzw. Co-Salzlésungen in einer End-
konzentration von 500 jxg/l (Zeitpunkt ti) gegeben. Zwei nicht mit Metallen versetzte
Kulturen dienten als Kontrollen. Zu den Zeitpunkten t2 bis t5 wurden je 10 ml jedes An-
satzes mit HPA in Konzentrationen von 1 mg/ml versetzt. Die Extinktionsdnderungen
wurden Uber einen Zeitraum von ca 150 h protokolliert.

Die Kulturen wurden ebenso wie die mit HPA versetzten Uberstande bei 28 °C inkubiert.

Blindwerte enthielten steriles NSS mit 1 mg/ml HPA.

Der Verlauf der Enzymaktivitat im Substrat-freien Ansatz zeigte, dafl} proteolytische En-
zyme hauptséachlich in den ersten 10 bis 20 Stunden der Inkubation gebildet wurden. In
Gegenwart von Kobalt- und Kadmium-lonen veranderte sich die Enzymaktivitat nur
langsam, erreichte jedoch am Ende der Inkubationszeit fast die in der Kontrolle
gemessenen Aktivitditen von 3.175 jig Iriml'l). In Gegenwart von 3.1 rM Kupfer-lonen

dagegen blieb die Enzymaktivitat sehr gering und erreichte innerhalb der 75 Stunden

einen Maximalwert von 1.02 ng Ir1ml'l) (Abb. 20).



Inkubationszeitraum [h]

Abb. 20: Verlauf der exoproteolytischen Enzymaktivitat nach Uberfiihrung der
FL2-Kultur in Corg-freies Medium, Metall-frei, oder versetzt mit
Kupfer-, Kadmium- und Kobalt-lonen (Endkonzentrationen: 3.1,
1.9 bzw. 2.1 fiM).

3.3.7.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 3.5.7.

* Die extrazellulare proteolytische Aktivitdt stieg in den ersten 10 bis 20 der
Uberfuihrung in Corg-freies Medium stark an.

« Die Protease-Aktivitat wurde am starksten gehemmt von Kupfer-lonen, wahrend sie
sich in Gegenwart von Kadmium und Kobalt Gber einen Zeitraum von 75 Stunden

wieder dem Wert der Metall-freien Kultur annaherte (Abb. 20). _




3.4. Beeinflussung der Adhéasion von Bakterien

3.4.1. Hydrophobizitdt der Zellen (Abb. 21, 22)

Die Hydrophobizitat einer Oberflache oder eines Moleklls bestimmt seine Mdoglichkeiten,
mit den Bestandteilen des wassrigen Milieus zu interagieren. Ein Versuch sollte klaren,
ob &uBere Faktoren wie Né&hrstoff-Mangel, Sauerstoffdefizite und erhdhte
Metallkonzentrationen die Hydrophobiziat der Zelloberflache veranderten.

1, 25 und 76 Stunden lang unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen im Corg-freien
Medium inkubierte Kulturen von FI2 wurden abzentrifugiert, im PUM-Puffer
resuspendiert und die Hydrophobizitat der Zellen durch den BATH-Test (2.3.11.)
bestimmt.

Weiterhin wurden nach 1 h des Hungerns parallele Ansatze mit 5 mg/l der Cu-, Cd- oder
Co-Salze bestickt und jeweils aerob oder anaerob fur 24 Stunden weiter inkubiert. Nach
der Uberschichtung der jeweiligen Proben mit organischen Ldsungsmitteln verteilten
sich die Zellen - ihrem hydrophoben Charakter entsprechend - zwischen den Phasen.
Durch einen Vergleich der optischen Dichte in der wassrigen Phase vor und nach der
Uberschichtung zeigte sich, daR die Bakterienoberflachen mit andauerndem Substrat-
Mangel hydrophiler wurden. Es kam bei Kulturen, die eine Stunde gehungert hatten, zu
einer Verringerung der optischen Dichte um 40 bis 60 % unter aeroben, zu 50 bis 70 %
unter anaroben Bedingungen. Die Extinktion in der wassrigen Phase nahm mit der Lange
des Inkubationszeitraum auf 70 bis 90 % (aerober Ansatz) bzw. 70 bis 100 %

(anaerober Ansatz) der urspringlichen optischen Dichte zu (Abb. 21).
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Abb. 21:

Verringerung der opti-
schen Dichte verschieden
lang gehungerter Kulturen
bei Uberschichtung mit
organischen LOsungsmit-
teln als MalR der Hydro-
phobizitat. Als 100 %
wurde die optische Dichte
des Teststammes ange-
nommen.

Bei den mit Metallen inkubierten Kulturen wurden im Vergleich zum Ansatz ohne Metalle

unter oxischen Verhaltnissen keine Unterschiede deutlich. Im anaeroben Ansatz dagegen

war in Gegenwart der Kupferionen eine erniedrigte Hydrophobizitdt zu beobachten: die

optische Dichte betrug hier 76 bis 86 % der urspringlichen O.D. im Gegensatz zu 60 bis

78 % im Ansatz ohne Metalle (Abb. 22).
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Abb. 22:

Verringerung der opti-
schen Dichte bei 25 h lang
Corg-freien Kulturen mit
und ohne erhdhten Me-

Kontrolle Cu cd Co tallkonzentrationen im
Versuchsansatze Medium bei Uberschich-

tung mit organischen LO&-

anaerob sungsmitteln als Maf der

Hydrophobizitat (100% =
oD Qes Teststammes vor
der Uberschichtung).

3.4.2. Adhésionstendenz hungernder Bakterien (Abb. 23, 24)

Die Adhasion von Bakterien unter unterschiedlichen Inkubationsbedingungen wurde durch
Aufwuchs auf Glasflachen bestimmt. In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob sich
die Adhéasionsfahigkeit von hungernden Zellen mit dem Inkubationszeitraum unter
unterschiedlichen Bedingungen andert (nach unterschiedlichen Hungerzeiten, mit/ohne

EinfluB von Metallen, aerob/anaerob).

Durch Markierung der Zellen in der exponentiellen Phase mit 3H-Thymidin sollte ihre
Anheftung an Glasdeckglaschen (20 x 20 mm) verfolgt werden. Die Deckglaser wurden

nach einer Idee von Fletcher (1990) in O-Ringe geschoben, die als Abstandshalter und

Manipulationshilfen dienten.



Zur Markierung der Kulturen mit 3H-Thymidin wurden 300701 (=30071) 3 H-Tdr zu
300 ml einer anaerob bzw. aerob wachsenden Kultur gegeben bei folgenden optischen
Dichten (OD500): aerob: 0.09, anaerob: 0.115.

Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurden die Kulturen abzentrifugiert (8000 U/min,
15 min) und das Pellet in aerobem bzw. anaerobem 3M-GLU resuspendiert.

Die markierten Kulturen wurden auf einzelne Polypropylen-Zentrifugenréhrchen aufge-
teilt, die jeweils mit drei Deckglasern bestlickt wurden.

Blindwerte wurden mit 2 ml Formalin (Endkonz. Formol: 1.5%) versetzt. Sie enthielten
4 Deckglaser.

Da nicht davon ausgegangen werden konnte, daR die pro Zelle inkorporierte Thymidin-
Menge Uber die Hungerzeit konstant blieb, mufite das System geeicht werden:

Zu den Probenahmezeiten wurden 3 Mal je 1 ml aus dem Ansatz ohne Deckglaser
abgenommen, zentrifugiert und von dem Zellpellet Uber die Bestimmung des
Proteingehalts die Zellzahl bestimmt (3.1.5.). AuRerdem wurde die Radioaktivitdt des
Pellets gemessen, so dalR Uber die radioaktive Strahlung der Deckglaser auf die Zahl
adhérierter Zellen geschlossen werden konnte.

Die Strahlungswerte von Deckglésern in formolisierten Ansétzen wurden als Blindwerte
betrachtet und abgezogen.

Bei der Probennahme wurden die Deckgldaschen2 nach der Entnahme (Pinzette) 3 Mal in
steriles Medium getaucht, um die im anhaftenden Wasser befindlichen Bakterien und
geléstes Thymidin zu entfernen, und anschlieend in Szintillationsvials mit Lumagel SB

versetzt.

3.4.2.1. Abhangigkeit vom Sauerstoffangebot (Abb. 23)

Es lagen folgende Ansétze jeweils anerob3 und aerob vor:

a) bis c): je 3 Parallelen zur Adhéasion (Je 1 Deckglas pro Parallele und Probennahme)
d) ohne Deckglaser zur Eichung

e) mit 2 ml Formol versetzt (Blindwerte)

f) ohne Tdr fur REM

Die Probennahmen erfolgten zwei Mal nach jeweils einstiindiger Exposition der
Glasoberflachen, und zwar

1. nach der ersten Stunde in Substrat-freien Medium,

2Vorbehandlung der Deckgléser: in heilem Dampf autoklaviert
Vorbehandlung der O-Ringe: in ETOH desinfiziert.

3Die anaeroben PP-Réhrchen wurden bei kurzer Inkubationszeit begast, bei langerer
eingeschweildt in Folie mit GasPak®-Anaerobic System versehen.



2. nachdem die Zellen insgesamt 41 Stunden gehungert hatten (Exposition der
Oberflachen fir eine Stunde nach 40 Stunden des Hungerns).
AulRerdem wurden Deckglaser beprobt, die wahrend der ganzen 41 Stunden als Aufwuchs-

substrate zur Verfligung standen.

Aerob inkubierte Kulturen zeigten in der ersten Stunde des Hungerns mit 1.4 x 107
Zellen pro Deckglas die héchste Adhasionstendenz. Nach 40 Stunden war die Besiedlung
neu eingebrachter Glasflachen innerhalb einer Stunde auf 3 x 105 Zellen geschrumpft.
Auch die Flachen, die sich wahrend 40 Stunden im aeroben Versuchsmedium befanden,
zeigten eine geringere Adhéasion als nach 1 Stunde. Ein anderes Bild lieferte der anaerobe
Ansatz: Hier war die Besiedlung innerhalb der ersten Stunde mit 4 x 106 deutlich
geringer als unter aeroben Bedingungen. Die Zahlungen pro Flache wahrend der 40

Stunden Inkubation nahm nur wenig (auf 2.4 x 106 Zellen pro Deckglas) ab.

Zellen/Flache H gﬁ;%tr)ob

2 107
Abb. 23:

Adhéasion 14C-markierter
Zellen an Glasoberflachen
innerhalb ber ersten Stunde
des Corg-Mangels, inner-
halb einer Stunde nach 40
Stunden des Hungerns und
Uber den gesamten
Hungerzeitraum hinweg (O-
40 h) unter aeroben und
anaeroben Bedingungen.

Inkubationszeit [h]

3.4.2.2. Adhésion in Gegenwart von Schwermetallen (Abb. 24)

Zu aerob und anaerob inkubierten "H-Thymidin-markierten Kulturen, die 40 Stunden
lang gehungert hatten, wurden Cu-, Cd- und Co-lonen zu einer Gesamt-Konzentration von
6.3, 3.9 bzw. 4.2 nM gegeben. Diese Anséatze wurden ebenso wie je eine aerobe und
anaerobe, nicht mit Metallen versetzte Kultur mit 3 Deckglasern bestickt und diese eine
Stunde lang inkubiert.

Einen EinfluB auf die Adhéasion der Bakterien hatten zwei Metall-lonen: Kupfer
verhinderte eine Besiedlung neuer Glasoberflachen unter aeroben Bedingungen véllig,
wahrend in Gegenwart von Kobalt-lonen eine leichter Anstieg im aeroben Ansatz zu

verzeichnen war, unter anaeroben Bedingungen dagegen fast um das 4fache gesteigerte

CPM-Werte erreicht wurden.
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3.4.3. Rasterelektronenmikroskopische Beobachtungen

In einer nicht-radioaktiv markierten Kultur wurden Deckglaser in einem aeroben und
einem anaeroben Ansatz fur die ersten drei Stunden im Substrat-freien Medium
e)gponiert, um die unter 3.4.2. erzielten Ergebnisse elektronenoptisch zu Uberprifen.
Hierzu wurden die Deckglaser nach der Entnahme in sterilem Medium gewaschen, an-
schlieBend luftgetrocknet und fir die Rasterelektronenmikroskopie vorbehandelt
(2.2.8.).

Auf den Deckglasern war die Anzahl der angehefteten Bakterien nach aerober Inkubation

deutlich hoher als nach anaerober, bei der die Verteilung sehr unregelmaRig war (Abb.
25, 26).

3.4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse Kapitel 3.4.

Die Hydrophobizitdt des Teststammes nahm mit der Inkubationszeit in Substrat-
freiem Medium ab.

Die Adhéasion pro Stunde von aerob gehungerten Zellen an Glasflachen war zu Beginn
der Hungerphase am groten und hatte nach 40 Stunden Inkubation um zwei
GroRenordnungen abgenommen, wahrend sich die unter anaeroben Bedingungen kaum

anderte.

Unter anaeroben Bedingungen fuhrte die Gegenwart von Kobalt-lonen zu einer 4fach
erhohten Besiedlungsdichte von Glasflachen.




Abb. 24: Glasoberflache, die drei Stunden lang in einer neu angesetzten, aerobe
Hungerkultur von FL2 inkubiert worden ist.
Rasterelektronen-mikroskopische Aufnahme. VergréRerung 200

Abb. 25: Glasoberflache, die drei Stunden lang in einer neu angesetzten, aneroben

Hungerkultur von FL2 inkubiert worden ist.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme. Vergréerung 200



4. Diskussion

4.1. EP-Produktion durch marine Bakterien:

Vibrios als Modellfall

Einzeln haben Bakterienzellen aufgrund ihres spezifischen Gewichts, das dem des Wassers
gleicht, keine Chance, unginstigen Umweltbedingungen zu entgehen, da sie mit dem
Wasserkorper verdriftet werden. Durch Ausscheidung exopolymerer Substanz aber haben
sie die Moglichkeit, sich an Vektoren festzusetzen wie sinkenden Partikeln oder festen
Oberflachen. Sogenannte anheftende Polymere ("adhesive Polymers”, Neu und Marshall
1991) versetzen sie in die Lage, groReren Scherkraften zu widerstehen, andere
Ausscheidungen fuhren zur Ablésung der Zellen (Neu und Marshall 1990).

Exopolymere bilden auch die Matrix der pelagischen, dicht von Bakterien besiedelten
Aggregate wie "Marine Snow" (Herndl 1988), "Transparent Exopolymer Particles"
(TEP) (Alldredge, et al. 1993) oder "Lake Snow" (Grossart und Simon 1993).
Extrazellulare Polymere sind jedoch auch wesentlicher Bestandteil von festsitzenden
Biofilmen, die jede benetzte Oberflache innerhalb von Stunden Uberziehen (Wahl 1989).
Auf geringen raumlichen Distanzen bilden sich hier Sauerstoff- und Substrat-Gradienten
aus, die ein Zusammenleben von Bakterien verschiedenster physiologischer Gruppen
moglich werden lassen (Costerton 1994).

Durch ihre unterschiedlichen Eigenschaften in Bezug auf Ladungsverhdltnisse,
Konformation und hydrophoben Gruppen modifizieren Exopolymere die Umwelt der
Bakterien. Unterliegt aber diese Modifikation einer dkophysiologischen Steuerung?

Sind Mikroorganismen in der Lage, die Ausscheidung von exopolymerer Substanz in
Reaktion auf veranderte Umweltfaktoren zu regulieren?

Konnen sie sie aktiv als Schutz gegen toxische Substanzen einsetzen?

Um diese Fragen auf kausalanalytischer Grundlage klaren zu kdnnen, muf3te ein reduk-
tionistischer Versuchsansatz gewahlt werden, der physiologische Wirkungsmechanismen
aufzeigt. Als Modellorganismus wurde ein Vertreter der im marinen Milieu sehr haufigen
Familie der Vibrionaceae ausgewahlt. Bis zu 75 % mariner Isolate kbnnen aus Bakterien
dieser Familie bestehen (Simidu, et al. 1980). Es handelt sich dabei um Copiotrophe, die
an ein hohes Nahrstoffangebot angepal3t sind. In der meist oligotrophen marinen Umgebung
liegen diese Bakterien in dem physiologischen Zustand des "starvation survival" vor, der
es ihnen ermdglicht, lange "Hungerzeiten* zu Uberstehen. Als fakultativ anaerobe Orga-

nismen Uberleben sie auch Sauerstoff-Defizite.



Eine gute Anpassung an die im Meer auftretenden Strel3faktoren lieR den ausgewéahlten

Organismus als geeignet erscheinen fir die

Untersuchung des Einflusses von Umweltfaktoren

auf die Bildung exopolymerer Substanz.

Bevor jedoch die Ergebnisse auf die Moglichkeit der gezielten Veranderung von
Exopolymeren hin diskutiert werden konnen, sollen noch einmal im Uberblick
Funktionen, Struktur und Bildung der extrazellularen Substanzen erlautert werden, um
zu verdeutlichen, weshalb eine Regulation stattfinden sollte und wo sie physiologisch zu
suchen ist.

Der Zustand des "starvation survival" als physiologische Reaktion der Bakterien zum
Uberleben von Nahrstoffmangelsituationen, der die Ausgangssituation der Testorganismen
in den Versuchen darstellt, wird kurz erlautert.

SchlieRlich ist, um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse einschitzen zu kénnen, eine Be-

schreibung des Testbakteriums notwendig, die im Kapitel 4.1.3 gegeben wird.

4.1.1. Bildung und Struktur bakterieller Exopolymere

Die Zellwand umgebendes, extrazellulares Material, ohne das die Zelle zwar lebensfahig
bleibt, das jedoch ihre Kommunikation mit der Umgebung wesentlich bestimmen kann,
wird zusammenfassend als Glykokalyx (Costerton, et al. 1981) bezeichnet oder in
"Kapsel" und "Schleim" unterteilt. Die kapsuldren Polymere sind mit der Zellwand fest
assoziiert und vermutlich kovalent gebunden (Whitfield 1988), wahrend die Schleime
diffus die Zelle umgeben. Laboruntersuchungen ergaben, dal die meisten Exopolymere
(EP) aus Polymerketten mit Molekulargewichten von 100.000 bis 300.000 Dalton
bestehen (Decho 1990). Die grof3te Masse hiervon machen Exo-Polysaccharide (EPS)
aus, die funktionell und strukturell (Platt, et al. 1985) eng mit Proteinen verbunden
sein kdnnen. Dabei handelt es sich haufig um Glycoproteine (Decho 1990), die nicht nur
enzymatischen Charakter haben, sondern als Informationstrager in Zell/Zell-Kontakten
diskutiert werden (Neu und Marshall 1990).

Oie meisten extrazellularen Polysaccharide im marinen Milieu sind vermutlich
Heteropolysaccharide. Sie bauen sich aus sich wiederholenden Sequenzen einfacher

Hexosen wie Glukose, Galaktose, Mannose, Fucose und Rhamnose auf, Pentosen sind

. . Prtii/<;flccharid-Ketten konnen unterschiedliche Zu-
seltener vertreten. Die einzelnen polysaccridnu

sammensetzungen und Ungen haben und besitzen verschiedene Seitenketten (Sutherland

1977). Neben den Einfach-zuckern sind haufig noch Uronsauren vertreten, die den



Polymeren negative Ladungen und saure Eigenschaften verleihen {Kennedy und
Sutherland 1987).

Prinzipiell kann jedes Molekil, das die Zelle synthetisieren und transportieren kann, in
der Glykokalyx vertreten sein (Neu und Marshall 1990), so z. B. Lipide, Phosphate,
Fettsauren, Aminozucker, Pyruvate. Auch sie spielen vermutlich in der Tertiarstruktur
der Exopolymere eine wesentliche Rolle (Decho 1990).

Fur die untersuchten bakteriellen Exopolysaccharide sind zwei verschiedene
Synthesewege bekannt (Sutherland 1993): Die extrazellulare Synthese dient der Bildung
von Dextranen. Sie ist abhangig von bereitgestellten Saccharid-Molekilen, die durch
extrazellulare Transferase-Enzyme zum Homopolysaccharid verknlpft werden.
Verbreiteter ist die gekoppelte intrazellular-extrazellulare Synthese von Heteropolysac-
chariden, die bei Gram-negativen Bakterien an der inneren Zellmembran lokalisiert ist.
Die Bildung ist hierbei nicht abhéangig vom angebotenen C-Substrat, da die Bausteine Uber
aktivierte Gruppenibertrager wie Nukleotid-diPhosphate (NDP), Phosphoenolpyruvat
(PEP) und CoenzymA aus dem intrazellularen Stoffwechsel bereitgestellt werden
(Sutherland 1993). Eine wichtige, wenn auch bisher nicht eindeutig préazisierte Rolle
dabei spielt Bactoprenol (Synonym: Css-lsoprenyl, Undecaprenyl); es transferiert die
Zucker von den NDP und ist u. U. am Transport durch die Membran beteiligt (Whitfield
1988). Die Exkretion der Polysaccharide aus der Zelle erfolgt vermutlich durch Porine
(Sutcliffe, et al. 1983). Extrazellulare Modifikationen der eigenen Polysaccharide sind
nur im Falle von bakteriellen Alginaten beobachtet worden (Kennedy, et al. 1992).

Eine Veradnderung der Exopolysaccharid-Hulle als Reaktion auf aullere Stref3faktoren
kann nach diesen Aussagen damit nur bei der Synthese und hier neben der genetischen
Kontrolle bei der Steuerung der Verflugbarkeit von Stoffwechselzwischenprodukten
ansetzen. Der wohl haufigste StreRfaktor, dem marine Bakterien ausgesetzt sind, ist die
Nahrstofflimitierung, da die Nahrstoffkonzentrationen in marinen Okosystemen im Mittel

gering sind.

4.1.2. Anpassung mariner Bakterien an das oligotrophe Milieu

Die Kombination der niedrigen Konzentration organischen Kohlenstoffs im Meer und der
gemessenen geringen bakteriellen Produktion im Pelagial fuhrt zu dem Schlu3, dal3 die
meisten marinen Bakterien dem standigen Stre} ausgesetzt sind, mit einem minimalen
Angebot an Nahrstoffen zu Uberleben.

Der Gehalt an geléstem organischen Kohlenstoff ("DOC") im Ozean betragt zwischen 0.3
und 1.2 mg/l (Morita 1982, Morita 1984), Glucose-Konzentrationen liegen im
Nanomol-Bereich (Thurman 1986, Vaccaro, et al. 1968). Turnover-Zeiten des

pelagischen Bakterioplanktons kdnnen mehr als 10 Tage betragen (Gide, et al. 1991).



Mittlere ZellgroRen der Bakterien im Pelagial liegen zwischen 0.02 und 0.12 ~m3
(Fuhrman 1981, Lee und Fuhrman 1987). Zusammen mit der direkten Abh&ngigkeit der
Bakterienproduktivitdt vom Eintrag organischer Substanz durch Phytoplanktonbliten o.
a. (Ammerman, et al. 1984, Cole, et al. 1988) weisen diese Beobachtungen stark
daraufhin, daf? sich die Mikroben meistens in einem physiologischen Zustand befinden,
der als "starvation survival" bezeichnet wird. Dieser ist das Ergebnis eines
Nahrstoffangebots, das zu gering ist, um Wachstum und Reproduktion zu gewéhrleisten
(Morita 1988). Besonders betroffen sind sogenannte "copiotrophe" Bakterien
(Poindexter 1981), die bei organischen Kohlenstoffgehalten von mehr als 2 g/l wachsen
kdénnen, bei geringen Konzentrationen jedoch mit den an geringe Nahrstoffgehalte
angepalten "Oligotrophen” (Poindexter 1981) nicht konkurrieren kénnen (Martin und
MaclLeod 1984). Dennoch dominieren in marinen Gewdassern copiotrophe Bakterien
(Carlucci, et al. 1986), zu denen auch Genera wie Vibrio und Pseudomonas gehoren.

Mit dem Zustand des "starvation survival" gehen eine Reihe von morphologischen und
physiologischen Veranderungen einher: Es kommt zu einem Abbau endogenen Materials
(Boylen und Ensign 1970, Hood, et al. 1986, Horan und Shanmugan 1986) verbunden
mit der Bildung coccoider Hungerzellen von weniger als 0.4 um Durchmesser (Hood und
MacDonell 1987)("Ultramicrocells” (Torella und Morita 1981) oder "dwarf cells"
(Novitsky und Morita 1976)). Von einigen Autoren wird eine reduktive Zellteilung
beschrieben (“reductive division”, (Amy, et al. 1983, Baker, et al. 1983, Nystrom und
Kjelleberg 1987), die zu einem Anwachsen der Zellzahlen um mehrere GréRenordnungen
fuhren kann. Die GroRenreduktion der Hungerzellen fihrt zu einem kleineren
Zellvolumen zu Oberflache-Verhaltnis, und damit zu ginstigeren Substrataufnahme- und
-transportmoglichkeiten. Oliver und Stringer (1984) stellen eine Veranderung der
Membran-Lipide fest, die zu einer erhohten Fluiditdt fuhrten. Diese kdnnte zum
gemessenen Anstieg der Substrataufnahmekapazitat der hungernden Bakterien beitragen.
Unterschiedliche Aufnahmesysteme bieten  schlieB3lich eine weitere
Erklarungsmdoglichkeit (Reichardt und Morita 1982, Davis und Robb 1985, Marden, et
al. 1987). Der Hungerzustand dieser copiotrophen Bakterien wird demnach eingeleitet
von einer aktiven Verdnderung der Zellphysiologie, die es den Organismen ermdéglichen
soll, mit moéglichst wenig Energieaufwand in Zeiten geringen Nahrstoffangebots zu

Uberleben und plétzlich auftretende Substratkonzentrationen effektiv zu nutzen.

4.1.3. Die Okologie von Vibrio anguillarum

Biochemische Untersuchungen (2.1.) stitzen die Hypothese, da3 es sich bei dem anaerob
fermentierenden, beweglichen, copiotrophen Organismus, der wie viele Vibrios auf

selectivem TCBS-Agar wachst und durch das Vibriostaticum 0/129 gehemmt wird, um



einen Vertreter der Art Vibrio anguillarum handelt. Damit gehért er einer in marinen
Gewassern dominierenden Bakteriengattung an (Simidu, et al. 1980, Carlucci, et al.
1986). Eine immunologische Identifizierung wurde nicht vorgenommen. Nach Larsen et
al. (1994) ist unter dem Namen Vibrio anguillarum eine Vielzahl von Serotypen
beschrieben worden, die als Verursacher der Fischkrankheit "Vibriosis" in Frage
kommen und vermutlich sogar verschiedene Spezies Vibriosis erregender Bakterien
umfassen.

Vibriosis ist eine in Aquakulturen geflirchtete Krankheit, die fast 50 verschiedene
Fischarten befallen kann. Es handelt sich dabei um eine blutende Sepsis, wobei sich die
Vibrios hauptsachlich im Blut aufhalten, obwohl sie auch aus anderen Geweben zu
isolieren sind. Die Mortalitéatsrate von Vibriosis, die auch als "Rote Pest" bezeichnet
wird, ist hoch (Austin und Austin 1987).

Vibrio anguillarum ist ein opportunistisch pathogenes Bakterium. Es kann aus dem
Wasser, aus dem Sediment und aus gesunden Fischen isoliert werden (Larsen, et al.
1988). In Gegenwart von Fischen ist die Erndhrungslage gut, in der Wassersaule und im
Sediment jedoch kdénnen Substrate rasch aufgebraucht sein, so dalR es in der Lage sein
muf3, sich rasch auf veranderte Bedingungen einzustellen.

Bei der Adhéasion an lebende Oberflachen und an der Infektion von Fischen moégen
exopolymere Substanzen beteiligt sein. Die Umstande, unter denen eine Krankheit
ausbricht, sind noch nicht geklart. Die Virulenz des Bakteriums ist gekoppelt an einen
Plasmid-codierten Eisen-Rekrutierungsmechanismus, bestehend aus einem Siderophoren
und zwei Proteinen der auferen Membran, die unter Eisen-limitierten Bedingungen
induziert werden (Crosa und Hodges 1981, Crosa, et al. 1980). Toranza et al. (1983)
erkannten bei einer Untersuchung von V. anguillarum und verwandten Stammen, daf} alle
pathogenen sowohl hamolytische als auch hdmagglutinierende Aktivitaten zeigten, konnten
jedoch keine direkte virulente Funktion ableiten, da auch nicht pathogene Stamme
Hamolysine produzierten, bzw. bei bestimmten befallenen Fischen keine Agglutinationen
hervorgerufen wurden. Auch eine Korrelation zwischen der Virulenz von Vibrio
anguillarum und der Cytotoxizitdt der extrazellularen Substanzen konnte nicht
nachgewiesen werden.

Der Nachweis ha@molytischer Aktivitdt der FL2-Kuituren ist somit ein Hinweis auf eine

mogliche Pathogenitat der Bakterien, von ihm kann jedoch nicht direkt auf eine Virulenz
geschlossen werden.



4.2. Veranderung der Bildung und Funktion von Exopolymeren
in  Abhangigkeit von der Sauerstoffverfiugbarkeit

4.2.1. EP-Produktion wahrend der Wachstumsphase

In der Wachstumsphase von FL2 in Gegenwart von Glukose wurden fast ausschlieB3lich
Polysaccharide produziert. Die héchsten Polysaccharidgehalte wurden am Ende der
logarithmischen Phase gemessen. Beim Ubergang in die stationdre Phase ging der Anteil an
Kohlenhydraten auf ein Minimum zurick.

Eine in der spaten Wachstumsphase erhthte Exopolymerproduktion ist fir viele marine
Bakterien typisch {Oecho 1990). Der Abbau der eigenen produzierten exopolymeren
Substanz durch ein Bakterium erfolgt jedoch nach Angaben in der Literatur sehr selten
(Sutherland 1993), da entweder das entsprechende Enzymbesteck fehlt oder aber die En-
zyme wie im Falle der Azotobacter -Alginat-Lyase im Periplasma lokalisiert sind, wo sie
mit exkretierten Polymeren nicht mehr in Kontakt kommen (Kennedy, et al. 1992).
Dennoch ist die bei FL2 beobachtete Abnahme der exopolymeren Substanz, die auch Anton
et al. (1988) bei dem Archaebakterium Haloferax mediterranei beobachteten, nur durch
katabolische Prozesse zu erklaren. Die in den Exopolysacchariden enthaltenen Zucker
stellen Kohlenstoff- und Energiequellen dar, die bei Einsetzen von Substratmangel genutzt
werden kdnnten, wenn sie dem Zitronensaurezyklus zugefiihrt wirden. Werden sie nicht
genutzt, liegt die Vermutung nahe, dall sie auch bei Kohlenstoffmangel eine wichtige
extrazellulare Funktion zu erfullen haben. Auch in den Fallen, in denen sich die in der
logarithmischen bzw. stationdaren Phase produzierten Exopolymere voneinander

unterscheiden (Abe, et al. 1984, Christensen, et al. 1985), nehmen diese wahrscheinlich

verschiedene Funktionen wabhr.

4.2.2. EP-Produktion unter Corg-Mangelbedingungen

Die von FL2 in der stationdren und auch in de. Substraf-verarmten Phase neu gebildeten
Exopolymere zeichnen sich im Gegensatz zu denen der logarithmischen Phase durch e,nen
mit der Expositionszelt wachsenden Pro.elnan.eil aus. Der Quotient aus Kohlenhydrat-
und Piotelnanteil in den Exopolymeren sink, un.er aeroben Bedingungen innerhalb von
50 Stunden von anféanglich 13 au, weniger als zwei, wahrend de, Quotien« unter
anaeroben Bedingungen schon nach 10 Stunden einen konstanten Wert von weniger als
zwei erreicht aufgrund eines schnelleren Anstiegs der Proteinkonzentratio

Hierbei handelt es sch vermutlich um eine Parallele zu der von Kragelund und Nybroe (



1994) beschriebenen Bildung von spezifischen Proteinen in der auReren Membran und
dem Auftreten intrazellularer Stref3-Proteine handeln:

Bei Auftreten von Strel3faktoren wie z.B. Nahrstoffmangel in Vibrio-Kulturen kommt es
zu einem "stringent response"- einer Verringerung der rRNA-Synthese durch erhéhte
Konzentrationen von ppGpp (Guanosin-5'diphosphat-3'diphosphat), die vermutlich die
Initiation der Transkription oder die Kettenverlangerungsreaktion bei der
Proteinsynthese hemmt (Jensen und Pedersen 1990). Der Perzeption der
Mangelsituation erfolgt wahrscheinlich Uber ungeladene tRNA-Molekile, die die
stringente Kontrolle auslésen, wahrend die erhdhten ppGpp-Konzentrationen als Signale
in der Zelle wirken (Nystrom 1989, Nystrom, et al. 1990). Von dem gemeinsamen
regulatorischen rel-Gen der stringenten Antowort wird die anschlieRende Synthese
starvation-spezifischer Proteine induziert, die z.T. fur einzelne Stref3faktoren zum Teil
spezifisch sind.

Wie die Synthese von intrazellularen Stref3-Proteinen kdnnte auch die Freisetzung
extrazellularer Moleklle eine spezifische StreRantwort sein. Nystrom unterteilt die
starvation-Proteine funktionell in zwei Gruppen: 1. in Proteine, die die Integritdt und das
Uberleben der Zelle unter Hungerbedingungen sichert, z.B. durch erhohte
Autolyseresistenz, und 2. in Proteine, die bei Wegfall des StreBph&nomens eine
"Erholung" der Zelle ermoéglichen (Nystrom 1989). Im Falle der exopolymeren Proteine
ist eine ahnliche Unterscheidung denkbar: Indem EP-Polysaccharide eine hydratisierte
Hille bilden, in der physikalische Bedingungen konstant gehalten werden, ist fur
extrazellulare Enzyme ein Reaktionsraum geschaffen, in dem sie von den EP-
Polysacchariden adsorbierte Nahrstoffe hydrolysieren und der Zelle zuganglich machen
kdnnen (extrazellulare enzymatische Funktion. 4.2.3.). Die Bindung von schéadigenden
Stoffen wie z.B. Schwermetallen durch Proteine oder Polysaccharide hélt diese von der
Zellmembran fern (Schutzfunktion, siehe 4.2.4.). Eine Madoglichkeit, die &auflleren

Umstande der Zelle aktiv zu verbessern, besteht, wenn die Zelle ihre Position verandert
z. B. durch Adhéasion (Siehe 4.2.5.)

4.2.3. Exopolymere Proteine mit enzymatischer Aktivitat

Eine der wenigen Studien Uber exoenzymatische Aktivitat unter Hungerbedingungen, die
zusammenfallt mit der Produktion eines Exopoiysaccharids, verodffentlichten Albertson et
al. (1990) fur einen Vibrio und einen Pseudomonas-Stamm. Sie stellten fest, dal3 die
extrazellulare proteolytische Aktivitat wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes
von 120 Stunden mefRbar blieb. Das Maximum lag bei 4 bis 5 Stunden. Extrazellutare

proteolytische Aktivitat war auch fur FL2 unter Hungerbedingungen zu messen mit einem



raschen Anstieg der Enzymaktivitat in den ersten 10 bis 20 Stunden. Aber auch nach 170
Stunden waren sowohl die unspezifischen Esterase- (4.05 bzw. 1.6 ngh-1ml*1) als auch
Proteinase- und Chitinase-Aktivitaiten mefRbar, wobei die proteolytischen Enzyme die
hochste Aktivitat aufwiesen, was auch fir Sedimentproben gefunden wurde (Reichardt
1986).

Sowohl Esterase- als auch Proteinase-Aktivitdten zeigten erhéhte Umsetzungsraten unter
oxischen Bedingungen (4.05 gegenuber 1.6 |[xgh'lm]|-1, bzw. 172 gegeniber 106 ngh'
1ml 1), wahrend Chitinasen hohere Aktivitadten nach 170 Stunden anaerober Inkubation
aufwiesen (30 gegentber 13 ngh'lml'l). Eine Verringerung der Protease-Aktivitat
unter reduzierten Bedingungen fand auch Reichardt (1986) bei der Untersuchung von
Sedimentbakterien. Parallel ermittelte Plattenkeimzahlen lieBen auf kurze Persistenz
dieser Enzyme schlieBen, wahrend die Aktivitdt von Chitinasen Uber einen langeren
Zeitraum anhielt. Eine Fortdauer der Aktivitdt einmal produzierter Chitinasen bietet
jedoch im vorliegenden Fall keine ausreichende Erklarung, da die chitinolytischen
Umsetzungsraten nach anaerober Inkubation mehr als doppelt so hoch sind wie nach
aerober. Diese Beobachtung weist eher auf eine Anpassung an die Verwertung
persistierender Makromolekiile unter anaeroben Bedingungen hin.

Die gemessene Esterase-Aktivitat war, verglichen mit Werten, die fur Biofilme in unter-
schiedlichen Flissen gefunden wurden, gering. In Biofilmen des eutrophen "Nant Waen"
Flusses erreichte sie um den Faktor zehn hdhere Werte pro Flache als im vorliegenden
Ansatz pro Volumen, wahrend sie in Biofilmen des oligotrophen Clywedog nach 30 Tagen

noch um den Faktor funf héher lag (Jones und Lock 1989).

Weitere Enzyme, die von FL2 produziert werden, sind thermolabile Hamolysine. Diese
wurden sowohl von wachsenden Kulturen produziert, als auch in der exopolymeren
Fraktion von hungernden Zellen (3.2.3.2.). Die hamolysierende Aktivitdt unter anaeroben
Bedingungen ist geringer. Hamolysine sind an der Virulenz von V. anguillarum wesentlich
beteiligt (Munn 1980). Es gibt jedoch Hinweise, dall sie nur wahrend der stationaren
Phase gebildet werden (Austin und Austin 1987), die in ihren physiologischen

Auswirkungen Ahnlichkeiten mit Nahrstoffmangel-Bedingungen hat.

Die hamo-, chitino- und proteolytischen Enzyme sind neben anderen somit fiir einen Teil

der unter Hungerbedingungen exkretierten Proteine verantwortlich.



Bei Versetzen extrahierter Exopolymere mit einer Mischung von Cu-, Cd- und Co lonen
und anschlieBender Auftrennung in der Saulenchromatographie ergaben sich fur die
aufgefangenen Fraktionen mit Polysaccharid-Maxima erhohte Kadmium- und, vermutlich
auf Grund von Konkurrenzerscheinungen (Rudd, et al. 1984), geringere Kobalt-Werte.
Kupfer dagegen war in vergleichbaren Konzentrationen nur nachzuweisen, wenn sich auch
Proteine bei den Polysacchariden befanden. Unter aeroben Bedingungen waren die
Kadmiumgehalte deutlich mit den Kohlenhydratgehalten der Exopolymere korreliert.
Unabhangig vom Redoxpotential galt das Gleiche fur Kupfer und die Proteingehalte.

Die Zusammensetzung aus verschiedenen Makromolekilen beeinfluBt somit, welche
Metalle an die exkretierten Schleime adsorbiert werden

Dieses steht im Widerspruch zu der Hypothese von Irving und Williams (1948), die die
folgende, viel zitierte generelle Abfolge von Komplex-Stabilitaten zweiwertiger Metalle
mit complexierenden Agentien verotffentlichten:

Pb>Cu>Ni>Co>2Zn>Cd> Fe > Mn > Mg (Irving und Williams 1948).

Rudd et al. (1984) fanden Stabilitatskonstanten von Cu-, Co- und Cd-lonen mit
extrazellularen Polymeren von Klebsiella aerogenes von 7.69, 5.48 und 5.16, die der
angegebenen Tendenz entsprechen.

Insbesondere die Bindung von Kupfer durch Polysaccharide ist vielfach beschrieben
worden (Bitton und Freihofer 1978, Mittelman und Geesey 1985, Rendleman 1978,
Rendleman 1978), aber auch Schreiber, Harwood und Gordon (1990) fanden, daf
extrazellulare Proteine von Vibrio alginolyticus fur die Adsorption von Kupfer
verantwortlich sind (siehe auch Schreiber, et al. 1990).

Exopolysaccharide binden divalente Metallionen meist durch ionische Bindung an ihre
Carboxylgruppen (bei sauren Exopolysacchariden) bzw. durch schwache elektrostatische
Wechselwirkungen (bei neutralen Molekilen) (Geesey und Jang 1989). Dall entgegen
der Stabilitatsreihe Kadmium starker an das vorliegende Exopolymer bindet als Kobalt,
kdnnte ein Hinweis auf den sauren Charakter des Polysaccharides sein: Kadmium hat einen
groBeren Atomradius aufgrund seiner Elektronenkonfiguration bzw. Kernladungszahl als
Kobalt und zeigt damit starkere Wechselwirkungen mit geladenen Gruppen.

Die Wirksamkeit der metallbindenden Exopolymere als Schutzhille wird in 4.3.4.
diskutiert.



4.2.5. Adhasion unter Hungerbedingungen und Hydrophobizitat

Als weitere Funktionen von Exopolymeren neben der Aufrechterhaltung eines Mikro-
habitats mit Na&ahrstoffanreicherung, Schutz gegen Toxische Stoffe und raumlicher
Begrenzung enzymatischer Aktivitat wird die Erleichterung von Adhasion und Aggregation
diskutiert. Durch Anheften an eine Oberflache, bzw. aneinander zur Bildung von
Partikeln, die u.a. aus Bakterien extrazellularen Polymeren bestehen, kénnen die sonst
passiv verdrifteten Zellen den Wasserkorper wechseln und dem FralRdruck entgehen
(Jurgens und Gude 1994). ZellgroBe (Andersson, et al. 1986), Exopolymerbildung
(Jirgens und Gide 1990) und Hydrophobizitat (Jurgens und Gide 1994) scheinen die
Grazing-Rate von Protozoen auf Bakterien zu beeinflussen.

Es galt mit diesem Versuch zu prifen, ob sich die Eigenschaften Hydrophobizitat und
Exopolymer-vermittelte Adhasion von Vibrio anguillarum mit dem Aufenthalt unter
Nahrstoffmangel verandern und ob die Exposition in Sauerstoff-freier Umgebung einen

EinfluR hat.

Wahrend als "Adsorption” nur die Anlagerung von Molekilen aufgrund Brown'scher
Molekularbewegung an eine Grenzschicht bezeichnet wird, wird der Terminus "Adhéasion”
zur Beschreibung der Bindungsenergie zwischen zwei Oberflachen benutzt (zwei
Oberflachen adharieren, wenn Energie aufgewendet werden muf3, um sie zu trennen). An
der Adhéasion von Bakterien an Oberflachen sind Uber die Entfernung einiger Nanometer
wirkende ("iong-range forces") Kréafte und Uber eine geringere Distanz ( short-range
forces") wirkende Krafte sowie sterische Interaktionen wirksam (Neu und Marshall
1990). Die fur die erste Phase der Anheftung verantwortlichen Wechselwirkungen
werden in guter Naherung durch die DLVO-Theorie (gleichzeitig von Q.erjaguin und
Landau, sowie Verwey und Qverbeek fir ein ideales System mit nicht-lebenden Partikeln
entwickelt) beschrieben. Dabei bestimmen Van der Waals-Krafte und elektrostatische
Wechselwirkungen die Anderung der Gibbs’schen Freien Enthalpie, die eine Adhision
thermodynamisch moglich werden 14t (Rutter und Vincent 1984). Van der Waals-
Krafte wirken anziehend, elektrostatische in der Regel abstoRend, da sowohl Bakterien als
auch die meisten natiurlichen Oberflachen eine negative Ladung aufweisen (Harden und
Harris 1953).

Die ladungsabhéangige AbstoBung isl stark abhangig von de- lonenstarke des Mediums, da
sich durch die Anlagerung von Kationen die effektive Dicke der elektrischen Doppelschicht
verdndert. Bei mittleren lonenstdrken von z. B. 0.1 |i (VanLoosdrecht. et al. 1990)
kommt es dadurch zur Ausbildung eines sekundaren Minimums, das zur revers.blen

Adhésion von Bakterien fuhrt. In diesem Zustand - wenige Nanometer von der Oberflache



entfernt - kdnnen sich die Zellen leicht wieder ablosen. Zu irreversibler Adhéasion, die
nur durch Produktion bestimmter Polymere oder Aktivitdt von Enzymen uberwunden
werden kann (Neu und Marshall 1990), kommt es, wenn das primare energetische
Minimum erreicht ist. Es kann durch die DLVO-Theory nur qualitativ beschrieben
werden, da bei dieser Distanz spezifische Wechselwirkungen zwischen Makromolektlen

auftreten, die sich z. B. sterisch behindern und Wasserstoffbriicken ausbilden.

4.2.5.1. Adhésion unter aeroben Hungerbedingungen

Bei einer lonenstarke von 1=0.2 im "Marine Mineral Medium” war bei dem Versuch zur
Adsorption an Oberflachen das Auftreten beider Minima mdglich. Eine Unterscheidung
zwischen reversibler und irreversibler Bindung wurde im vorliegenden
Adsorptionsversuch nicht vorgenommen. Sie wird haufig subjektiv nach der Anzahl der
Waschgange des Substrates eingeschatzt (Hermansson und Marshall 1985, Kjelleberg,
et al. 1983). Um alle adhérierten Zellen zu erfassen, wurden die Substrate wenige Male
vorsichtig in neues Medium getaucht, um nur Uberstehendes Wasser mit darin
enthaltenen Bakterien auszutauschen (Kjelleberg und Hermansson 1984).

Die exponierten Glasoberflachen kénnen als Beispiel angesehen werden fir nattrliche
Silikate und Oxide (VanLoosdrecht, et al. 1990). Sie sind durch die Freisetzung von
Protonen und Bildung von Si-O'-Gruppen im Wasser hydrophil mit negativer Ladung.
Van Loosdrecht et al. (1990) zeigten in einem Vergleich von Polystyrol (hydrophob,
negative Ladungen) und Glas, dal} bei der hydrophilen Oberflache die elektrophoretische
Mobilitéat (entspricht in Anndherung dem elektrischen Potential) bestimmend fir die
Adhasion ist, wahrend hydrophobe Charakteristika , gemessen als Kontaktwinkel mit der
Wasseroberflache ("contact angle"), den Prozel? kaum beeinflussen.

Daher miRte bei einer Kurzzeit-Inkubation davon ausgegangen werden, dall das
elektrische Potential der Zelloberflache eine Adsorption an das Glas verhindert. Bei einer
Inkubationszeit von einer Stunde ist jedoch die hohe Oberflachenenergie von sauberem
Glas zu beriicksichtigen, die zu einer raschen und starken Adsorption von Molekilen aus
der Losung fuhrt (Fletcher 1990). Der Gehalt an organischen Molekilen im
nahrstoffarmen Medium sollte sehr gering sein, dennoch ist er aufgrund bakterieller
Exudate und Verschleppungen nicht gleich Null zu setzen. So kann von der Bildung einer
organischen Schicht auf dem Glas innerhalb der ersten Stunde ausgegangen werden, die
ausreichend ist, hydrophobe Wechselwirkungen mit Molekilen auf der
Bakterienoberflache zu induzieren. Nach Baier liegen die durch Adsorptionsprozesse
veranderten Oberflachenenergien der meisten natirlicher Substrate unabhangig von der

urspringlichen Oberflache in einem Bereich von 30 bis 40 dyn/cm 1 (Baier 1981).



Im rasterelektronenmikroskopischen Vergleich der Besiedlung von Oberflachen ist die
Adsorption der Zellen auf Glas nach drei Stunden eher gering. Im Verlauf der nachsten 40
Stunden aerober Inkubation nimmt sie bei aerober Inkubation noch weiter ab, obwohl der
hydrophobe Charakter der Glasoberflache durch Anlagerung der Molekile zunimmt und
das elektrische Potential infolgedessen eine geringere Rolle als die Hydrophobizitat der
Zelle spielt.

Die gemessene Hydrophobizitat von FL2-Zellen unter aeroben Bedingungen ist nach den
vorgeschlagenen Kriterien von Santos et al. (1990) als moderat (20-50 %
Veranderung), unter anaeroben Bedingungen als stark (>50 % Veranderung) zu
bezeichnen. Damit liegt es im Bereich der fur einige Stamme des Serotyps 02 von Vibrio
anguillarum auf die gleiche Weise bestimmten hydrophoben Charakters . Nach Enger et
al. (1990) dagegen hat Vibrio anguillarum keine ausgepragten hydrophoben
Eigenschaften. Diese unterschiedlichen Aussagen unterlegen die Behauptung von
Rosenberg und Kjelleberg (1986), dall die Hydrophobizitat der Oberflachen zwischen
einzelnen Stdmmen unterschiedlich sein kann, sich aber auch stark in Abh&ngigkeit der
physiologischen Bedingungen verandert.

Von mehreren Autoren wurde eine Zunahme der Hydrophobizitat unter optimalen Bedin-
gungen festgestellt (Marshall, et al. 1971, Van Loosdrecht, et al. 1987), wahrend andere
eine Zunahme hydrophober Eigenschaften mit andauernder N&hrstofflimitierung beobach-
teten (Allison und Sutherland 1987, Kjelleberg und Hermansson 1984, Kjelleberg, et
al. 1985). Dawson et al. (1981) interpretierten dies als "Taktik™ mariner Vibrios, dem
Nahrstoffmangel durch Adhéasion an Oberflachen, die von abbaubaren organischen
Molekllen bedeckt sind, zu entkommen.

Fur den Stamm FL2 kann diese Beobachtung nicht bestétigt werden, da die Zellen - unab-
hangig von der Sauerstoffverfugbarkeit - mit zunehmender Hungerzeit hydrophiler
werden. Damit erringen sie einen Selektionsvorteil, da Untersuchungen, gestutzt durch
"Mikrosphéarenversuche” darauf hindeuten, da3 der FraBdruck auf Bakterien mit deren
Hydrophilie abnimmt (Jirgens und Gude 1994).

AuRerdem nimmt die Adhéasionsrate ab. An Glasoberflachen, die nach 40 Stunden
eingebracht worden sind, hat sich die Besiedlungsdichte von Hungerzellen bereits nach
einer Stunde aerober Inkubation um zwei Zehnerpotenzen verringert. Hydrophobe
Wechselwirkungen sind minimal geworden, und die abstofRenden Kréafte beruhen
vermutlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen, wenn nicht - ebenso wie bei der
einstindigen Inkubation zu Beginn des Versuchs - mit der sofortigen Adsorption von
organischen Molekillen zu rechnen ist. Die Konzentration von Makromolekilen im Medium
steigt unter Hungerbedingungen an. AXESHRERE FQlymere kénnen Van der Waals- und
elektrostatische Wechselwirkungen beeinflussen, und wenn sie beide Oberflachen

bedecken, erfolgt eine AbstoBung durch sterische Behinderung. Auf der anderen Seite



kdnnen durch Brickenbildungen starke Bindungen entstehen (VanLoosdrecht, et al.
1990). Neu und Marshall (1990) betonen, daf3 nicht nur die Zusammensetzung der
Polymere, sondern auch die Konfiguration und die Konformation eine wichtige Rolle in den
Adsorptionsprozessen spielen. Somit ist eine Aussage Uber die Funktion von Polymeren
aufgrund ihrer chemischen Analyse schwierig, zumal es nach erfolgter Adhasion zur
Produktion von weiteren Makromolekilen kommt, die zur Biofilmbildung filhren kann
(Allison 1993, Allison und Sutherland 1987). Die Abnahme der adsorbierten Zellen
unter aeroben Bedingungen mit der Zeit weist jedoch auf Ablésungsprozesse hin, fur die
die Produktion von Exopolymeren aufgrund raumlicher Behinderungen oder enzy-

matischer Aktivitdt verantwortlich sein kann.

4.2.5.2. Adhasion unter anaeroben Bedingungen

Ein anderes Bild zeigt die Inkubation unter anaeroben Bedingungen. Hier l6sen sich die
Zellen Uber die Zeit nicht ab, sondern der Bedeckungsgrad nimmt zu. Die Zahl der pro
Stunde adhéarierenden Zellen ist zu Beginn so grol} wie nach 40 Stunden im anaeroben
Hungermedium. Der Grund fir das unterschiedliche Adhasionsverhalten kann nicht in
physiko-chemischen Reaktionen zu suchen sein, da bei der Zusammensetzung des Mediums
eine Reduktion einzelner Komponenten, deren Adsorption zu Ladungsveranderungen
fuhren koénnte, nicht zu erwarten ist. Die stérkere Hydrophobizitdt der anaeroben Zellen,
die ebenfalls mit andauernder Hungerphase abnimmt, sollte eher zu einer verstarkten
Anheftung zu Beginn der Inkubation fihren. Somit missen andere Mechanismen wirksam
sein, die in der physiologischen Antwort der Zellen auf reduzierte Verhaltnisse zu suchen
sind:

Da der Inkubation unter N&hrstoffmangel jeweils eine exponentielle Wachtumsphase
unter den entsprechenden Sauerstoff-Bedingungen vorausging, erfolgte die En-
ergiegewinnung der anaerob inkubierten Bakterien durch die viel ineffizientere
Fermentation von Glucose (ATP-Bildung durch Abbau von einem Mol Glucose: aerob: 38
Mol ATP, anaerob 2 Mol ATP). Dieses auflert sich in langsameren Wachstumsraten und
einer Abnahme der mittleren ZellgroRe: Die Medianwerte der Biovolumina von FL2-
Zellen sind schon zu Beginn der anaeroben Hungerphase um 45 % kleiner als die aeroben.
Mikroskopisch ist eine Mobilitdt in aerob, nicht jedoch in anaerob gehungerten Zellen,
noch nach drei Stunden noch zu beobachten. Vermutlich wurde die Energie fir Motilitat
eingespart, und die Zellen waren nicht mehr beweglich, als sie in das limitierende
Medium Ubertragen wurden. Damit beschranken sich die Moglichkeiten der Bakterien,
sich der Oberflache zu néhern, auf diffusiven Transport durch die laminare Grenzschicht
Uber Oberflachen. Dagegen kdnnen die aeroben Bakterien mit Hilfe ihrer polaren Geif3eln

einem Konzentrationsgradienten in Richtung der Oberflache aktiv folgen (VanLoosdrecht,
et al. 1990).



Die Zunahme der angehefteten Zellen innerhalb der ersten Stunde ist damit auf die Anzahl
der zufalligen Oberflachen-Kontakte zuriuckzufuhren, die danach durch
Wechselwirkungen stabilisiert wurden: Zum einen traten hier hydrophobe Bindungen auf,
denn die Bakterienoberflachen zeigten nach 25 h noch eine moderate Hydrophobizitat.
Zusatzlich kénnen freigesetzte Fermentationsprodukte wie Formiat, Acetat, Laktat zum
organischen Film der Glasoberflachen beigetragen haben. Zum anderen kénnten die in

hohem MafRe sekretierten Proteine bindende Funktionen erfillen.

4.2.5.3. Zusammenfassende Darstellung des Adhasionsverhaltens

Bereits kurze Zeit (40 h) nach Einsetzen der Corg-Limitierung liegt die anfangliche
Adhéasionsrate aerober Zellen um zwei GréRenordnungen hinter der fast unverandert
gebliebenen Adhéasionsrate anaerober Zellen zurick. Vermutlich ist hier zwischen zwei
Ursachen zu unterscheiden:

a) Die aerob angewachsenen Zellen haben die Fahigkeit zur aktiven Bewegung, verlieren
diese aber im Laufe des Versuchszeitraumes. Dagegen besitzen die anaerob inkubierten
Zellen diese Eigenschaft von vornherein nicht. Damit ist die sehr hohe Zellzahl im aeroben
Ansatz auf chemotaktisches Verhalten in Richtung Oberflache zuruckzufuhren, wéhrend
die Ubrigen Anheftungen nur nach Zufallskontakten erfolgen.

b) Anaerob inkubierte Zellen sind scheinbar fest, d. h. irreversibel mit Hilfe von
abgeschiedenen Polymeren, an die Oberflache des Substrats gebunden: Die Bakterien
beider Anséatze zeigten wahrend des Versuchs hydrophobe Oberflacheneigenschaften - bei

den anaeroben starker ausgepragt - mit abnehmender Tendenz wahrend des Versuches.

Unter der Annahme, daB sich die Oberflachenenergie des Glases durch
Adsorptionserscheinungen verringert hat, ware bei abnehmender Hydrophobizitat der
Zellen mit verringerten Adhé&sionsereignissen zu rechnen. Dies wird im Falle der aeroben
Inkubation experimentell bestéatigt. Der starke Gegensatz zwischen aerobem und
anaerobem Ansatz lalt den Schlu3 zu, dal3 hier zusatzlich positive und negative Effekte
wirksam werden. Ein Vergleich der anfanglichen Besiedlungszahlen mit der Entwicklung
Uber die ersten 40 Stunden zeigt aerob eine Abnahme, was auf aktive Abtrennung
hindeutet, anaerob eine leichte Zunahme. Die Fahigkeit, sich nach der Anndherung an eine

Oberflache auch dort festzusetzen, ist mit der Exkretion von "adhesiven Polymeren" (Neu

und Marshall 1991) verbunden.

Bei der Suche nach einer Erklarung fir die verstarkte Adhdasion unter anaeroben
Bedingungen ist zu berucksichtigen, dafl Bakterien aufgrund ihres spezifischen Gewichts
und ihrer geringen GrofRRe (niedrige Reynoldszahl) den Wasserkdrper, in dem sie sich

befinden, nicht ohne Anheftung an Vektoren entkommen wirden. Allerdings koénnen



Stressfaktoren wie Nahrstoffmangel auch innerhalb ein und derselben Wassermasse
fleckenhaft verteilt auftreten. Daher kann ein pelagischer Aufenthalt mit der unter
Umstanden noch erhaltenen Fahigkeit zur Chemotaxis gelegentlich vorteilhafter sein als
eine langfristige Anheftung an die Oberflache eines Vektors. Wenn die Fahigkeit zur
Chemotaxis jedoch nicht mehr besteht, bildet sich um die Zelle eine "Mass transfer
boundary layer" (Breznak, et al. 1984), in die Substrate nur noch diffundieren kdénnen.
Durch Ausbildung von lockeren, grof3-volumigen Aggregaten durch Exopolymersekretion
wird die Substrat-adsorbierende Oberflache vergroert und auch der Spielraum fur
extrazellulare Enzymaktivitdten erweitert.

Fur diese Erklarungsmdoglichkeit spricht auch die Beobachtung, dall die Adhasion von
Pseudomonas bis zu einem gewissen Grad mit auftretenden Scherkraften zunimmt
(Mittelman, et al. 1990).

Anoxische Bedingungen sind jedoch im freien Wasserkérper aufgrund diffusiver Effekte
nicht kleinrdumig verteilt. So koénnte es unter anaeroben Bedingungen ein Selekti-
onsvorteil zu sein, sich an Oberflachen (Partikel) anzuheften und sich mit ihnen relativ
zum Wasserkdrper fortzubewegen. Unter nahrstoffarmen Bedingungen kommt hinzu, dafd
die Uberlebensfahigkeit im anoxischen Milieu geringer als in Gegenwart von Sauerstoff
ist (Heise und Reichardt 1991). So betrachtet wirden also nur jene Zellen uberleben,

die innerhalb kirzerer Zeitrdume anaerobe und nahrstoffarme Bedingungen verlassen

kdnnen.



4.3. Der EinfluB wvon Schwermetallen auf die Exopolymerse-
kretion

Die Metall-bindende Kapazitat von Exopolymeren ist seit langem bekannt, ihr Einsatz in
der Abwasserindustrie zur Ausfallung von Schwermetallen wird diskutiert (Weiner, et
al. 1985). Fraglich ist jedoch, inwieweit Bakerien unter nahrstoffarmen Bedingungen in
der Lage sind, durch die Exkretion hochmolekularer extrazellularer Molektle auf erhohte
Metallkonzentrationen zu reagieren und damit toxische Effekte zu verringern.

Vor der Diskussion dieser Frage soll zunéchst ein Uberblick gegeben werden (iber die Ein-

teilung von Schwermetallen nach ihrer Reaktivitdit und die daraus folgenden toxischen

Wirkungen.

4.3.1. Okochemie und Okotoxikologie von Schwermetallen unter
besonderer Berlcksichtigung von Kupfer, Kadmium und Kobalt

Als Schwermetalle werden Metalle mit einem spezifischen Gewicht von mehr als 5 be-
zeichnet mit Ausnahme der Lanthaniden und Actiniden (Collins und Stotzky 1989). Eine
Klassifizierung nach ihrem chemischen Verhalten nahmen Pearson (1968), sowie
Nieboer und Richardson (1980) vor. In Anlehnung an das Lewis-Konzept von Sauren und
Basen unterteilte Pearson die Schwermetalle in "starke Sauren” mit hoher Ladungsdichte
und stabilen Elektronenkonfigurationen, die bevorzugt lonenbindungen eingehen, und in
"schwache S&uren™, entsprechend mit geringer Ladungsdichte und teilweise nur einzeln
besetzten Elektronenschalen, so dal} vorzugsweise kovalente Bindungen ausgebildet
werden (Pearson 1968). Nieboer und Richardson (1980) kritisieren an dieser als
"HSAB" bekannten Theorie, dal sie zur Betrachtung anorganischer Systeme nitzlich ist,
jedoch biologisch relevante Interaktionen nicht berlicksichtigt. Sie schlagen daher eine
Klassifizierung vor, die auf Gleichgewichtskonstanten fur Metallionen-Ligande-Komplexe
beruht. Danach werden Metallionen hoher Ladungsdichte und abnehmender Stabilitat der
Komplexe z. B. von Fluor zu Jod und von Sauerstoff zu Selen in die Klasse A gruppiert’.
Die zugeteilten Metalle entsprechen dabei weitgehend den "harten Sauren der HSAB-
Theorie: Zur Klasse A zahlen die Elemente der |. und Il. Hauptgruppe (mit Ausnahme der
Protonen), die Ill. Nebengruppe und Aluminium. Viele dieser Kationen erflullen wichtige
biologische Funktionen. Zum Beispiel dienen Ca2* und Mg2- zur Stabilisierung

extrazellularer oder intrazellularer Strukturen (Nieboer und Richardson 1980).

1Weiterhin gelten folgende Komplexstabilitédts-Verhéaltnisse: N>As; 0>N>S
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Tendenzen in der Komplexbildung der Metallionen in Klasse B sind denen der Klasse A
entgegengesetzt. Klasse B-Metallionen haben keine biologische Funktion und sind meist
toxisch. Die Grenze von den Klasse B zu den Borderline-lonen verlauft flieRend. Zu den
Borderline-lonen gehdren einige als Spurenelement wichtige "Mikro-Nahrstoffe" wie z.B.

Fe2+ und Cu2+ (Collins und Stotzky 1989).

Die Einteilung von Nieboer und Richardson nach der chemischen Reaktivitat ist fur die
Einschatzung der Toxizitat eines Elements sehr nitzlich, da sie durch die Affinitdt zu be-
stimmten funktioneilen Gruppen bestimmt wird. Klasse B- und Borderline-lonen bilden
sehr stabile Komplexe mit Zellkomponenten, sie haben eine hohe Affinitdt zu Sulphydryl,
Disulfid-, Phosphat- und Aminogruppen und koénnen somit Klasse A-Elemente
verdrangen. Dadurch kann es zur Blockierung funktioneller Gruppen oder zur
Veranderung der aktiven Konformation eines Molekils oder Enzyms kommen (Collins und
Stotzky 1989).

Resistenzmechanismen, die haufig extrachromosomal- oder Plasmid-lokalisiert sind
(Gadd und Griffiths 1978), sorgen daher fir einen moglichst kurzen Aufenthalt in
aktiver Form in der Zelle.

Sie werden in den Zellen entweder enzymatisch Uber Oxidasen, Reduktasen, (de-)
aikylierende Enzyme in ihrer toxischen Form neutralisiert, Gber hochspezifische Efflux-
Systeme hinaustransportiert, oder aber die Aufnahme wird blockiert u. U. durch Bindung
an extrazellulare Komponenten (Silver, et al. 1989).

Die teilweise oder vollstandige Bindung von Metallionen reduziert bzw. eliminiert ihre

toxische Wirkung (Gadd und Griffiths 1978).

Kupfer-, Kadmium- und Kobalt-lonen gehdren zu den Borderline-lonen. |hr Klasse B-
Charakter nimmt in folgender Richtung zu: Co2+ > Cd2+ > Cu2+.

Borderline-lonen kdnnen mit verschiedenen Kategorien von Liganden Komplexe bilden,
wobei mit zunehmenden "Klasse B"-Eigenschaften starkere Wechselwirkungen mit Stick-
stoff- und Schwefel-Verbindungen in biologischen Molekiulen auftreten (Nieboer und
Richardson 1980).

Kobalt- und Kupfer-lonen sind essentielle Mikrondhrstoffe fur alle Organismen (Brock,
et al. 1994): Kobalt ist der zentrale Co-Faktor des Vitamins B12 (Kobalamin). Kupfer
spielt eine Rolle in Respirationsenzymen. Kadmium dagegen erfillt keine bekannte
biologische Funktion. Mutagene, karzinogene und teratogene Eigenschaften sind
nachgewiesen (Degrave 1981). Die Verteilung von Kadmium im Meerwasser zeigt eine

enge Koppelung mit N&hrstoffzyklen: In den oberen Wasserschichten sind die



Konzentrationen gering (0.2 - 60 ng literl = weniger als 1 nmol literl). Dagegen
nehmen sie mit der Tiefe zu (Tiefenwasser: 0.1 - 125 ng literl). In Randmeeren ist die
Konzentration erhoht (10 bis 60 ng literl), im anoxischem Tiefenwasser jedoch stark
verringert (Fowler 1990, Kremling, et al. 1987).

Die Kupferverteilung im Wasser zeigt dhnliche Tendenzen:

Gegentiber 11-13 nmol literl in oxischem Wasser, ist die Konzentration im anoxischen
auf 0.1 nmol literl abgesunken.

Kobalt dagegen wird aus dem Sediment remobilisiert und zeigt hohe Werte in anoxischem
Wasser von ca 2 nmol literl gegeniiber 0.1 bis 0.2 nmol literl an der Oberflache der
Ostsee (Kremling, et al. 1987). Sedimentwerte von Kupfer und Kadmium kdénnen im Ge-
gensatz zur Wassersaule hohe Konzentrationen ergeben: In der Bucht von San Francisco
gemessene Werte lagen im ~-Bereich (MacDonald 1989).

Die Gesamtkonzentration von Metallionen sagt jedoch noch nicht viel Uber deren Toxizitat
und die Anreicherung in der Nahrungskette aus. Diese werden neben anderen Faktoren wie
biologischer und physikochemischer Remobilisierung davon bestimmt, in welcher Kom-
plexierung die lonen vorliegen. Stumm und Bilinski (1973) z&hlten die Formen auf, in
denen Metalle in Wasser vorliegen kénnen: Als freie Metallionen, anorganische Komplexe,
organische Komplexe (Chelate), gebunden an hochmolekulares organisches Material, als

Colloide, adsorbiert an Colloide und prazipitiert an Oberflachen.

Die Bioverfugbarkeit und damit die Reaktivitdt eines Metalles hangt direkt mit seiner
Speziation zusammen (Hughes und Poole 1991). Dabei ist die Bindung an organische
Molekile Uber die Messung von Metallspezies in der Lésung abzuschéatzen, wenn eine
molekulare Charakterisierung der Polymere fehlt. Metallspeziationsmessungen sind
schwierig und mit Nachteilen behaftet (siehe auch Hughes und Poole 1991), die
Komplexbildung mit anionischen Liganden jedoch kann Uuber eine Verrechnung von
Konzentrationen und Gleichgewichtskonstanten erfolgen.

Es ergab sich, daR im verwendeten Medium Kupfer als Kupfer-Carbonat (34 %), als
Kupfer-Hydrogenphosphat (62 %) und Kupfer-Bicarbonat (3%) vorliegt, die
Konzentration freier lonen wurde mit 0.1% berechnet. Kadmium bildet hauptsachlich
Chloride (CdCi+, CdCI2) und liegt zu 10% als freies lon vor, wahrend Kobalt
Hydrogenphosphate (58%) und Sulfate (28%) bildet und zu 19% frei als zweiwertiges

lon im Medium verbleibt.
Von diesen Anionen neigen Phosphate am stéarksten zur Ausféllung. So wird den Orga-

nismen ein grof3er Anteil an Kupfer und Kobalt entzogen.
Die Ladung, die ein Komplex tragt, bestimmt u. a. seine biologische Effektivitat: So sind

die ungeladenen Kupfercarbonate toxischer als -Bicarbonate und freie lonen, da sie auf



nicht-spezifischen Wegen als ungeladenes Molekil in die Zelle gelangen koénnen.

Ungeladene Kadmium-Chloride dagegen sind weniger toxisch (Hughes und Poole 1991).

4.3.2. Wirkung von kurzzeitiger Schwermetallexposition auf
DNA-Replikation und Mineralisierung von FL2

Um die spontane Toxizitdt von Schwermetallen auf die N&hrstoff-Mangelkulturen unter
Berlcksichtigung der Sauerstoffverhaltnisse zu untersuchen, wurden die Thymidin-In-
korporation und die Mineralisierung von Glukose nach 30minttiger Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Schwermetallionen in Kontroll- und Testansétzen

gemessen.

4.3.2.1. Hemmwirkungen

Metall-Endkonzentrationen von 19 (Cd), 21 (Co) bzw. 31(Cu) jiM hatten nach 30
Minuten Inkubation mit aerob und anaerob gehungerten FL2-Kulturen Effekte, die fur die
Glukose-Mineralisierung und die Tdr-Inkorporation jeweils die gleiche Tendenz zeigten:
Unter oxischen Bedingungen zeigte sich im Gegensatz zu Kadmium und Kobalt eine
deutliche Toxizitat bei Kupfer. Bei anoxischer Inkubation dagegen war die Toxizitat von
Kupfer reduziert, wahrend die von Kadmium und Kobalt zugenommen hatte.

Veranderungen in der Toxizitat - wie hier in Abhangigkeit der Sauerstoffverfugbarkeit -
kdnnen auf zwei Grinde zurlckzufiihren sein: Die toxische Wirkung der Metalle auf die
Zellphysiologie verandert sich, oder die Metalle werden entgiftet, bevor sie mit der Zelle
in Kontakt treten kdnnen.

Die Bioverfugbarkeit von Kadmium- und Kobalt-lonen ist durch die Komplexierungen mit

Chloriden bzw. Hydrogenphosphaten und Sulfaten verringert, daher rihrt vermutlich z.T.

die geringere Toxizitat als bei Kupfer.

Unterschiede in der Wirkung von Kupfer in Abhéngigkeit von der Sauerstoffverfugbarkeit
stellten auch Schreiber et al. (1984) bei Untersuchungen mit Vibrio aiginolyticus fest.
Fur die bei diesem Organismus unter anaeroben Bedingungen erhohte Kupfertoxizitat
stellten die Autoren zwei Erklarungsmdoglichkeiten zur Diskussion: a) Wechselwirkungen
des Metalls mit Enzymen des anaeroben Stoffwechsels oder b) die Bindung von
Kupferionen an u.U. vermehrte Sulfhydryi-Gruppen in Proteinen, deren Tertiarstruktur
daraufhin gestért werde .

Bei der aerob erhthten Cu-Toxizitdt gegentber FL2 kann es sich nicht um die erste

Moglichkeit handeln, da die Zellen seit 2 Tagen gehungert und damit ihre



Stoffwechselaktivitaten stark reduziert hatten. Da die Speziation des Kupfers ohne biolo-
gischen EinfluR mehrere Tage unbeeinflul3t bleibt vom Redoxpotential, ist auch der Anteil
der z.T. unldslichen Kupferverbindungen wie CUCO3 und CUHPO4 in beiden Ansatzen
gleich. Fur die unterschiedliche Toxizitat kommt damit vor allem eine Bindung durch die
Exopolymere in Betracht, die unter anaeroben Bedingungen einen gegentber aeroben
Ansatzen erhohten Proteinanteil aufweisen (Kohlenhydrat:Proteinverhaltnis von 0.2 im
Gegensatz zu 2 bei aerober Inkubation). Proteine hatten eine verstarkte Cu-
Bindungsfahigkeit gezeigt (3.3.4), wahrend zwischen der Adsorption von Kadmium-lonen
und EP-Polysacchariden eine gute Korrelation bestand. Zu dem gleichen Ergebnis kamen
Bitton und Freihofer (1978), die der Adsorption von Schwermetallen an kapsulare

Polymere eine groRRe Bedeutung beimafen .

Bei hoheren Metallkonzentrationen traten jedoch trotzdem toxische Effekte auf, die die
Thymidin-Aufnahme und Mineralisierung von Glukose vollig reduzierten. Vermutlich ist
dabei die maximale Bindungskapazitat der jeweiligen Exopolymere Uberschritten worden.
Ausnahmen bildeten hier die Kobalt-lonen, deren Wirkung im Konzentrationsbereich bis
210 nM auf die Verdopplung genetischen Materials gering und auf die Mineralisierung
nicht zu messen war. Ebenso ist kein Rickgang in der Glukose-Mineralisierung bei
Kupfer-lonen unter anaeroben und bei Kadmium-lonen unter aeroben Bedingungen zu
erkennen, wéahrend die entsprechenden inkorporierten Thymidin-Werte deutlich
zuriickgegangen waren. Damit zeigt sich die DNA-Replikation deutlich starker beeinfluf3t
von den Metallionen als die Mineralisierung. Die Ergebnisse der Tymidin-Inkorporation
machten deutlich, daR Kupfer-Konzentrationen unter den gegebenen Versuchsbedingungen
bei geringeren Konzentrationen toxisch wirken als Kadmium-Konzentrationen, wahrend
Kobalt kaum Effekte zeigt. Unter Bericksichtigung der errechnten Konzentrationswerte
fur freie lonen bzw. fur Komplexe, die nicht schwer I6slich sind, erscheint die hohe
Toxizitat des Kupfers um so bedeutender, als hier nur ein kleiner Prozentsatz (0.1 %)
im Gegensatz zu 10.4 % freien Kadmium- und 19.3 % freien Kobalt-lonen potentiell
biologisch verflugbar sein kdnnte. Der gréf3te Anteil des Kupfers geht, nach dem Lé&slich-
keitsprodukt zu urteilen, in unlésliche Carbonat und Hydrogenphosphat-Komplexe uber.
Die geringe Toxizitdt von Kobalt-lonen liegt vermutlich an der Bildung von Komplexen
mit Sulfaten und dem leicht ausfallenden Hydrogenphosphat, die biologisch kaum
verfugbar sind.

Kadmium bildet neutrale Chloride, die keine hohe Zellpermeabilitdt haben, und geladene
Molekile, die @hnlich wie die Hydroxide von Kupfer durch ihre Adsorption eine Ladungs-

umkehr der Bakterienzelle bewirken und damit das Adhéasions- und Aggregationsverhalten

beeinflussen kdnnen (4.3.5.){Bablch und Stotzky 1980).



4.3.2.2. Stimulierungen

Vielfach zeigen sich Stoffwechsel-Aktivitédten in Gegenwart von Metallen, die weit Uber
die Kontrolle hinausgehen - bei der anaeroben Tdr-Inkorporation von Uber 400 %.
Stimulierung von Aktivitditen wie Respiration und Wachstum ist in Versuchen mit
Bodenproben (Zibilske und Wagner 1982) bzw. im marinen Milieu beobachtet worden
und wurde mit der Freisetzung von organischer Substanz und Nahrstoffen durch
metallsensitive Organismen erklart. Hines und Jones (1982) plattierten Bermuda-
Sedimentproben auf Medien mit und ohne Nickel- bzw. Kupfer-lonen (jel0'6 bis 10'3
M) aus und erhielten im Vergleich der Keimzahlen tber 500 % Erhéhung auf den gering
konzentrierten Kupfer-versetzten Platten. Sie halten dafur einen indirekten Effekt eher
fur verantwortlich als eine direkte Stimulierung durch die Metalle: Nach ihrer Theorie
ersetzten die Metallionen andere Kationen im Medium, die wachstumsfordernd waren. In
den hier zu diskutierenden Versuchen wurden die Metallkonzentrationen jeweils dem
Corg-freien Medium zugegeben, in dem die Zellen - wenn mit Glukose versetzt - auch
angezogen werden konnten. Dies bedeutet jedoch nicht, daf es in ihrer Zusammensetzung
optimal fir die Kultur ist. Daher ist es moglich, da? durch die Wirkung der Metallionen
adsorbierte Mikronahrstoffe auch von der GefaRoberflache freigesetzt wurden, die

vorubergehend fur erhohte Stoffwechselaktivitat sorgten.

4.3.4. Adaptive Effekte: die Reaktion von FL2 auf langerfristige
Metallexposition

4.3.4.1. Extrazellulare Proteaseaktivitaten

In der Hemmung extrazellularer Proteasen hungernder Zellen waren Kupfer-lonen
wiederum am wirksamsten und Kobalt-lonen hatten nur geringen Einfluss auf die Enzym-
Aktivitaten im Medium. In Ansatzen mit Kadmium nahmen die Protease-Aktivitdten nach
anfanglicher Hemmung spéter wieder zu. Ob die Wirkungsmechanismen der beobachteten
Hemmung auf der Enzym-Ebene (Aktivitat) oder bei der Enzym-Synthese zu suchen sind,
mul3 wegen der nicht weiter spezifizierten Testbedingungen als ungeklart gelten.

In Gegenwart von 1.9 iiM Kupfertonen ist die Enzymaktivitat stark reduziert. Bei diesem
Versuch laRt sich jedoch keine Aussage treffen, ob eine spezifische Hemmung der

Enzymaktivitat oder des Zeilstoffwechsels allgemein vorliegt.



Unter aeroben Bedingungen fuhrten Endkonzentrationen von 19 Cd2*, 31 *m Cu2+,
oder 21 [IM Co2+ in Corg-limitierten Kulturen von FL2 nach 24stindiger Inkubation zu
einem starken Anstieg der EP-Proteingehalte. In Metall-adaptierten Kulturen waren die
EP-Proteinwerte ebenfalls erhoht. Dies laRt darauf schliefen, daR ein Zusammenhang
zwischen der Exopolymerproduktion und Metallexposition besteht. Da die erhdhten
Proteinwerte in Exopolymeren von Metall-adaptierten Kulturen auch in metallfreiem
Medium zu messen waren, scheint es sich um einen &aufRerst stabilen
Resistenzmechanismus zu handeln. Bei Vibrio alginolyticus bleibt die durch Metallionen
induzierbare Metallresistenz durch exopolymere Proteine auch in Metall-freien Medien

noch Uber zehn Generationen hinweg erhalten (Harwood und Gordon 1994).

Eine solche Induktion Cu-entgiftender extrazellularer Proteine ist in den letzten Jahren
mehrfach beschrieben worden (Gordon, et al. 1993, Harwood und Gordon 1994,
Harwood-Sears und Gordon 1990, Schreiber, et al. 1990). Schreiber et al. und
Harwood-Sears und Gordon isolierten jeweils zwei Komponenten mit dem
Molekulargewicht von 26 und 28 kDalton, bzw. 19 und 21 kDalton aus Kupfer-haltigen
Kulturen von Vibrio alginolyticus, wobei die Unterschiede im Molekulargewicht offenbar
methodenbedingt waren. In Gegenwart von 20 nM Kupferionen wurden die Proteine auch

fur Substrat-limitierte Kulturen nachgewiesen (Gordon, et al. 1993).
Die gelelektrophoretische Auftrennung des Uberstandes einer Corg‘PFm*tierten Kultur

von FL2, die Kupferionen in einer Endkonzentration von 31 nM enthielt, bestatigt diese
Ergebnisse und laRt den Schlul? zu, daR die induzierte Sekretion von Proteinen zur
Entgiftung von Kupfer-lonen nicht auf Vibrio alginolyticus beschrankte ist. Die an FL2
gewonnenen Ergebnisse unterscheiden sich jedoch in zwei Punkten wesentlich von den
bisher ver6ffentlichten: Neben dem Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 23
kDalton, das aus dem aeroben Kupferansatz isoliert wurde, lassen sich noch zwei weitere
Proteine der GroRe 32 und 200 kDalton nur in Gegenwart erhdhter Me-
tallkonzentrationen nachweisen. Weiterhin liefern verschiedene Metall-lonen in aerober
Kultur identische Proteinbanden. Daher handelt es sich vermutlich nicht um eine Kupfer-

spezifische Induktion, sondern um die Reaktion auf erhdhte Konzentration von

Borderline-Metallen im Kultur-Medium.

Unter anaeroben Bedingungen dagegen unterscheidet sich das Bandenmuster des Kupieran-
satzes von dem der Cd- und Co-Ansatze. Wahrend die anderen Metallansatze zwei eng ne-
beneinanderliegende Banden bei 119 und 126 kDalton aufweisen, sind nur in Gegenwart

von Kupfer zwei Proteine der GroBe 112 und 133 kDalton nachzuweisen. Im Bere,ch von



168 bis 231 kDalton werden in Gegenwart von Cu Proteine in das Medium abgegeben, die
ansonsten nicht nachweisbar sind.

Wahrend die Induktion extrazellularer Proteine durch Metallionen im aeroben Milieu un-
spezifisch verlauft, zeigen die Kulturen ein unterschiedliches Verhalten gegenuber
Kupfer unter anaeroben Bedingungen.

Kupfer spielt bei dem Ausbruch der von Vibrio anguillarum hervorgerufenen
Fischkrankheit "Vibriosis” eine wesentliche Rolle, indem es die Infektion der Fische
erleichtert (Baker, et al. 1983). RodsaBther et al. (1977) postulieren, dal V.
anguillarum ein normaler Bewohner von Aalen sei und erst durch den EinfluB von Kupfer
zu einem Krankheitserreger werde. Wenn auch noch nicht bekannt ist, wodurch die
Krankheit ausgeldst wird, so zeigte doch Munn 1980, dafl3 ein hamolysierendes Enzym mit
dem Molekulargewicht von 191 Da an den Symptomen beteiligt ist. Extrazellulare
Molekiile dieser GrofRenordnung werden offensichtlich durch Kupfer induziert, so dal} es
sich vermutlich bei einigen der beobachteten Banden um die krankheitserregenden
Proteine handelt. Daraus mufite geschlossen werden, daR die Induktion der fisch-
toxischen Proteine unter aeroben Bedingungen nicht nur durch Kupfer erfolgt, da die
Bandenmuster weitgehend identisch sind. Unter anaeroben Bedinungen jedoch scheinen

Cu2+-lonen einen wesentlich groReren Effekt auf die de novo-Synthese zu haben.

Die ZellgroRe der Bakterien nahm unter anaeroben Bedingungen zu. Insofern wére ein
intrazellularer Abbau organischer Zellkomponenten zur energetischen Finanzierung der
Proteinsynthese auszuschliessen. Bei den gelelektrophoretisch nachgewiesenen Proteinen
kdnnte es sich um freigesetzte periplasmatische Proteine oder um die Folge einer
Umschichtung des EP-Proteinpools handeln.

Unter aeroben Bedingungen dagegen ist ein deutlicher Riickgang der Zellzahlen und der
Zellvolumina zu verzeichnen. Dieser liegt Uber der fir Vibrio alginolyticus
beschriebenen Biomassenverringerung von 20 % (Gordon, et al. 1993), so dall zur

Energiegewinnung zahlreiche Zellinhaltsstoffe zur Verfligung stehen.

4.3.3.3. Bioenergetische Betrachtungen

Die fur die Metall-Entgiftung aufgewendete Energie laRt sich mit Hilfe der Biomassen-
Verdnderung abschatzen (Tab. 4): In aerober Hungerkultur verringerte sich die als Bio-
masse-Parameter verwendete Zell-Proteinkonzentration um 22 bis 26% in Gegenwart
von Metallen. Da ein Biomasse-Zuwachs aufgrund des fehlenden Substratangebots nicht

bertcksichtigt zu werden braucht, ist anzunehmen, dalR die Energie fiir die Synthese

Metall-entgiftender Proteine aufgewendet wurde.



Unter anaeroben Bedingungen verringerte sich der Proteinanteil um nur 6 bis 12 9%.
Dessen fermentativer Abbau wirde nur geringes Energiepotential bereitstellen. Aus dem
Vergleich des Energiebedarfs fur die Synthese von Proteinen (5 ATP pro Monomer) und
Polysacchariden (2 ATP pro Monomer nach Brock, et al. 1984) erklart sich damit auch,
dalR anaerob eine grélere Menge an EP-Polysacchariden ausgeschieden wird als unter

aeroben Bedingungen.

4.3.4. Schutzfunktion der induzierten Proteine

Die Hemmung der de noro-Proteinbildung durch Chloramphenicol liefert Hinweise auf die
Bedeutung der Proteine fur die Empfindlichkeit gegeniiber Schwermetallen.

Nach 3 Stunden unter Corg-Mangel wurde einer FL2-Kultur Chloramphenicol zur
Hemmung der Proteinbiosynthese und nach weiteren 1.5 Stunden Metall-lonen zugesetzt.
Als Kontrollen dienten jeweils nicht mit dem Antibiotikum behandelte Parallanséatze. Nach
30 Stunden Schwermetallexposition wurde der Glukose-Umsatz als Inkorporation und
OGC2-Freisetzung gemessen.

In Abwesenheit des Inhibitors der Proteinsynthese blieb der Metallzusatz ohne Einflu
auf die Glukose-Inkorporation oder Mineralisierung. Wurde die Neusynthese von
Proteinen jedoch durch erhéhte Metallkonzentrationen gehemmt, verringerten sich auch
die aerobe und anaerobe Inkorporation von Glukose und die (anaerobe) Glukose-
Mineralisierung in Gegenwart von Kupfer- und Kadmium-lonen. Damit bestéatigt sich die
Annahme, dalR die toxische Wirkung von Schwermetallen auf den Metabolismus der
Bakterien durch eine de novo-Proteinsynthese verringert wird.

Kein Effekt zeigte sich bei der aeroben Glukose-Mineralisierung, wahrend jedoch die
Inkorporation verringert war. Hohe respiratorische Aktivitdit verbunden mit geringer
anabolischer Aktivitat laRt eine Entkoppelung der Atmungskette von der
Energiespeicherung vermuten: Die ATP-Synthese wirde verhindert, ohne den
ElektronenfluR zu beeinflussen, so dal} trotz andauernder Respiration keine Energie flr
synthetische Prozesse zur Verfligung stiinde und eine Inkorporation von Glukose nicht
stattfinden kdnnte. Dal Kadmium und Kupfer als Entkoppeler der Atmungskette wirken,
wurde bereits bei Ulva lactuca (Webster und Gadd 1992) und in Rattenleber-
Mitochondrien nachgewiesen (Byczkowski und Sorenson 1984). Die vorliegenden
Ergebnisse weisen darauf hin, daR diese Metallionen auch auf den bakteriellen
Metabolismus einen &hnlichen Effekt haben, zumal es auch direkt nach Zugabe von Kupfer

zu der aeroben FL2-Kultur zu einem Anstieg der Mineralisierung um Uber 100 % kommt

(Abb. 10, Tab. 5).



Ein Vergleich gelelektrophoretischen Auftrennung der EP-Proteine Metall-freier Ansatze
mit und ohne Chloramphenicol a3t vermuten, daR die Protein-Sekretion bis zur Zugabe
des Antibiotikums noch nicht abgeschlossen war. Es deutete sich jedoch das gleiche Muster
an wie nach 28 Stunden unter Hungerbedingungen.

Die Bandenmuster der mit Metall versetzten Ansatze mit und ohne Antibiotikum
unterschieden sich ebenfalls nicht voneinander, wohl aber von den Metall-freien
Anséatzen. Da das Chloramphenicol vor den Metallionen zugegeben worden war, hatte es in
diesen Ansatzen eine Reaktion auf die Metall-Exposition verhindert missen. Es muf} somit
davon ausgegangen werden, dal das Antibiotikum die Proteinbiosynthese nicht vollstandig
verhinderte. Substrat-Limitierung fiohrt haufig zu einer erhdhten Resistenz von
Bakterien gegeniber verschiedenen StreRRfaktoren wie z.B. Antibiotika (Matin und
Harakeh 1990, Nystrom 1989). Daher hatte eine hodhere Dosis verwendet werden
mussen, obwohl die unterschiedlichen Resultate der Glukose-Respiration und

Inkorporation einen deutlichen Einflu? des Chloramphenicols zeigen.

4.3.5. Einflul der Metalle auf das Adhéasionsverhalten

Zwei Effekte verdienen eine ndhere Betrachtung: Zum einen verhindert Kupfer unter
aeroben Bedingungen eine Adhéasion vollig, zum anderen ist in Gegenwart von Kobalt die
Anheftung der anaerob inkubierten Bakterien um ein Vielfaches gesteigert.

Nach McEldowney (1994) beruht der wichtigste Effekt von Metallionen auf
Adsorptionsprozesse auf einer Modifikation der Zelloberflachencharakteristika durch
Anlagerung von bestimmten Spezies. Versuche zum EinfluR von Zink- und Kadmium-
Salzen auf die Adhasion von Pseudomonas ergaben, dal Kadmium im Gegensatz zu Zink die
Adhasion stark erhéht. Im vorliegenden Versuch dagegen war kein positiver Effekt von
Kadmium auf die Anheftung zu beobachten. Das Medium, das von McEldonwney verwendet
wurde, hat jedoch nur einen geringen Chloridanteil, so dall die Cadmium-lonen

vermutlich als Hydroxide Vorlagen. Hydroxide kénnen sich in folgender Weise bilden:

vezr J°HL> mors JOHL> morz -I0HL> mom3 JOHL> moH)a2:

(Babich und Stotzky 1985).

Die Anlagerung von Hydroxiden kann bei Bakterien, Pilzen und Mineralien zu einer
Ladungsumkehr fiihren. Collins und Stotzky (1992) stellten fest, dall sich die Netto-

Ladung in Gegenwart einiger Schwermetalle bei zunehmenden pH-Werten von negativ zu
positiv und wieder zu negativ anderte.



Dabei ist der Hydrolysegrad von Metallen sehr verschieden und die Metall-Spezies zeigen
ein dementsprechend unterschiedliches Adsorptionsverhalten.

Nach den Ergebnissen der MaciiQL-Analyse liegen im NSS-Medium drei Mal soviele
ungeladene Cu-Dihydroxide wie positiv geladene Cu-Hydroxide vor. Dagegen bilden
Kobaltionen neben der hydratisierten Form, die nicht zur Ladungsanderung beitragt, mit
0.2 % einfache Hydroxide. Damit kann die Oberflachenladung der Zellen in Gegenwart von
Kobaltionen ins Positive wechseln, wodurch die negative Ladung der neu eingefihrten
Glasoberflache relativ schnell Uberwunden wird. Die Kupfer-Spezies dagegen tragen
lediglich zu einer neutralen Oberflache der Bakterien bei. Bei den Kadmium-Chloriden
kénnte es aufgrund der hohen Konzentration (48.5% des Gesamt-Cadmiumgehaltes) zu
Behinderungen kommen, die eine Anlagerung an die Zelloberflache verhindern.

Der im anaeroben Milieu ausgepragte Effekt des Kobalts ist moglicherweise auf
Veranderungen der Zelloberflachenstruktur zurickzufiihren. Andererseits ware es aber
auch denkbar, daR die Metall-lonen eine Aggregation von Exopolymeren hervorrufen
(Geesey und Jang 1989). Dieses konnte wiederum eine sterische Hinderung zur Folge

haben, die eine Adhasion der Bakterien vereitelte.



5. Zusammenfassung

Dem EinfluR wachstumsbegrenzender Umweltfaktoren wie COrg-Mangel und Redoxpotential
auf die Bildung bakterieller exopolymerer Substanz (EP) im marinen Milieu wurde in
Experimenten mit einem Bakterienisolat aus der Ostsee nachgegangen. Der als Vibrio
anguillarum "FL2" klassifizierte Test-Stamm konnte wegen der Uberaus bedeutenden Rolle
von Vibrios im Meer als Modellfall angesehen werden. Die Untersuchungen berlcksichtigen
extreme Wachstumsbedingungen wie "starvation survival" bei respiratorischem und
fermentativem Stoffwechsel. Im Mittelpunkt stand die Rolle der EP bei der Anheftung
mariner Bakterien an feste Oberflachen (Biofilmbildung) und bei der Entgiftung von

Schwermetallen.

Zusammensetzung der Exopolymere (EP)

1.,..Dje..qu9litatiye..und..quanJitStjy3..Z usammenSetzung..d.er...extraz.eJJ.uJar.ea..PQly.mere..des
T.esJoakteriums.EU..y.e.rande.rte..siGh.in.. Abhangifik g.t.. Y.o.n.dri..NalirstQffy.e.rhéltnissen

Die hochste Menge an Exopolymeren wurde wéahrend der spatlogarithmischen Phase
freigesetzt. Dabei handelte es sich zu 90 % um Polysaccharide. Unter N&hrstoffmangel

("starvation survival"-Bedingungen) dagegen stieg der Proteinanteil der EP auf mehr als 50

% an.

2,..Anbaitender..SauerstQffrmangel.fuhrt.e..zu.einer..ErhQhung.de.s.Prot.ejnanteils..in..d.en.. ExQpQ:
lymeren

Die Zunahme des Protein-Anteils an den EP erfolgte unter anaeroben Bedingungen schneller
als unter aeroben. Bei Sauerstoffmangel betrug der Proteinanteil nach 30 Stunden bis zu 98
%, wahrend er in Gegenwart von Sauerstoff erst nach 50 Stunden Inkubation auf 50 %
angestiegen war.

Der Abbau von Polysacchariden konnte die Diffusivitat von Sauerstoff durch die Schleime

wesentlich beeinflussen. Wahrscheinlich bindet die Protein-Fraktion Sauerstoff.

Funktionen der EP:

3.v.0le.ex<”lymeren PrgttemMtten .zum Teil.enzymatische.Funktion

Es wurde hamolytische, chitinolytische und proteolytische Aktivitdt unter Nahrstoffmangel
nachgewiesen. Wahrend die proteolytischen Enzyme unter aeroben Bedingungen aktiver
waren, war die chitinolytische Enzymaktivitat unter anaeroben Bedingungen hdher. Die

erhohte Persistenz von Enzymen, wie sie fur Chitinasen nachgewiesen worden ist, hat unter



Nahrstoffmangel und insbesondere unter anaeroben Bedingungen den Vorteil,

energieaufwendige de novo-Synthesen zu ersparen.

4,...Dj.e..Ko.mp.o.ae.nte.n.de.r..ua.ters.ucMe.a.EoJymere..MUe.a..g.nte.r.s.chjed!icM.Me.ta.Ubindungs:
Kapazitat
Kupfer wurde am stérksten an Proteine, Kadmium dagegen maximal an Polysaccharide ge-

bunden.

j5.,...Qj.e...ExQpo.iyni.er:yerMtteltl3*..j.rreY.ersj.b.le...Ad.hisiQn...d.er...B.akte.ri.e.0...nahm....unter
Sauerstoffmangelbed.ingungen.zu

Exopolymere kénnen im Rahmen von sterischen Effekten eine Rolle bei den ersten Adhési-
onsschritten spielen und sind an der irreversiblen Adhasion maRgeblich beteiligt.

Unter Anaerobiose und Nahrstoffmangel waren die Zellen nicht beweglich und zeigten eine
erhdhte Adhasionstendenz an Glasoberflachen. Dabei mufiten abstoRende elektrostatische
Krafte durch hydrophobe Wechselwirkungen tberwunden werden. Diese Voraussetzung
wurde vor allem durch eine relative Erhéhung des Proteinanteils erfullt.

Adhésion an driftendes Material ermdglicht die Verfrachtung von Bakterienzellen Uber weite

Strecken, wo sie veranderte Wachstumsbedingungen antreffen kdnnen.

Bildung Metall-entgiftender EP vor dem Kontakt mit Metallionen:
..Qi.e..ExopoJymerkQmpQnenten.hatt.e.n. .préasdaptiy.sntgiftende .(de.tox'fjzifctfiode)..Wirkung
Die Toxizitat der Schwermetall-lonen Cu2+, Cd2+ und Co2+ hing unter aeroben und anae-
roben Bedingungen von der Konzentration der bindenden Exoproteine ab. Die Kupfer-
abhangige Hemmung von Mineralisierungs- und Thymidin-Inkorporationsraten war bei

aerober Inkubation hodher als unter anaeroben Verhaltnissen, da die aerob gebildeten

Exopolymere einen geringeren Proteinanteil aufwiesen.

¢..K.gpfer,.una.mogij.cherweis.e.Kad.migm.-..lonen..fu.nai.eren.als. Entkoppter. .der. Respiration

Kupferkonzentrationen von 3.1 hM stimulierten die Respiration in aeroben Kulturen. Bei
mehrtagiger Inkubation mit Kupfer- und Kadmium-lonen und gleichzeitiger Hemmung der de
novo-Synthese von Proteinen war eine leicht erhdhte Respiration bei verringerter
Inkorporation zu verzeichnen. Daraus ist auf eine Entkoppelung von Respiration und ATP-

Synthese und damit von anabolischen und katabolischen Reaktionen zu schlief3en.



Schwermetall-induzierte Veranderungen der Exopolymere
.8,..Die..Fahigkeit..zur. AdapMion.m..erhdhte..Sclivy.ermeta!'Ko.n?.enuatiQnen..ging..mit..einer
Veranderung,der..Ex.opo.iymerstr.ukt.gr..einher

Der Teststamm reagierte auf erhthte Gesamt-Metallkonzentrationen von 19 (Cd2+), 21
(Co2+) bzw. 31 (Cu2+) jiM mit verstarkter Exopolymerproduktion. Welche Komponente
dabei bevorzugt synthetisiert wurde, hing von der zur Verfigung stehenden Energie ab: Die
energieaufwendigere Proteinsynthese herrschte im aeroben Ansatz vor. Hier stieg der Gehalt
an exopolymeren Proteinen um das zehnfache der Kontrollwerte an. Unter anaeroben
Bedingungen nahm dagegen die Bildung der EP-Polysaccharide um das 10fache zu, wéahrend

sich der Protein-Gehalt quantitativ kaum veranderte.

.9, Die.de. novo-Synthese.von. Proteinen.diente .der..Detoxifikalion.von. Metallen

Bei Hemmung einer de novo-Proteinsynthese in Gegenwart von Metallen wurde die
Inkorporation von Glukose und die Freisetzung von CO2 stark verringert. Ohne diese
Hemmung wurden durch erhdhte Metallkonzentrationen Proteine induziert, bei denen es sich
um Molekiile eines Molekulargewichtes von 32000 Da und 19000 bzw. 23000 Da handelte.
In diesem GroRenbereich liegen auch andere fur Vibrios nachgewiesene Cu-
Bindungsproteine. Weiterhin waren hochmolekulare Proteine aerob bei 200000 Da und
anaerob zwischen 112000 und 231000 Da nachzuweisen.

Im aeroben Ansatz unterschieden sich die Proteinbanden nach Zugabe der verschiedenen
Metalle untereinander nicht, wahrend anaerob in Gegenwart von Kupfer Proteine induziert
wurden, die bei den Kadmium- und Kobalt-Ansatzen nicht auftraten: Diese Kupfer-

spezifischen Proteine besalRen Molekulargewichte von ca. 112000, 133000 und 168000
bis 231000 Da.

10,.MetaJiQren Kénnen das.AdnéaiQn$Y.erhalten von. Bakterien, .beeinflussen
Kobalt-Salze verstarkten die Adhéasionstendenz des Test-Stammes. Es wird vermutet, dal
sich die zu ca. 18 % unkomplexiert vorliegenden Kobalt-lonen zwischen den negativ

geladenen Oberflachen der Bakterien und des Substrats anreichern.
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Anhang

Verzeichnis:

Anhang 1: Rezepturen verwendeter Medien
Rezeptur des Marinen Minimal Mediums ("3M") pro Liter
nach (Ostling, et al. 1991)
Rezeptur des Modifizierten Morita Salz Medium (MMS)
nach (Novitsky und Morita 1978)
TCBS-Agar
Luria-Bertani-Medium 15 (LB 15)

Die lonen-Konzentrationen in Metallsalzldsungen:

Anhang 2: Rezepturen fur die Gelelektrophorese:
Anhang 3: Arbeitsblatter zur Berechnung der Metallspeziationen mit
dem Mac/uQL-Programm (Muller 1993)
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Rezeptur des Marinen Minimal Mediums ("3M") pro Liter
nach (6stling, et al. 1991)

1s 920 ml NSS a (1,1 konzentriert)

M 40 ml 1M MOPS * (pH 8,2)

F 10 mi 0,4 M Tricine und 1 mM FeS04*/H20 * (pH 7,8)
P 10 ml 132 mM K2HPO4 a

N 10 mi 952 mM NH4Cla (pH 7,8)

G 10 ml Glukose-Lésung *(100 g/l)

Sterilisierung der Ldsungen: a autoklavieren

* steril filtrieren

Damit ergeben sich fur das Medium folgende Konzentrationen:

MOPS 40.0 mM
Tricine 4.0 mM
FeS04 0.01 mM
K2HPO4 1.32 mM
NH4CI 9.52 mM
Glukose 1 mM

Der pH liegt bei 7.8.

Zusammensetzung der NSS ("Nine salt solution”, 1.1 * konzentriert):

in g/920 ml
Milli-Q in mmol/l
NaCl 10.02 172
Na2S04 1.47 10.3
NaHCOg 0.08 0.95
KClI 0.25 3.35
KBr 0.04 0.34
MgCI2 «6 H20 1.87 9.20
CaCl2 «2 H20 0.41 2.79
SrCl2 «6 H20 0.008 0.03
H3BO3 0.008 0.13

Kennzeichnung der L8sung

2Die ursprunglich fur Marine Bakterien vorgesehene Rezeptur enthalt hier 17,6 g NacCl.
Der Salzgehalt wurde fir den aus dem Brackwasser isolierten Stamm reduziert.



Rezeptur

nach (Novitsky and Morita 1978)
Zusammensetzung der MMS:

NaCl

MgCl2 * 2H20
MgS04 * 7H20
CaCl2 * 2H20
Na2HPC>4
FeS04

KCI

TCBS-Agar

Der pH liegt bei 7.5

des Modifizierten Morita

in g/1000 ml
Milli-Q in mmol/l
13 224
5.6 58.0
7.6 30.8
1.54 10.48
0.1 0.70
0.005 0.033
0.8 10.7

Salz Medium (MMS)

("Thiosulfate Citrate Bile Salts Agar” als Fertig-Nahrboden von MERCK)

Zusammensetzung in g/l:

Pepton aus Casein
Pepton aus Fleisch
Hefeextrakt
Natriumcitrat

Natriumthiosulfat

Ochsengalle, getrockn.

Natriumcholat
Saccharose
NaCl
Eisen(lll)citrat
Thymolblau
Bromthymolblau
Agar-Agar
Ansatz: 88 g/l
pH: 8.8 +/- 0.1

Der Nahrboden darf nicht autoklaviert werden.

Fur Brackwasserbakterien wurde es mit 5 g/l aufgesalzen.

5.0
5.0
5.0
10.0
10.0
5.0
3.0
20.0
10.0
1.0
0.04
0.04
14.0



Luria-Bertani-Medium 15 (LB

10 g Trypton

15 g NaCl

5 g Hefe-Extrakt
4 ml 1M NaOH
pH: 7.7

Die lonen-Konzentrationen in

Metall Verbindung Salzkonz. lonenanteil

Kadmium 3 CdSC>4*8 H20 5 *ig/l 2.19 ppb
(MG: 769.5 g/mol) 5 mg/l 2.19 ppm

Kupfer CUSO4 5 |xg/ 1.98 ppb
(MG: 159.6 g/mol) 5 mgll 1.98 ppm

Kobalt cociI2 5 fxgl 1.238 ppb
(MG: 237.93 g/mol) 5 mgl/l 1.238 ppm

15)

Metallsalzldsungen:

lonenkonz

0.0195 nM
19.5 nM

0.031 tiM
31.3 nM

0.021 |iM
21.02 jiM



Ansidtze und Losungen:fur das diskontinuierliche Puffer>System.
basierend auf der Methode von Laemmli (Laemmli 1970).

Zusammensetzung der Puffer:

Stacking Gel-Puffer Stock-L&sung: 0.5 M Tris-HCI (6.8)
Trennende Gel-Puffer Stock-Losung: 3.0 M Tris-HCI (pH 8.8)
Reservoir Puffer Stock-Lésung: 0.25 Tris; 1.92 M Glycine; 1% SDS (pH

8.3); 1 : 10 verdinnen

Zusammensetzung des Probenpuffers: 2 % SDS
5 % 2-Mercaptoethanol

0.002 % Bromophenol-Blau
8 M Harnstoff
in 0.0625 M Tris-HCI (pH 6.8)

Zusammensetzung des 5-20%igen Gradientengels:

5%ige Acrylamid-Mischung (30:0.8) 5 ml Acrylamid-Bisacrylamid
3.75 ml trennender Gel-Puffer

0.3 ml 10% ige SDS-Lsg.
0.7ml 1.5% ige Ammonium-Persulfat-Lsg

20.25 ml Milli-Q

20%ige Acrylamid-Mischung (30:0.8) 20 ml Acrylamid-Bisacrylamid
3.75 ml trennender Gel-Puffer

0.3 ml 10% ige SDS-Lsg.

0.7ml 1.5% ige Ammonium-Persulfat-Lsg
4.5 g Saccarose

2.75 ml Milli-Q

Zu beiden Losungen wird direkt vor Gief3en des Gels je 10 ul TEMED zugegeben, um die

Polymerisation zu initiieren.

Stacking gel: 2.5 ml Acrylamid-Bisacrylamid
5 ml "stacking" Gel-Puffer
0.2 ml 10% ige SDS-Lsg.
1 ml 1.5% ige Ammonium-Persulfat-Lsg

11.3 ml Milli-Q

Zum Stacking gel werden 15 ul TEMED zugegeben als Polymerisations-Initiator.

Samtliche Gele wurden vor dem GieRen mit Unterdriick 1 min lang entgast.
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