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Einleitung 1

A. Einleitung

Mikroorganismen sind an globalen Stoffkreidéufen der Elemente wie C, N, P und S
maligeblich beteiligt. Sie sind verantwortlich fir eine Vielzahl an biogeochemischen Prozessen
in der Umwelt (Schlegel, 1992). Die katalytischen Fahigkeiten bekannter Mikroorganismen
wurden in der Vergangenheit hauptsachlich im Labor, aso anhand von Isolaten, untersucht. Da
aber bisher nur ein kleiner Teil der existierenden Prokaryonten kultiviert werden konnte
(Amann et al, 1995; Torsvik et al., 1990), ist nicht geklart, in welchem Mal3e die untersuchten
Organismen in der Umwelt fur den jeweiligen Prozess verantwortlich sind. Weiterhin ist nicht
mit ausreichender Sicherheit geklart, ob die unter Laborbedingungen entwickelten Modelle fir
die Regulation einer stoffwechselphysiologischen Leistung auf Habitate in der Umwelt
Ubertragbar sind. Mit anderen Worten zeigen Laborexperimente nur ein Potenzial eines
Organismus fir die jewellige Funktion unter Laborbedingungen an, nicht aber die aktuelle
Aktivitat im nattrlichen Lebensraum. Esist also fur den Nachwels von mikrobiellen Funktionen
im Habitat unerldsdich, in Frage kommende Organismen auf entsprechende Aktivitéten in situ

Zu untersuchen.

1. Methoden zum Nachweis von In situ-Aktivitaten

Amann (2000) schl&gt vor, zuerst im entsprechenden Habitat eine sog. ,, Funktionszone* tiber
Messung der Stoffflisse zu bestimmen und dann eine ausreichend hohe in Stu-
Populationsdichte von Organismen nachzuweisen, die das Potenzid fir die gesuchte
physiologische Fahigkeit im Labor gezeigt haben. Dies sollte dann Uber Fluoreszenz-in situ-
Hybridiserung (FISH) mit rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonden (Amann et al., 1995;
ARmMus et al., 1995) oder quantitativer Dot Blot-Hybridisierung von isolierter rRNS geschehen.
Lee et al. (1999) kombinierten FISH mit Mikroautoradiografie. Hierbel wird die Aufnahme von
markiertem Substrat unter den fir die untersuchte Stoffwechselleistung erforderlichen
Umweltbedingungen nachgewiesen. Die so markierten Mikroorganismen werden Uber
Hybridisierung mit16S rRNS gerichteten Sonden detektiert. Beide Kombinationen lassen zwar
den Schluss zu, dass die detektierten Organismen fur die gesuchte Leistung verantwortlich sind,

stellen aber keinen direkten Bezug zwischen Organismus und untersuchter Funktion her.

Direktere Methoden zum Nachwels mikrobieller Funktionen erlaubt die Isolierung von DNS,
die entweder unmittelbar aus der Umwet oder nach vorheriger Gewinnung der

Mikroorganismen aufgereinigt werden kann. Rondon et al. (2000) legten z. B. eine Bibliothek



Einleitung 2

aus Umwelt-DNS an. Anschlief3end wurden 16S rRNS-Analysen zur Erfassung der Diversitét
und Expressionsstudien fur funktionelle Proteine durchgefiihrt. Nach Amann (2000) sollten
Bakterien nach Markierung mit FISH am Durchflusszytometer sortiert und den Organismen
nachfolgend Stoffwechselgene Uber PCR und Sequenzierung zugeordnet werden. Auf diese
Weise konnten Potenzide fir in gitu-Funktionen bisher nicht kultivierter Organismen
nachgewiesen werden, eine Aussage Uber aktuell durchgefihrte Stoffwechselleistungen im
Habitat ist jedoch nicht moglich.

Weltere Ansédtze nutzen die mRNS zum Nachweis bestimmter Funktionen. Bach et al. (1999)
fuhrten einen direkten Nachwels der Transkripte von Proteasegenen mit Blot-Hybridisierung
nach vorhergehender Isolierung der mRNS mit paramagnetischen Partikeln aus B. cereus durch.
Um die Methode in einer Umweltprobe anzuwenden, ist jedoch die réumliche Auflésung und
Zuordnung zu bestimmten Organismen nicht ausreichend. Hahn et al. (1993) markierten
spezifische Messengers durch Ganzzell-Hybridiserung mit Digoxygenin—markierten in vitro-
Transkripten und Tolker-Nielsen et al. (1997) wiesen mRNS nach vorheriger in situ-PCR mit
FITC-markierten Primern nach. Diese Ansdtze sind vielversprechend, da sie das aktuelle
Geschehen im jewelligen Habitat zur Zeit der Probenahme erfassen und Aufschluss Uber
Regulationsmechanismen geben konnten. Sie wurden bisher aber nur in Laborstudien
durchgefiihrt. Der Nachwels fir eine Anwendbarkeit in Umweltproben muss noch erbracht

werden.

Ein sehr direkter Nachweis einer Stoffwechselleistung ist die Detektion des entsprechenden
Schlusselenzyms. Die in situ-Detektion von Proteinen ist mit spezifischen Antikorpern moglich.
(seheA.2).

2. Antikorper als molekulare Sonden in der mikrobiellen

Okologie

Antikorper sind hochspezifische diagnostische Werkzeuge. Unter 10° &hnlichen Molekiilen
konnen sie ein ganz bestimmtes Proteinantigen geziet herausfinden (Janeway und Travers,
1997). Dies macht sie as Sonden fur biologische Prozesse sehr begehrt. Man unterscheidet
polyklonale, monoklonale und rekombinante Antikorper (-fragmente). Polyklonale Seren
werden durch Immunisierung eines Versuchstieres von diesem gebildet. Es entsteht ein
Gemisch aus Immunglobulinen verschiedener Spezifitét und Affinitét fir das gleiche Antigen.
Monoklonale Antikorperldsungen besitzen dagegen eine homogene Struktur und gleiche
Affinitdt zu einem bestimmten Antigen. Sie werden aus Hybridoma-Zellkulturen gewonnen.
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Diese entstehen aus der Fusion von in vitro nicht lebensféahiger Milzzellen eines zuvor
immunisierten Versuchstieres, welche Antikorper definierter Spezifitét produzieren mit in vitro
lebensfahigen Myelomzellen (Kohler und Milstein, 1975). Polyklonale Seren besitzen mehrere
Nachteile gegentiber monoklonalen Antikdrpern. Zum einen lassen sie sich nur in begrenzten
Mengen produzieren. Zum anderen sind Antiseren jedoch immer unterschiedlich, selbst wenn
sie in genetisch identischen Tieren mit identischem Immunisierungsschema erzeugt werden. Ein
weiteres Problem der Heterogenitdt eines Serums ist, dass selbst nach Aufreinigung durch
Affinitdtschromatografie oft noch Verunreinigungen mit kleinen Mengen nicht gewiinschter

Antikorper auftreten. Dies kann zu unerwarteten Kreuzreaktionen fuhren.

Serologische Methoden finden in der mikrobiellen Okologie schon seit langer Zeit Anwendung
(Uberblick in Schloter et al., 1995). So konnen Bakterien mit Antikorpern gegen
Zéelloberflachenstrukturen markiert werden. Die Detektion erfolgt Gber Goldpartikel, Enzyme
oder Fluoreszenzfarbstoffe. Diese werden direkt an den Antikorper gekoppelt oder Uber einen
Sekundérantikorper vermittelt. In Kombination mit Fluoreszenz- bzw. Laserscanning-Mikros-
kopie kann das Verhalten von Organismen in den unterschiedlichsten Habitaten bis auf
Einzelzellniveau studiert werden. So konnte nach Inokulation von Weizenwurzeln mit
Azospirillum brasilense das Besiedlungsverhaten dieser Bakterien Uber stammspezifische
monoklonale Antikorper verfolgt werden (Schloter et al., 1993). Macario et al. (1989)
untersuchten in einem Bioreaktor zur Behandlung von Abwasser mit einem Set von Antiseren
V erschiebungen von methanogenen Bakterien in den Subpopulationen. Faude und Hofle (1997)
bestimmten mit monoklonalen Antikorpern in einem aguatischen Okosystem Zellmorphologie
und Mikrohabitate distinkter Baktienstdmme.

Die gpezifische Erkennung von Mikroorganismen durch Antikérper wurde ausserdem
erfolgreich zur Sortierung und Anreicherung markierter |ebender Zellen eingesetzt. Dies
effolgte zum einen Uber AntikOrper-vermittelte Fluoreszenz im Durchflusszytometer aus
aquatischen Okosystemen (Porter et al., 1993; Diaper und Edwards, 1994) und zum anderen
durch Kopplung mit Magnetpartikel im magnetischen Feld aus Boden- oder Wasserproben
(Page und Burns, 1991, Christensen et al., 1992; Schloter, unverdffentlicht).

Die Kombination von Antikorper-vermittelter Fluoreszenz und Mikroautoradiografie erlaubten
Fliermans und Schmidt (1975) eine smultane immunologische Detektion von Nitrobacter-

Zellen und ihrer metabolischen Aktivitét durch Dunkelfeld-und Epifluoreszenzmikroskopie.

In einem ultrasenditiven Enzym-Immunoassay konnten mit einer CCD-Kamera Uber

Antikorper-vermittelte  Chemolumineszenz einzelne Zellen sowie ganze Kolonien von
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Lactobacillus brevis nach Filtern auf eine Membran als Verunreinigungen in Bier nachgewiesen
werden (Yasui und Y oda, 1997).

In taxonomischen Studien findet seit Ende der achtziger Jahre allerdings vorwiegend die
Methode der in situ-Hybridiserung Anwendung. Hierbel werden einzelne Mikroorganismen
mit spezifischen fluoreszenzmarkierten rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonden, welche den
Nachweis einzelner Arten oder ganzer Bakteriengruppen erlauben, direkt in der Umweltprobe
nachgewiesen (De Long et al., 1989; Amann et al., 1990). Die Methode hat gegenuiber der
Markierung mit Antikérpern den Vorteil, dass auch Sonden gegen bisher nicht kultivierte
Organismen konstruiert werden konnen. Auch ist die Herstellung von rRNS-gerichteten Sonden
erheblich weniger zeitaufwendig. Zur Entwicklung von Antikorpern ist dagegen ein Isolat zur
Immunisierung eines Versuchstieres notwendig. Ein Vortell der Antikérper ist jedoch die
Fahigkeit auch nicht aktive Bakterien, welche aufgrund der zu geringen rRNS-Mengen mit
FISH nicht mehr nachweisbar sind, zu detektieren. Es konnte z.B nach Inokulationsversuchen
in der Rhizosphére von Weizen eine Besiedlung mit Azospirillum brasilense Wa3 mit Hilfe
eines stammspezifischen monoklonalen Antikérpers, nicht jedoch mit FISH nachgewiesen
werden (ARmMus, 1995). Oerther et al. (1999) konnten den schaumbildenden Organismus
Gordona in Klarschlammproben auch in metabolisch inaktivem Zustand detektieren, was mit
FISH unmdglich war. Benutzt man beide Methoden gleichzeitig, hat man eine grissere
Sicherheit gegen unspezifische Kreuzreaktionen der jewelligen Sonde mit z. B. bisher
unbekannten Organismen. Ausserdem bekommt man gleichzeitig einen Hinwels auf den

Aktivitatszustand der untersuchten Mikroorganismen.

Grole Bedeutung konnten Antikorper in der Zukunft als ,,Werkzeug“ zum Nachwels von
aktuellen physiologischen in Stu-Leistungen erlangen. Der Nachweis des jeweiligen
Schltsselenzyms fir eine physiologische Leistung in einem Organismus ist ein sehr deutlicher
Hinweis auf dessen aktuelle Aktivitét bezliglich der untersuchten Leistung. Zur spezifischen
Detektion von Proteinen stellen Antikorper eine ideale Sonde dar. So untersuchten z.B. Lin et
al. (1998) mit einem spezifischen Serum und Fluoreszenzfarbstoffen die Expression von
Nitrogenase in Kulturen mariner Cyanobakterien, welche aerob ohne Bildung von Heterocysten
N fixieren konnen. Spieck et al. (1998) bewiesen anhand eines monoklonalen Antikérpers die
Lokalisation des Nitrit-oxidierenden-Systems im Periplasma von Nitrospira moscoviensis-
Kulturen. Bartosch et al. (1999) detektierten nitrifizierende Bakterien mit Antikdrpern gegen

die Nitrit-Oxidoreduktase in Anreicherungskulturen aus Klarschlamm.
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3. Denitrifikation, ein wichtiger Prozess im Kreislauf des

Stickstoffes

Denitrifikation stellt eine Méglichkeit der anaeroben Atmung bei fakultativ anaeroben hetero-
trophen Bakterien dar. Durch diesen Prozess wird mineralischer Nitrat-Stickstoff in die
Gasphase Uberfuihrt, was einen Netto-Verlust von Stickstoff fir terrestrische und aguatische
Okosysteme bedeutet. Nitrat wird dabei schrittweise tiber Nitrit, NO und N»O zu elementarem
Stickstoff reduziert (Abb.1). Die Denitrifikationsgene scheinen normalerweise bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck oder anoxischen Verhdltnissen und gleichzeitiger Anwesenheit von N-
Oxiden exprimiert zu werden. (Zusammenfassung in Zumft, 1997). Es sind jedoch auch
mehrere Organismen bekannt, die unter aeroben Bedingungen denitrifizieren kénnen (LIoyd et
al., 1987; Robertson et al., 1984; Robertson et al., 1995). Die Verteilung der Denitrifizierer
unter den Prokaryonten folgt keinem bestimmten Muster. Zumft (1997) nennt mehr as 50
verschiedene Genera, denen Denitrifizierer zugeordnet werden konnen. Enzyme der
Denitrifikation wurden ausserdem in den Mitochondrien von Pilzen nachgewiesen (Kobayashi
und Shoun, 1995). Das Schltisselenzym des Prozesses stellt die dissimilatorische Nitritreduktase
(dNIR) dar, weil se die Umwandlung von feste in gasférmige N-Verbindungen katalysiert und
somit die Denitrifikation von der Nitratatmung abgrenzt. Man unterscheidet in Bakterien und
Archaeen grundsétzlich zwel verschiedene dNIR-Typen, die funktionell und physiologisch
aquivalent sind: 1. Enzyme mit ham ¢ und hdm d; a's prosthetische Gruppe (cd;-dNIR) und 2.
Proteine mit Kupfer im aktiven Zentrum (Cu-dNIR).

Es gibt verschiedene Griinde warum man den Prozess der Denitrifikation untersucht:

» Denitrifikation fuhrt zu Verlusten von fixiertem Stickstoff in terrestrischen und
aquatischen Okosystemen und ist daher ein wichtiger Faktor im globalen N-Budget.

» Das bei der Denitrifikation freigesetzte N,O zerstort als klimarelevantes Spurengas die
Ozonschicht und trégt zum Treibhauseffekt bei (Zusammenfassung in Conrad, 1996).

» Eine grosse Zahl denitrifizierender Bakterien sind zum biologischen Schadstoffabbbau
von Xenobiotika unter anoxischen Bedingungen in der Lage. Das Spektrum an
Substraten, die unter denitrifizierenden Bedingungen abgebaut werden, umfasst Toluen,
Xylen, Phenole, Cresole, Phthalate, Cyclohexanol, aromatische Sauren, Alkohole und
Aldehyde (Zumft, 1997; van Schie und Young, 1998). Die gute Lédichkelt, die
niedrigen Kosten und die Ungiftigkeit von Nitrat machen die Atmung mit N-
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Verbindungen beim Abbau von aromatischen Verbindungen durch Mikroorganismen

unter anaeroben Bedingungen interessant (Rhee et al., 1997).

» Genauere Kenntnisse Uber die Steuerung der Denitrifikation und die beteiligten
Organismen konnten ein Beitrag zur Entwicklung von nachhaltigen landwirtschaftlichen
Bewirtschaftungsmethoden sein. Als Beispiel sei die Dingeproblematik angesprochen:
Uberdiingung oder Diingung zum falschen Zeitpunkt kann zu einer Auswaschung von
Nitrat und zu Eutrophierung der Gewasser fuhren. Die Denitrifikation bel der
Abwasserbehandlung fuhrt zur Freisetzung von N>O und somit zur Forderung des
Treibhauseffektes.

Mikroorganismen,
Tiere
Pflanzen

Nicht symbiontische/

NH, symbiontische N,-Fixierung NH, Proteolyse
N>
- [80 % Volumengehalt der "
NH, Atmosphére] NH,
A /
Nitrifikation
A Denitrifikation
|
NO»
\ NO7-
assimilatorische dissimilatorische /
Nitratreduktion Nitratreduktion Nitrifikation

» Nitrat-Assimilation® » Nitrat-Atmung* /
\ Nos_

ABB. 1:  DER KREISLAUF DES STICKSTOFFES NACH RICHTER (1988)
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4. Aufgabenstellung

Antikorper wurden zur Untersuchung der Denitrifikation bis heute nur an Isolaten eingesetzt
(Ubersicht in Bothe et al., im Druck). Dies ermoglicht alerdings nur eine Aussage Uber
Stoffwechsel potenziale, jedoch nicht Uber die aktuellen Leistungen. In der vorliegenden Arbeit
war deshalb die Aufgabenstellung ein serologisches Testsystem zu entwickeln, das die in situ-
Identifizierung von aktuell denitrifizierenden Mikroorganismengemeinschaften eines Habitates
erlaubt. Der Test sollte auf dem Nachwels der Expression der dissimilatorischen Nitritreduktase
(dNIR) as Schliisselenzym der Denitrifikation durch monoklonale Antikorper beruhen. Als
Antigen wurde die Cu-haltige dNIR ausgewahit, weil dieses Protein eine grossere Verbreitung
unter unterschiedlichen bakteriellen Taxa aufweist (Coyne et al., 1989) und die Struktur des
Enzyms stérker konserviert zu sein scheint as die der hdm-abhangigen dNIR (Yeet al., 1993).

Die Antikorper sollten dann in Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen die direkte Detektion
aktuell denitrifizierender Cu-dNIR-haltiger Bakteriengemeinschaften in ihrem natirlichen
Habitat mit dem Epifluoreszenz- bzw. Laserscanning-Mikroskop ermoglichen. In Kombination
mit dem Durchflusszytometer sollte die Sortierung denitrifizierender Bakterien erfolgen, um

zukinftig Untersuchungen zur Diversitét dieser Bakteriengruppe zu ermdglichen.
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B. Material und Methoden

1. Verwendete Mikroorganismen und molekulare Sonden

1.1 Versuchsorganismen

Diein dieser Arbeit verwendeten Organismen sind in Tabelle 1 aufgelistet.

TAB 1: ZUSAMMENSTELLUNG DER IN DIESER ARBEIT VERWENDETEN MIKROORGANISMEN
Organismus Herkunft

Agrobacterium tumefaciens DSM 30205

Alcaligenes denitrificans DSM 30026

Alcaligenes faecalis S6
Alcaligenesfaecalis

Nishiyama, Universitdt Tokyo
DSM 30030

Alcaligenes sp. DSM 30128

Bacillus azotoformans DSM1046

Bradyrhizobium japonicum DSM 30131
Corynebacterium sp. DSM 20150

Escherichia coli JM 105 b enovPp s unten) Amersham Pharmacia Biotech
Gluconacetobacter diazotrophicus DSM 5601

Hyphomicrobium zavarzinii ZV 620 DSM 1566

Ochrobactrum anthropi LMG 2136

Ochrobactrum anthropi LMG 3333

Ochrobactrum anthropi LMG 5440

Ochrobactrum anthropi Bodenisolat 1a
Ochrobactrum grignonense

Schloter, GsF Neuherberg
LMG 18955

Ochrobactrumptritici LMG 18957

Pseudomonas aeruginosa DSM 10

Pseudomonas al caligenes DSM 50342

Pseudomonas denitrificans ssp. den. DSM 1650

Pseudomonas fluorescens DSM 50090

Ge) Zur rekombinanten Enzymexpression wurde E. coli JM 105 mit dem Genotyp (thi, rpsL, endA, sbcB15,

hsdR4, SUpE, D(lac-proAB)/F” [traD36, proAB*, Lacl? LacZDM15]) von Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg) eingesetzt.
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1.2 Stammhaltung

Die verwendeten Bakterienstdmme wurden auf Agarplatten mit dem entsprechenden Medium
bei 30 °C kultiviert. Nach ungefahr 4-wochiger Lagerung bei 4 °C war eine Uberimpfung
erforderlich. FUr langerfristige Lagerung wurden Lyophylisate hergestellt, die bel Raum-

temperatur in der ingtitutseigenen Sammlung aufbewahrt wurden.

1.3 Reinheitskriterien fur die Versuchsorganismen

Die Bakterienkulturen wurden durch Verdinnungsausstriche und mikroskopisch im
Phasenkontrast (Axioplan; Zeiss, Oberkochen) auf Reinheit Uberprift. Kulturen von
Ochrobactrum anthropi 1a wurden zusétzlich mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper

markiert (13.3.2) und unter dem Epifluoreszenzmikroskop auf Kontaminanten gepruft.

1.4 Kulturmedien

Alle Medien wurden zur Sterilisation 20 min bel 121 °C und 1,013 x 105 Pa Uberdruck
autoklaviert. Hitzelabile Substanzen, wie Antibiotika und Vitamine, wurden steril filtriert
(0,2 um Spritzenvorsatz; MILLIPORE, Eschborn) und nach Abkihlen des Mediums auf circa
60 °C zugegeben Fir die Kultur auf Festmedien wurden den Nahrmedien vor dem
Autoklavieren 15 g Agar (GiBco BRL, Eggenstein) zugegeben.

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium; Miller, 1972)

Pepton aus Casein 100 g
Hefeextrakt 50 g
NaCl 20 g
pH 7,0

ad 1000 ml A. gest

Nutrient Broth:

NB (MERcK, Darmstadt) 8,0 g
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Medium fir Ochrobactrum anthropi im 20 Liter-Fermenter:

Fleischpepton 50 g
Fle schextrakt 30 ¢
Hefeextrakt 100 g
Glucose 16,0 g
Ammoniumnitrat 20 ¢
ad 1000 ml A..gemin

Medium fir Bacilli (Medium 257 DSMIZ)

Hefeextrakt 30 g

Pepton 06 ¢

ad 1000 ml mit Tris-Puffer (0,05 M, pH 7,5)

Medium fir Rhizobien (Medium 98, DSVIZ)

Hefeextrakt 10 ¢
Mannitol 100 g
Bodenextrakt 200 ml

ad 1000 ml A..gemin

pH 7,0

Bodenextrakt:

Luftgetrockneter Boden 80,0 g
Na,CO3 02 ¢
A gemin 200 mi

Die Bodensuspension wurde eine Stunde autoklaviert. Nachdem sich die
Bodenpartikel abgesetzt hatten, wurde kurz abzentrifugiert, um einen klaren
Uberstand zu erhalten und der pH auf 7,2 eingestellt.
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Medium fir Hyphomicrobium (Hirsch et al, 1964; verandert nach Matzen et al, 1982):

KH,PO, 1,36 g
NapgHPO4 x 2 H,0 267 ¢
(NH4)2S0, 05 ¢
MgSO, x 7 H,0 02 g

Spurenedlementelosung 3,0 ml
Methanol 20 ml
ad 1000 ml A. gest

pH 7,4 —7,5 mit NaOH

Spurenelementel Gsung:

CaCl, x 2H,0 199 g
FeSO, x 7 H,0 10 ¢
MnCl;, x 4 H,O 044 g
NaMoO4 x 2 H,0 05 ¢
ad 1000 ml A. gest

M ethanol wurde nach dem Autoklavieren steril zufiltriert.

1.5 Kulturbedingungen

Anzucht im kleinen Maf3stab:

Alle Bakterien wurden, so weit im spezidlen Versuch nicht anders angegeben, bei der

entsprechenden Temperatur im Anaerobentopf kultiviert.

Massenanzucht fir Ochrobactrum anthropi 1a:

Vorkultur:

Es wurden 8 x 200 ml Medium mit dem Versuchsorganismusim 1 | Erlenmeyerkolben beimpft
und Uber Nacht bel 30 °C und 150 rpm geschittelt.
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Hauptkultur:

Mit der Vorkultur wurden 16 | Medium im Fermenter (BIOSTATa C, BRAUN, Mesungen)
inokuliert und bei 30 °C und 50 % Sauerstoffsdttigung kultiviert. Die BelUftung der Hauptkul tur
wurde in der stationdren Phase zur Induktion des denitrifizierenden Enzymsystems bei einer
optischen Dichte (ODgy) von 12 abgestellt. Die Zellen wurden unter anaeroben Bedingungen
Uber Nacht bei 300 rpm gertihrt, durch Zentrifugation (10.000 x g; 4 °C; 10 min) geerntet, in
Parafilm verpackt und bel —20 °C gelagert. Es konnte eine Ausbeute von 19,9 g Zdlen
(Feuchtgewicht) pro | Kulturmedium erreicht werden.

1.5 Molekulare Sonden

Die verwendeten Oligonukleotidsonden und Antikorper, die nicht in dieser Arbeit entwickelt

wurden, sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

TAB. 2: LISTE DER VERWENDETEN MOLEKULAREN SONDEN

Sonde Zielmolekil bzw. -organismus Referenz

Eub338 16SrRNS Bacteria Amann et al. (1990)
Alflb 16S rRNS a-Unterklasse der Proteobacteria | Manz et al. (1992)
mAk2.11 Ochrobactrum anthropi

Polykonadles Serum | Cu-dNIR Nishiyamaet al. (1993)
2. Probenmaterial

2.1 Klarschlammproben aus der Anlage Munchen

Grol3lappen

Die Probennahme erfolgte mit einem Schopfer. Dieser wurde mit Kl&rwasser ausgesplilt.
Anschliefend wurden die Proben aus dem Denitrifikationsbecken circa 30 cm unter der
Wasseroberfl&che enthommen, in 1 |-Glasflaschen abgefillt und auf Eis gestellt. Ein Aliquot
der Probe wurde sofort in ein steriles 50 ml-Falcon-Réhrchen Uberfihrt und zur Fixierung mit
4 % Paraformaldehyd (B 3.1) gemischt. Die Endfixierung erfolgteim Labor.
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Die Klé&anlage Groldappen hat enen Einwohnergleichwert von 2.000.000. Es wird
Uberwiegend kommunales Abwasser behandelt.

2.2 Nachweis denitrifizierender Bakterien an Weizenwurzeln

2.2.1 Sterilisation, Anzucht und Inokulation

Die Sterilisation der Weizenkdrner (Sorte: COMPLET) erfolgte nach Baldani, CNPAB, Rio de
Janeiro (beschrieben bei ARmus, 1995). Die Korner wurden 1 min mit EtOH s und 5 min mit
saurer Hypochloritlosung behandelt. Anschlief3end wurde viermal fir je 1 min mit A.gemin.
gewaschen. Nach vierstiindigem Quellen der Samen in sterilem H,O wurde die Behandlung mit
saurer Hypochloritlésung und die Waschschritte wiederholt. Nach funfminGtiger Inkubation in
30 % Wasserstoffperoxid wurden die Samen wiederum viermal gewaschen und eine weitere
Stunde in sterilem H,O gequollen. Die Korner wurden steril auf LB-Platten Gberfiihrt und zum

Keimen fir mindestens zwei Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Saure Hypochloritl6sung:

LOsung A:
NaOCl 5 ml
ad 100 ml A.gemin

LOsung B
KH2PO,4 34 g
HCl onz. 40 ml
ad 250 ml A.gemin

LOsung C
Tween 80 1 ml
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Saure Hypochloritl 6sung:
Losung A 20 ml
Losung B 4 ml
Losung C 2 ml
ad 200 ml A.gemin

Je 5 vorgekeimte Korner wurden in einen Topf (A& 10 cm) mit feuchtem Ackerboden
(Braunerde aus geringflgigen LOfRauflagen) Uberfihrt. Nach zwei Wochen wurden die
Keimlinge mit Ochrobactrum anthropi 1ainokuliert. Hierzu wurde eine Ubernacht-Kultur nach
zweimaligem Waschen mit Phosphat-gepufferter Saline (PBS) auf OD4ss=1 eingestellt (6 x 10’
Bakterien pro Milliliter). Pro Pfléanzchen wurde 1 ml Bakteriensuspension zugegeben.

PBS
NaCl 80 ¢
KCl 02 g
NaHPO, 1,44 ¢
NaH,PO, 02 g
pH 7,0
ad 1000 ml A..gemin

2.2.2 Praparation der Wurzeln

Dree Wochen nach Inokulation der Pflanzen wurden die Wurzeln prapariert. Die
Wel zenpflanzchen wurden vorsichtig mit dem durchwurzelten Boden aus den Topfen geholt.
Mit einem semisterilen (mit 70% EtOH behandelt) Spatel und einer Pinzette wurden
anschliefiend die Wurzeln von anhaftenden Partikeln befreit, dreimal in sterilem PBS
gewaschen und in Stiicke von circa 3 cm Lange zerschnitten. Nach Fixierung in 4 % PFA Uber
Nacht bel 4 °C (B 3.1)) wurden die Proben in PBS (B 2.2.1) gewaschen und in aufsteigender
EtOH-Rehe (je 5 min 50/80/96 % EtOH) entwassert, mit 0,3 % (w/v) Agarose auf Objekttrager
fixiert und bel Raumtemperatur staubfrel bis zur Markierung mit Antikorpern aufbewahrt.



MATERIAL UND METHODEN 15

2.2.3 Extraktion der Bakterien aus der Rhizosphéare von

inokulierten Pflanzen

Die Bakterien wurden, wie bei Afmus (1995) beschrieben, mit einer Kombination aus

mechani schen und chemischen Techniken extrahiert.

3. Fixierungsmethoden

3.1 Fixierung mit Paraformaldehyd

Die Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA) erfolgte nach Amann et al. (1990a):

Drei Tele 4 %-iger frisch bereiteter PFA-LGsung wurden mit einem Tell Zellsuspension
gemischt und bel Raumtemperatur fir 30 min bzw. bel +4 °C bis zu 16 Stunden inkubiert. Die
Zellen werden durch Zentrifugation pelletiert (6000 x g; 10 min), mit PBS (B 2.2.1) gewaschen,
erneut zentrifugiert, in PBS resuspendiert und mit gleichem Volumen eiskaltem Ethanolas
gemischt. Diefixierten Zellen wurden bei —20 °C gelagert.
PEA-LOsung:
PFA 4% (w/v) in PBS bel 60 °C I6sen

Steril filtrieren (0,2 um Spritzenvorsatz; MILLIPORE, Eschborn)

3.2 Fixierung mit Ethanol

Die Zdlsuspenson wurde mit dem gleichen Volumen absoluten Ethanols versetzt und bel

minus 20 °C gelagert
4. Zellaufschluss und Herstellung des zellfreien
Rohextraktes

Die gefrorenen Zellen wurden im Vehdltnis 1:2 in 25 mM TrissHCI, pH 7,4 resuspendiert.
Weiterhin wurde dem Ansatz der Proteaseinhibitor Leupeptin in einer Konzentration von
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0,5 ug/g Zdlen zugegeben. Um ene Verstopfung der Sdulen wéhrend der Anreicherung des
Enzyms durch genomische DNS zu vermeiden, wurden aufferdem 2,5 UnitYml DNAsel
(RocHE DIAGNosTIcs GmbH, Mannheim) zugefUigt.

Die Zellen wurden dann mechanisch durch 2 x 2 min Schiitteln mit Glasperlen (0,17-0,18 mm
Durchmesser) im Homogenisator (BRAUN, Melsungen) aufgebrochen. Zelltrimmer und nicht
aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation (20.000 x g, 20 min, 4 °C) entfernt. Der
Uberstand wurde al's Rohextrakt bezeichnet.

5. Methoden zur Enzymanreicherung

5.1 Saulenchromatografie

Zur  Aufreinigung der  dissmilatorischen  Nitritreduktase ~ wurden  verschiedene
Chromatografiematerialien eingesetzt. Neben dem lonenaustauscher DEAE-CELLULOSE (SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim) wurde zur Gefiltration SEPHACRYL S 200 (Amersham
PHARMACIA BIOTECH, Freiburg) benutzt. Die Trennvorgange wurden bei 4 °C durchgefthrt.
Die Saulen wurden bel Trenntemperatur gepackt und mit dem entsprechenden Puffer
aquilibriert.

Zur Préparation der rekombinanten Nitritreduktase diente Nickel-Nitrilotriacetic Acid (Ni-
NTA) von QIAGEN GmbH (Hilden). Die Trennung erfolgte in diesem Falle bel RT. Es wurden
Aufreinigungen unter nativen bzw. denaturierenden Bedingungen mit Harnstoff durchgefihrt.
Der Rohextrakt wurde im Batch-Verfahren an die Affinitdtsmatrix gebunden und in eine Saule
gefullt. Es folgten zwel Waschschritte mit jewells 4 ml Waschpuffer. Die Elution des
rekombinanten Enzyms erfolgte unter nativen Bedingungen durch Kompetition mit Imidazol,
unter denaturierenden Bedingungen durch Reduktion des pH-Wertes. Herstellung des
Rohextraktes und Pufferzusammensetzung entsprechen den Herstellerangaben (The
QlIAexpressionist, 1998, QIAGEN GmbH, Hilden).

5.2 Einengen von Enzympraparaten

Die Enzymlésungen wurden mit den Ultrafiltrations-Einheiten  Centriprep-10S-Zellen
(AmICON) eingeengt. Hierbel wird die Proteinldsung durch eine Membran mit ener
Ausschlussgrofie von 10 kD zentrifugiert (1.500 x g, 4 °C).
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5.3 Elektroelution der Cu-dNIR aus einer Acrylamid-Matrix

Die Elektroelution wurde nach Stepien et al. (1992) durchgefihrt. Hierzu wurde en
Dialyseschlauch mit dem Ausschlussvolumen von 12 kDa mit 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 gespllt
und mit 3 ml des Puffers beflllt. Nach Zugabe der Acrylamid-Gelstreifen, welche die
Nitritreduktase enthielten, wurde der Schlauch in einer horizontalen Elektrophoresekammer mit
1 x SDS-Laufpuffer (B 6.1) senkrecht zur Laufrichtung fixiert. Die Elution erfolgte Giber Nacht
bei 3 mA und 4 °C. Um Verluste durch elektrostatische Wechselwirkungen der Nitritreduktase
mit dem Dialyseschlauch zu vermeiden, wurde die Spannung vor Entnahme des Eluats fir
15 min umgepolt. Das Eluat wurde aus dem Schlauch entnommen und durch 3 ml frischen
Puffer ersetzt. Danach wurde fir weitere 4 h eluiert. Vor Entnahme der LAsung wurde wie

vorher umgepolt.

Die Eluate wurden vereinigt und aufkonzentriert (B 5.2).

6. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Alle Acrylamidgelelektrophoresen wurden in einer vertikalen Apparatur (BIOMETRA,

Gattingen) durchgefihrt. Die Gele hatten eine Grésse von 6,0 cm x 8,5 cm x 0,1 cm.

6.1 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Lammli (1970)
durchgeftihrt. Sie diente zur Auftrennung von Proteingemischen und zur Reinheitskontrolle der
verschiedenen Enzympréparate. Hierbel bilden einzelne Polypeptidketten einen Komplex mit
negativ geladenen Molekilen des Natriumdodecylsulfat (SDS), wobel die individuellen
L adungsunterschiede der Proteine aufgehoben werden. Sie wandern as negativ geladene SDS-
Protein-Komplexe durch en poréses Ge von Polyacrylamid. Da die Wanderungs
geschwindigkeit unter diesen Bedingungen umso grosser i, je kleiner das Polypeptid, werden
die Proteine nach ihrer molaren Masse aufgetrennt.

Zur Grofenbestimmung wurden Standardproteine (Premixed Protein Molecular Weight Marker,
low range; ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim) mit bekanntem Molekulargewicht von 14,4
bis 97,4 kDa benutzt.
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Trenngel:

30 % Acrylamid-Bisacrylamid 500 ml

Trenngel puffer 500 ml
A demin 4,75 ml
Temed (10 %) 025 ml

Ammoniumpersulfat (0,1 g/ml) 010 ml

Trenngel puffer:
SDS 150 g
Tris 631 g
pH 8,8
ad 500 ml A.gemin

Die Losung wurde zum Polymerisieren in die Gelkammer pipettiert und mit EtOH
Uberschichtet.

Sammelgel:

30 % Acrylamid-Bisacrylamid 10 ml

Sammel gel puffer 10 ml
Temed (10 %) 01 ml

Ammoniumpersulfat (0,1g/ml) 0,03 ml

Sammelgel puffer :
SDS 250 g
Tris 378 ¢
pH 6,8
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Das EtOH wurde vom auspolymerisierten Trenngel abgegossen, ein Probenkamm eingesetzt

und die Sammelgell 6sung einpipettiert.

Vorbereitung der Proben:

Die Proben wurden 1.2 mit dem Probenauftragspuffer gemischt, 2 min gekocht, in ener

Tischzentrifuge abzentrifugiert (BIoMETRA, Gottingen) und in die Taschen des Gel's pipettiert.

2 x Probenauftragspuffer :
[3-Mercaptoethanol 60 %
SDS 60 %
Bromphenolblau 06 %
Glycerin 200 %

Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur mit einer anfanglichen Stromstérke von
10 mA, die nach dem Einlaufen der Proben in das Gel auf maxima 25 mA erhoht wurde.
Nachdem der Farbmarker die Lauffront errreicht hatte, wurden die Gele gefarbt (B 4.3) oder
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (B 13.2.1).

Laufpuffer (10-fach):

TrisHCI 30 g
Glycin 154 g
SDS (Natriumdodecylsulfat) 10 g
ad 1000 ml A..gemin

6.2 Nicht-denaturierende Gelelektrophorese

Die nicht denaturierende Elektrophorese wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Maurer
(1967) durchgefuhrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt nach ihrer Nettoladung, Masse und
nativer Gestalt der Polypeptidkette im elektrischen Feld. Die Aktivitét der Proteine bleibt
erhalten.
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Trenngel:
3 M TrisHCI; pH 8,9 0,625 ml
30 % Acrylamid-Bisacrylamid 125 ml
A gemin 3,025 ml
Temed 650 i
Ammoniumpersulfat (0,1 g/ml) 350 ul

Die Losung wurde zum Polymeriseren in die Gelkammer pipettiert und mit EtOH
Uberschichtet.

Smmelgdl:

500 mM Tris-HCI, pH 6,7 05 ml

30 % Acrylamid-Bisacrylamid 06 ml

Saccharose (40 %) 20 ml
A .demin 840 [,l|
Temed 650 ul

Ammoniumpersulfat (0,1 g/ml) 350 ul

Das EtOH wurde vom auspolymerisierten Trenngel abgegossen, ein Probenkamm eingesetzt

und die Sammelgell 6sung einpipettiert.

Vorbereitung der Proben:

Die Proteinlésungen wurden 1:2 mit 40 % Saccharose gemischt. Aul3erdem wurde zur

Markierung der Laufmittelfront 2 il Bromphenol blauldsung (0,01 %; wi/v) zugegeben.

Die Elektrophorese erfolgte bel 4 °C mit konstanter Stromstérke von 10 mA. Nachdem der
Farbmarker die Lauffront erreicht hatte, wurden die Gele sofort fir den Enzymtest eingesetzt.

Laufpuffer (2-fach):

TrissHCI 121 g
Glycin 575 ¢

ad 2000 ml A .demin
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6.3 Silberfarbung

Zur Kontrolle des Préparationserfolges wurden die SDS-Acrylamidgele von verschiedenen
Reinigungsstufen fur die Cu-dNIR mit AgNO3 nach Harlow und Lane (1988) geférbit:

Fixierung:

Inkubation

Waschen

Versilberung
Entwicklung

Stoppen

Waschen

mind. 30 min

30 min oder U.N.

3X5min

20 min

1 min, 50 ml

7 min, 150 ml

10 min

3X5min

EtOH (96%, V/v)
Essigsdure

ad 100 ml A..gemin.
Na-Acetat

ad 70 ml A.gemin-

EtOH (96%, V/v)

Vor Gebrauch zugeben:
NapS,03 X 5 H,O
Glutaradehyd (25% wi/v)
A demin-

AgNO;

Formaldehyd (37% w/v)
ad 100 ml A.gemin.
NapCO3

Formaldehyd (37% wiv)
ad 150 ml A.gemin.
Glycin

A-demin-

30,0 ml

10,0 ml

68 ¢

30,0 ml

02 g

05 ml

02 g

50,0

375 g

15,0 pl

10 g
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6.4 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue

Die Gele wurden zur Férbung 30 min in der Féarbeldsung mit Coomassie-Brilliant-Blue R 250
(S\GMA ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim) auf dem Schiittler inkubiert, wobei gleichzeitig
eine Fixierung der Proteine im Gel stattfindet. Durch mehrmaliges Waschen mit Entfarbel 6sung
wurde der ungebundene Farbstoff entfernt.
Farbel 6sung:

Coomassie-Brilliant-BlueR250 15 g

Methanol 4540 ml

Eisessig 920 ml

aj 1000 ml A.da‘nin.

Entfarbel 6sung:
Ethanol (98%; v/v) 2500 ml
Eisessig 100,0 ml

aj 1000 ml A.da‘nin.

7. Methoden zur Proteinbestimmung

7.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Das Prinzip dieses Nachweises nach Lowry et al. (1951) beruht auf der Bildung eines Komple-
xes zwischen Protein und Kupfer-11-Sulfat-Losung im alkaischen Milieu. Die Komplexbildung
ist der Menge an Protein in der Losung proportional und kann photometrisch bel 650 nm
gemessen werden. Die zu untersuchenden Proben wurden 1:10 und 1:20 verdinnt. Zu je 100 pl
der verdinnten Proteinlosungen wurden 5 ml Lowry-Reagenz 1 gegeben und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml Lowry-Reagenz 2 und 30-mintiger
Inkubation im Dunkeln bildete sich der Farbkomplex aus. Aus den Extinktinktionswerten wurde
der Proteingehalt anhand einer Eichgerade mit Rinderserumalbumin (SERVA ELECTROPHORESIS
GmbH, Heidelberg) ermittelt.
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Lowry-Reagenz 1:

LOSUNG A
NaCO; wasserfrel 30 g
NaOH 4 g

LOSUNG B
Kaiumnatriumtartrat x 2H,O 40 g
ad 1000 ml A..gemin

LOsuNG C
CuSO,4 x 5H,0 2 g
ad 1000 ml A..gemin-

FERTIGE LOSUNG

Ldsung A 100 Volumenanteile
Losung B 1  Volumenanteil
Losung C 1  Volumenanteil

Lowry-Reagenz 2:

Folin-Ciocalteau -
Phenolreagenz 1  Volumenanteil
A demin 4 Volumenanteile

7.2 Proteinbestimmung im Schnelltest mit dem Bio-Rad

Protein Assay

Der Bio-Rad Protein-Test (BIORAD LABORATORIES GmbH, Minchen) basiert auf der
Farbanderung von Coomassie Brilliant Blue G-250 in Abhéngigkeit von verschiedenen
Proteinkonzentrationen. Der Farbstoff bindet hauptsdchlich an basische und aromatische
Aminosduren. Der Assay kann fir Proteine und Polypeptide mit einem Molekulargewicht
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grofder 3.000-5.000 verwendet werden, entweder als Standard-Test im Konzentrationsbereich
von 0,2-1,4 mg/ml Protein oder als Test im Mikrotiterplattenformat im Konzentrationsbereich
von 1,25-25 pg/ml Protein. Der Farbstoff-Protein-Komplex wird photometrisch bei 595 nm
bestimmt. Aus den Extinktionswerten wird der Proteingehalt anhand einer Eichgerade mit

Rinderserumalbumin (SERVA ELECTROPHORESIS GmbH, Heidelberg) ermittelt.

Die Durchfuihrung des Tests erfolgte nach den Empfehlungen des Herstellers.

8. Methoden zur Bestimmung der Nitritreduktase-
Aktivitat

8.1 Bestimmung der Nitritreduktase-Aktivitat mit dem
artifiziellen Elektronendonator Methylviologen
8.1.1 Testprinzip:

Zur Bestimmung der Nitritreduktasesktivitét nach Kristjansson et al. (1980) diente mit Dithionit
reduziertes Methylviologen als artifizieller Elektronendonator fur die Cu-dNIR. Das Enzym
reicht die Elektronen schliedich auf Nitrit weiter. Methylviologen erscheint im reduzierten
Zustand blau und im oxidierten Zustand farblos. Der Elektronenflussist in Abb.1 dargestelit.

Methylviologen o, dNIR Nitrit
blau X
Na-Dithionit —>
Methylviologen o dNIR &g N>O

farblos

[dNIR = Kupfer-abhangige dissimilatorische Nitritreduktase]
ABB. 2: BESTIMMUNG DER NITRITREDUKTASE-AKTIVITAT MIT METHYLVIOLOGEN

8.1.2 Bestimmung im flissigen Test mittels Photometer

Die Aktivitdt der Nitritreduktase kann spektrophotometrisch anhand des Redoxfarbstoffes
Methylviologen bestimmt werden. Die Aktivitdt der Nitritreduktase ist im Test direkt
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proportional zur Abnahme der Blauférbung und wird im Photometer as Extinktionsabnahme
bei 550 nm verfolgt. Die Messungen erfolgten nach Michalski et al. (1984).

Zusammensetzung des Messansatzes:

Methylviologen 10 ml (Endkonz.: 0,4 mM)
reduzieren durch Zugabe

von Na-Dithionit 002 ml (Endkonz.: 2mM)
Nitrit (12 mM) 01 ml (Endkonz.: 1mM)

Die Absorption bei 550 nm ergab einen Wert von 1,8-1,9. Nachdem die Basidinie 2 min
stabil war, wurde die Enzymlésung zum Starten des Tests zugegeben und die
Aktivitétsraten bel 550 nm verfolgt.

Methvylviol ogenl dsung:

Methylviologen 048 mM
in 200 MM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4

Na-Dithionit-Losung:

NaDithionit (N&xS,04) 240 mM

in 1% w/v Natrium-Bicarbonat

8.1.3 Aktivitatstest fur die dissimilatorische Nitritreduktase

im nicht-denaturierenden PAGE

Die Elektrophorese wurde wie unter B 6.2 beschrieben durchgefthrt. FUr den Test (veréndert
nach Zumft et al.; 1987) wurde das Gel mindestens 5 min mit ener reduzierten
Methylviologenldsung dunkelblau eingeférbt und in Nitritldsung Uberfuhrt. Dort, wo sich die
Nitritreduktase befand, kam es durch Oxidation des Farbstoffes zu einer Entfarbung des Gels.

Reduz erte Methylviol ogenl 6sung:

Methylviologen 10 mM
in 200 MM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4

100 ml durch Zugabe von 0,2 g Natriumdithionit reduzieren.
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Nitritldsung:
Natriumnitrit 1M

in 200 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4

8.2 Bestimmung der Nitritreduktase-Aktivitat durch

Gaschromatografie

8.2.1Vorbereitung der Gasproben

Aus der Gasphase einer anaeroben Bakterienkultur wurden 10 ml mit einer gasdichten Spritze
(HAMILTON, Reno, USA) in Helium-gesplilte Serum-Flaschen Gberfihrt, die mit einem Septum
verschlossen waren. Die Flaschen wurden zur Messung Uber einen 3-Wegehahn an das

Gaschromatografie-System angeschl ossen.

8.2.2 Bestimmung von N,O

Die Aktivitéat der Nitritreduktase kann anhand ihres Endproduktes N,O bestimmt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde hierzu das automatische Gaschromatografie-System nach Lotfield et
al. (1997) eingesetzt. Die Probe wurde von einem Autosampler im N,-Trégergasstrom nach
Entfernen des Wassers an einer Vorsaule (Poropack Q mesh 80-100; 1 m) zum Gaschromato-
grafen (GC 14A, SHIMADzU, Duisburg) geleitet, wo die Trennung an einer Poropack Q Saule
(mesh 80-100; 3 m) erfolgte. N,O wurde anhand eines , Electron Capture Detector® (ECD)
identifiziert, im Vergleich mit einem Eichgas quantifiziert und mit dem Softwarepaket Probe 64
(UFE, Géttingen) ausgewertet. Das System hat eine Nachweisgrenze fiir N,O von 107 pl/l.

0. Praparation von DNS

9.1 Praparation genomischer DNS

Fur die Prgparation genomischer DNS aus Bakterien wurde der DNA Tissue Extraktion Kit
(QIAGEN, Hilden) eingesetzt. Der Zdlaufschluss erfolgte hierbei nach dem Prinzip der
akalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Die DNS wurde anschlief3end tber Glasmilch-
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sdulen aufgereinigt und mit sterilem A.qeq €uiert. Der Kit wurde nach Herstellerangaben

verwendet.

9.2 Praparation von Plasmid-DNS

Plasmid-DNS wurde mit dem Plasmid Midi Kit (QAGEN, Hilden) aufgereinigt. Der
Zdlaufschluss erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Die
DNS wurde an einem lonentauscher aufgereinigt, mit einem Hochsalzpuffer eluiert und durch
| sopropanol-Prézipitation entsalzt. Die Puffer und Saulen wurden nach Empfehlung des
Herstellers eingesetzt.

9.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Uberprifung von DNS-Praparationen und enzymatischen DNS-Behandlungen wurde eine
Auftrennung der Probe in einer Agarosematrix durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Die
Wanderung linearer DNS-Fragmente im elektrischen Feld ist umgekehrt proportional zum
dekadischen Logarhithmus ihres Molekulargewichtes, so dass anhand eines Standards eine

Grolenabschétzung der Fragmente mdglich wird.

Agarose wurde in einer Konzentration von 1 % bzw. 1,5 % (w/v) in 1 x TAE-Puffer in der
Mikrowelle geschmolzen und nach Abkthlen auf ca. 60 °C in eine horizontae Gelelektro-
phoresekammer gegossen. Nachdem die Agarose erstarrt war, wurde das Gel mit 1 x TAE-
Puffer bedeckt und die DNS-Proben in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei
100 mA konstanter Stromstarke bei Raumtemperatur bis der Farbmarker den unteren Rand des
Gels erreicht hatte. Gele mit Low-Melting-Agarose (BIORAD LABORATORIES GmbH, Minchen)

wurden bei 4 °C polymerisiert, die Elektrophorese erfolgte im Khlraum.
Als GroRenstandard diente die 1 kb-Leiter bzw. 100 bp-Leiter (GiBco BRL, Heidelberg).

Die DNS wurde anschlief3end durch 30-minttige Inkubation des Gels in einer Ethidiumbromid
(1 %; wiv)- bzw. Sybr Green-Lésung (MOLECULAR PROBES, Leiden) angeférbt und das
Bandenmuster mit einer Polaroid-Sofortbildkamera (Typ 667, POLAROID) unter Anregung mit

UV-Licht bei 254 nm aufgenommen.
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50 x TAE-Puffer:

Tris-HCI 20 M
NaCl 05 M
EDTA 005 M
pH 8,0

Probenauftragspuffer:
Bromphenolblau 0,25 % (v/Vv)
Xylencyanol 0,25 % (v/Vv)
Ficoll 400 15,0 % (w/v)
EDTA 50 mM
pH 8,0

9.4 Praparation von DNS-Fragmenten aus einer

Agarosematrix

Die gewunschten Fragmente wurden im Low-Méting-Agarosegel (B 7.2) nach
elektrophoretischer Trennung und Farbung mit Ethidiumbromid anhand ihrer Grof3e unter
Anregung mit UV-Licht der Wellenlénge 254 nm identifiziert. Die entsprechenden Banden
wurden mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein steriles Kunststoffgefald tberfuhrt.

Zur Isolierung der DNS wurde der QIAEX 11 Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Gelstruktur wurde hierbei durch chaotrope Salze aufgel 6st

und die DNS-Fragmente Uber eine Glasmilchsiule aufgereinigt und in sterilem A.gex €lUiert.

9.5 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNS

Der DNS-Gehdt wurde mit Hilfe eines UV-Spektralphotometers (PU 8625 UV/VIS
Spectrophotometer; PHILIPS, Cambridge) ermittelt. Die Menge an UV-Strahlung, die bel
260 nm von einer DNS-L6sung in einer Quarzkivette (Schichtdicke 1 cm) absorbiert wird, ist
dem DNS-Gehalt direkt proportional. Dabei entspricht ein Absorptionswert von 1,0 ungeféhr
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einer Konzentration von 50 g doppelstrangiger oder 20 g einzelstrangiger DNS (Sambrook et
al., 1989).

Eine Abschdtzung der DNS-Konzentration ist ausserdem anhand der Bandenstérken in
Agarosegelen (B 7.2) im Vergleich mit einem Standard (DNA Quantitation Standard-l DNA;
GIBCO BRL, Heidelberg), dessen Fragmente jewells eine bekannte Menge an DNS enthalten,
moglich.

Die Reinheit eéiner DNS-L6sung kann anhand des Verhdltnisses der Absorptionen bel 260 nm
(Ez260) und 280 nm (Ezso) Uberpruft werden. Bei einer reinen DNS-Probe liegt der Quotient aus
Eoeo/Ezgo bel 1,8-2,0. Geringere Werte weisen auf Verunreinigung mit Protein, hohere auf
Verunreinigung mit RNS hin. Der Quotient OD,g0/OD 23y sollte grofier als 2,2 sein (Sambrook et
al., 1989).

10. Enzymatische DNS-Modifikationen

10.1 Restriktionsverdau mit DNS-Endonukleasen

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma RocHE DiIAGNosTICS GmbH
(Mannheim) bezogen. Da die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme Bam HI und Hind 111 bel
gleichen Pufferbedingungen optimale Aktivitét zeigen, konnte der Verdau mit beiden Enzymen

in einem Ansatz durchgeftihrt werden.

Restriktionsansatz

PCR-Produkt 50
Restriktionspuffer 5 u
Bam HI 3 U
Hind 11 3 U

Der Ansatz wurde 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert und zum Inaktivieren der Enzyme fir 10 min
auf 80 °C erhitzt.

Die restringierte DNS wurde mit einem kommerziellen Kit aufgereinigt (s. Abschnitt 12.3) und

bei —20 °C bis zur Ligation gelagert.
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10.2 Vorbereitung des Klonierungvektors pQE 13 fur die

Ligation

Der Klonierungsvektor pQE 13 wurde in E.coli M 105 vermehrt. Nach Préparation mit Hilfe
des Plasmid-Midi-Kits (B 9.2) wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen Bam HI und
Hind 111 geschnitten (B 10.1), Uber einen PCR-Kit (B 12.3) aufgereinigt und bis zur Ligation bei
—20 °C gelagert.

10.3 Ligation von DNS-Fragmenten:

Ligationen wurden mit dem Enzym T4-DNS-Ligase (RocHE DiAGNoOsTICS GmbH, Mannheim)
durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Die erforderlichen Mengen an Vektor (B 10.2) und Insert
wurden nach Restriktionsverdau und Aufreinigung mit einem kommerziellen Kit (B 12.3) tber
Agarosegel e abgeschétzt. Die Mengen wurden nach folgender Formel berechnet:

Vektor [ng] x Lange des|nserts[kb] N

- 3 =Insert[ng]
Lange desVektors[kb]

Ligationsansatz

Vektor-DNS x
Insert-DNS y M
T4-DNS-Ligase 20 U
Ligase-Puffer 20

ad 20 pl steriles A gest

Der Ansatz wurde 5 Stunden bei 25 °C im Heizblock inkubiert und bis zur Transformation bei
4 °C gelagert.
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11. Transfer von Plasmid-DNS in Bakterien

11.1 Herstellung kompetenter Bakterien

E. coli JM 105 wurde tber Nacht in 2 ml LB-Medium (B 1.4) bel 37 °C kultiviert. 40 ml
frisches LB-Medium wurde mit 200 pl der Ubernachtkultur inokuliert und 2h bei 37 °C
geschuttelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (3000 x g, 15 min, 4 °C) und in 10 ml gekihlte
0,1 M MgCl, resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 10 ml gekuhite
0,1 M CaCl, aufgenommen und fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden nochmals
abzentrifugiert und in 1 ml gekihite 0,1 M CaCl,-Ldsung aufgenommen und auf Eis gestellt.
Die kompetenten Zellen wurden direkt fir die Transformation eingesetzt.

11.2 Transformation von Bakterien

Zu 200 pl kompetenter Zellen von E.coli JM 105 wurden 1-10 pl des Ligationsansatzes
zugefigt und gemischt. Nach 30-minttiger Inkubation auf Eis wurde ein Hitzepuls von 2 min
bei 42 °C gegeben. Die Zdlen wurden auf Eis abgekihlt und fur weitere 30 min bel 4 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (B 1.4) und 1 h Inkubation im Schittler (50 rpm)
bei 37 °C wurde ein Aliquot der transformierten Zellen auf dem entsprechenden
Selektivmedium ausplattiert und Gber Nacht bel 37 °C kultiviert.

11.3 Identifizierung rekombinanter Klone

11.3.1 Anlegen einer ,,Master-Platte* mit transformierten

E. coli-Zellen

Transformanten wurden Uber die Vektor-vermittelte Ampicillinresistenz identifiziert. Uber
kleine Expressionskulturen wurde die korrekte Insertion der kodierenden DNS Uberpriift.
Hierzu wurden einzelne transformierte Kolonien in Mikrotiterplatten mit LB-Medium plus
100 pg Ampicillin/ml (B 1.4) Gberpickt und bei 37 °C Uber Nacht geschiittelt (=M aster-Platte).
Die Kulturen konnten in der Master-Platte bei 4 °C bis zu 4 Wochen gelagert und auf
Expression der Nitritreduktase Uberpriift (B 11.3.2) werden.
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11.3.2  Mini-Expressionskulturen zum Screening nach Cu-

dNir-positiven E. coli-Klonen

Die einzelnen E. coli-Klone aus der Master-Platte (B 11.3.1) wurden auf korrekte Bildung der
rekombinanten dissimilatorischen Nitritreduktase aus A. faecalis S6 durch Herstellen kleiner
Expressionskulturen untersucht. Hierzu wurden jeweils 1,5 ml LB-Medium (B 1.4) mit einem
Klon inokuliert und bel 37 °C im Schiittler bel 250 rpm inkubiert bis eine optische Dichte ODggo
zwischen 0,7 und 0,9 ereicht war. Nach Zugabe von 2 mM IPTG zur Induktion des lac-
Promotors wurden die Kulturen unter den gleichen Bedingungen weitere 3,5 h zur Expression
der Nitritreduktase kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (6000 x g, 4 °C,
10 min) und in 100 pl 2 x SDS-Probenpuffer (B 6.1) aufgenommen. Eine Lagerung bel —20 °C
kann zu diesem Zeitpunkt erfolgen. Ein Aliquot wurde nach 10-mindtigem Erhitzen auf 100 °C
in der SDSPAGE (B 6.1) aufgetrennt. Die Cu-dNIR wurde anhand ihrer GrofRe nach
Silberfarbung des Gels (B 6.3) und im Western-Blot (B 16.2) mit einem polyklonalen anti-
dNIR-Serum (Nishiyamaet al., 1993) identifiziert.

11.3.3 PCR zum Nachweis der CudNIR

Zum Nachwels des Gens fur die kupferhaltige dissimilatorische Nitritreduktase in den Kulturen
der Master-Platte (B 11.3.1) wurde eine PCR nach Braker et al. (1998) durchgefihrt, mit
welcher konservierte Bereiche des Proteins amplifiziert werden. Detaillierte Angaben sind in
Kapitel B 12.2 zu finden.

12. In vitro Amplifikation mittels Polymeraseketten-
reaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR; Ehrlich et al., 1988) ist ein enzymatisches Verfahren, das
der in vitro-Amplifikation spezifischer DNS-Abschnitte dient. Diese DNS-Bereiche werden von
zwel Oligonukleotiden, den sogenannten Primern, flankiert, die eine zu je einem der beiden
Matrizenstrange komplementére Sequenz besitzen und an den jeweiligen 3'-terminaen Bereich
dieses Abschnittes binden. Die PCR umfasst drel Schritte: Zuerst wird die zu amplifizierende
DNS thermisch in die Einzelstréange Uberfuhrt (Denaturierung), anschlief3end binden die Primer
an komplementare Sequenzabschnitte auf den Matrizenstréngen (Annealing) und schliefdich
werden die 3-Enden der gebundenen Primer durch eine DNS-Polymerase verlangert
(Elongation). Es kommt zur Bildung eines neuen Doppelstranges. Durch die Verwendung einer
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thermostabilen DNS-Polymerase konnen diese drel Schritte mehrfach wiederholt werden damit

der zu amplifizierende DNS-Abschnitt in ausreichender Menge vorliegt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR im Thermocycler des Typs Gene Amp PCR System
9600 (PE-BiosysTEMS, Darmstadt) mit beheizbarem Deckel durchgefiihrt. DNA-Polymerase
(Goldstar™ ,,Red"), Reaktionspuffer und MgCl, wurden von EUROGENTEC (Seraing, Belgien)
und die Nukleotide von RoOCHE DiAGNosTICS GmbH (Mannheim) bezogen. Es wurde
standardméldig ein sogenannter ,,Hot-Start” (Chou et al., 1992) durchgefiihrt. Dabel wird die
Polymerase erst nach dem ersten Denaturierungsschritt zugegeben. Dies verhindert die

Amplifikation mit unspezifisch gebundenem Primer.

12.1 Amplifizierung des gesamten Gens fur dissimilatorische,
kupfer-abhangige Nitritreduktase aus Alcaligenes

faecalis S6

Zur geplanten Aufreinigung der Cu-dNir durch ,Epitop-Tagging® wurde das nirK-Gen aus
Alcaligenes faecalis S6 amplifiziert und kloniert. Hierzu wurden die Primer so gewahlt, dass sie
das komplette Gen einschlief3en. Gleichzeitig wurden die Restriktionsschnittstellen fur Hind 111
und Bam HI eingefihrt.

TAB. 3: PRIMER ZUR AMPLIFIZIERUNG VON nirK Aus Alcaligenes faecalis S6
Primer Primer Sequenz Position*
NIR-C 5-CCCCAAGCTT,CGT GCCAGA TGG TGC GA-3 1862-1878
H_/
Hind 11
NIR-N 5-CCCCGGA TCC ATG GCC GAA CAGATGCAA A-Z 751-769
H_/
Bam HI

*Position in nirK von Alcaligenes faecalis S6 EMBL D13155
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Reaktionsansatz:

Goldstar Reaction Buffer 10 ul
dNTP-Mischung (10 mM) 5 pl
MgCl; (25 mM) 3 pl
Primer NIR-C 30 pmol
Primer NIR-N 30 pmol
DNA 30-50 ng

ad 100 pl mit HoOminig
nach ,, hot start”:

DNA-Polymerase
(Goldstar™ , Red", EUROGENTEC) 2,5 Units (0,5 ul)

TAB. 4: PCR-PROGRAMM ZUR AMPLIFIZIERUNG DES KOMPLETTEN GENS FUR Cu-dNIR Aus
Alcaligenes faecalis S6

10min 94 °C Denaturierung 1 Zyklus
5 min80°C Hot Start

Zufligen der Polymerase

1 min94°C Denaturierung 30 Zyklen
1 min54°C Annealing
2 min72°C Elongation

10min72°C finale Elongation 1 Zyklus
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12.2 Amplifizierung einer konservierten Teilsequenz der

dissimilatorischen, kupferabhéngigen Nitritreduktase

Das Cu-dNIR-Gen wurde durch PCR-Amplifikation mit den Primern NIR-K2F und NIR-K5R
von Braker et al. (1999) nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurde DNA von E. coli IM105,
als Positivkontrolle DNA von Alcaligenes faecalis S6 verwendet.

TAB. 5: PRIMER ZUR AMPLIFIZIERUNG KONSERVIERTER BEREICHE VON nirK- NACH BRA
KER et al. (1998)

Primer Primer Sequenz Position*

NIR-K2F 5-GC(C/G)(C/A)T(CIG)ATGGT(C/G)CTGCC-3 565-581

NIR-K5R 5 -GCCTCGATCAG(A/G)TT(A/G)TGG-3 1023-1040

*Position in nirK von Alcaligenes faecalis S6 EMBL D13155

Reaktionsansatz:

Goldstar Reaction Buffer 5 pl
dNTPs (0,8 mM) 1 ul
MgCl; (25 mM) 5 pl
Primer NIR-K2F 25 pmol
Primer NIR-K5R 25 pmol
DNA 50-100 ng

ad 50 pl mit HoOminig
nach ,, hot start” :

DNA-Polymerase

(Goldstar™ , Red”, EUROGENTEC) 1-2 Units
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TAB. 6: PCR-PROGRAMM ZUR AMPLIFIZIERUNG KONSERVIERTER BEREICHE VON nirK NACH
BRAKER et al. (1998)-LEICHT VERANDERT

10min 94 °C Denaturierung 1 Zyklus
5 min80°C Hot Start

Zufiigen der Polymerase

30s94°C Denaturierung 11 Zyklen,

40s45°C Annealing - Annealing-Temperatur

40s72°C Elongation jewals um 05 °C
erniedrigen

30s94°C Denaturierung 20 Zyklen

40s43°C Annealing

40s72°C Elongation

10min72°C finale Elongation 1 Zyklus

12.3 Aufreinigung und Aufkonzentrieren der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte werden mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (RocHE
DiaGNosTIcs GmbH, Mannheim) aufgereinigt. Hierbei wird die DNS an ein Glasfaservlies
gebunden. Nach Auswaschen der Verunreinigungen wird die DNS in sterilem A.qeq €lUiert. Die
Puffer und Bestandteile des Kits wurden nach Herstellerangaben eingesetzt. Das
Aufreinigungsprodukt wurde mittel s Agarosegel el ektrophorese (B 9.3) Uberpriift

13. Klonierung von nirK in den Expressionsvektor pQE 13

13.1 Der Vektor pQE 13

Die Expression der dissimilatorischen Nitritreduktase aus A. faecalis S6 wurde mit Hilfe des
Expressionsvektors pQE 13 von QIAGEN (Hilden) durchgefihrt. Der Vektor pQE 13 gehort zur
pDS-Familie von Plasmiden (Bujard et al, 1987) und wurde vom Plasmid pDS781/RBSII-
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DHFRS (Stlber et al, 1990) abgeletet. In Abbildung 3 und 4 und Tabelle 7 sind die wichtigsten
Eigenschaften des V ektors zusammengefasst.

TAB. 7: EIGENSCHAFTEN DES VEKTORS pQE 13

Phage T5 Promotor/2 lac-Operator Sequenzen

6xHis-Affinitéts-tag Codierungssequenz (N-terminal)

Synthetische Ribosomen Bindungsstelle (RBS 11)

beta-L actamase Gen (bla)

Transkriptions-Terminator t, des Phagen Lambda

Multiple Cloning site

ColE1 origin of replication

Abbildung 3 zeigt die variable Region des V ektors pQE 13.

Eco RI/ RBS 6 x His BamHI DHFRS Bgl Il Hind Il

[ atc|acaceatcGlllll ceatccl  JeoTTCC - \AGATCTTAAGCTT\AATTAGCTGAGS

ABB. 3: VARIABLE REGION DES EXPRESSIONSVEKTORS PQE 13

Xho | (0/3416)

omoter/operator
Eco RI

bla
(121)

Bgl | (2544) Palylinker / 6xHis

“to" transcription terminator

ok o) D_f Xbal (1118)
replication

ABB. 4: KONTROLLREGIONEN DER QlAexpress pQE-VEKTOREN
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14. Gewinnung monoklonaler Antikorper aus Hybridoma-

Zelllinien

1975 entdeckten Milstein und Kohler, dass man grof3e Mengen homogener Antikorper fast jeder
beliebigen Spezifitét herstellen kann, wenn man eine antikorperproduzierende Zelle (einen B-
Lymphocyten) einer immunisierten Maus mit einer Mausmyelomzelle (Tumorzelle eines B-
Lymphocyten) fusioniert. So entstehen Hybridzellen, die sich unbegrenzt vermehren.
Gleichzeitig sezernieren die Zellen spezifische Antikorper gegen das Antigen, mit dem die
Maus immunisiert wurde, von der die Milz ssammt. Die Milzzelle liefert die Fahigkeit zur
Antikorperproduktion, wahrend die Myelomzelle die unbegrenzte Wachstumsfahigkeit und die
kontinuierliche Antikorpersekretion beisteuert. Die Selektion auf Hybridzellen findet Uber das
Wachstumsmedium statt. Dieses enth&8lt Aminopterin as Inhibitor der de novo Biosynthese-
wege zur Nukleotidherstellung. Die Zellen miissen also elnen Stoffwechsel nebenweg benutzen,
um ihre Nukleinsduren zu bilden. Die fur die Fusion verwendeten Myelomzellen wurden zuvor
mit 8-Azaguanin behandelt, um eine Mutation in diesem Synthesenebenweg zu erzeugen
(speziell: Hypoxanthin-Guanin-Phospho-ribosyltransferase = HPGRT: katalysiert die Synthese
einer gemeinsamen Vorstufe von AMP und GMP aus Hypoxanthin). Die fusionierten Zellen
werden dann in einem Medium kultiviert, das Hypoxanthin und Thymin as Vorstufen fir die
Syntheseumwege und Aminopterin enthdlt (HAT-Medium). Nicht fusionierte Krebszellen
sterben ab, da sie kein Hypoxanthin verwenden kénnen. Milzellen sterben ab, da sie in vitro
nicht proliferieren konnen. Es wachsen ausschliefdlich Hybridzellen heran, da sie féhig sind, ihre
Nukleotide Uber den Nebenweg zu synthetiseren und den neoplastischen Charakter ihrer
Myelomelternzellen besitzen.

14.1 Immunisierung der Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 7-10 Wochen alte Mause (BALB/c, welblich). Es wurden dre
Immunisierungen subcutan am Nacken mit einem Gemisch aus gleichen Volumenanteilen
Antigen und Adjuvans durchgefihrt:
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TAB. 8: IMMUNISIERUNGSPLAN VON BALB/c-MAUSEN MIT Cu-dNIR
Immunisierung t [Tage] Cu-dNIR [ug] Freund's Adjuvans
1 100 komplett
[l 15 100 inkompl et
[ 22 100 inkompl ett

Blut zur Kontrolle der Immunantwort wurde im ELISA (B 16.1) direkt vor der ersten
Immunisierung und 5 Tage nach der zweiten Immunisierung retrobulbd entnommen. Die

Zdlfusion fand 4 Tage nach der dritten Immunisierung statt.

Gewinnung des Serums aus Kontrollblut:

Das Blut wurde nach Koagulation der Blutkorperchen in einem 1 ml-Reaktionsgefal3, welches
vorher eine Stunde bei Raumtemperatur mit 3 % (w/v) Rinderserumalbumin blockiert worden
war, bei 1200 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues, blockiertes 1 ml-Reaktionsgefal
uberfiihrt. Dies wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand klar war. Das Serum wurde in einem
Glasgeféld be —20 °C gelagert. Fur den ELISA wurden Verdinnungen von 1:10-1:10.000
hergestellt.

14.2 Zellfusion von Milzzellen der immunisierten Versuchs-

tiere mit Myelomzellen

Die Maus wurde 5 Tage nach der dritten Immunisierung mit Ether getotet. Nach Offnen der
Bauchdecke wurde die Milz steril entnommen und in 10 ml PBS (s. Abschnitt 2.2.1) mit
10 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen. Das Gewebe wurde mit einer
sterilen Pinzette zerkleinert und durch mehrfaches Aufziehen in einer sterilen 10 ml Pipette
homogenisiert. Die homogenisierte Milz und Myelomzellkulturen wurden zentrifugiert
(200 x g, 10 min, RT) und vorsichtig in je 20 ml serumfreies Medium (RPMI 1640, B 14.10.1)
aufgenommen. Anschlief?end wurden beide Zelltypen in gleichem Verhdtnis vereinigt und
erneut zentrifugiert (200 x g, 10 min, RT). Das Pellet wurde innerhalb einer min in 1 ml auf
37 °C vorgewarmtes Polyethylenglycol (PEG 1500 in 75 mM HEPES; 50 % (w/v); ROCHE

DiaGNosTIcS GmbH, Mannheim) gelost. Anschlieffend wurden langsam 25 ml serumfreies
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Medium zupipettiert (die ersten 5 ml in eénem Zeitraum von 5 min). Die Zellen wurden erneut
zentrifugiert (200 x g, 10 min, RT), vorsichtig in 10 ml serumhatigem Medium (B 14.10.2)
resuspendiert und eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach Zugabe weiterer 20 ml
serumhaltigen Mediums und der erforderlichen HAT-Menge (Endkonz.: Hypoxanthin
13,6mg/l; Aminopterin 0,18 mg/l; Thymidin 3,88 mg/l) wurden die Zelen auf
10 Mikrotiterplatten mit Feederzellen (B 14.8) vertellt und wiederum bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert.

14.3 Kultivierung der fusionierten Zellen

Die Zdlfusonen wurden bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Taglich erfolgte eine
mikroskopische Kontrolle auf Kontaminationen und Entwicklung von Hybridklonen. 4 Tage
nach der Zellfusion wurde 180 pl serumhaltiges Medium pro Kavitét zugegeben. Am 10. Tag
wurden die herangewachsenen Klone im ELISA (B 16.1) auf Antikorperproduktion getestet.
Positive Klone wurden unter dem Binokular mit einer 50 pl Automatikpipette in
Mikrotiterplatten mit Feederzellen tberfihrt und nach Anwachsen der Zellen so rekloniert, dass
pro Napf beim Uberimpfen statistisch weniger as eine Zdle entfidlen (,limiting dilution®).
Nach Anwachsen der Zelen wurde erneut auf Antikorperproduktion getestet und positive
Klone ein zweites Mal rekloniert. Die Klone wurden zundchst an das Wachstum in
Mikrotiterplatten ohne Feederzellen und schliefdich an Wachstum in 100 ml-Zellkulturflaschen
adaptiert. Die Kulturen mussten je nach Wachstum téglich oder alle zwei Tage geteilt und mit

gleichem Volumen frischem serumhaltigem Medium aufgeftllt werden.

14.4 Screenen nach Zelllinien, die Antikdrper der gewiunsch-

ten Spezifitat sezernieren

Zum ldentifizieren von Klonen, die spezifische Antikérper gegen die kupferabhdngige
Nitritreduktase bilden, wurden zwel verschiedene Strategien verfolgt. Es wurden jewells zwel
Immunoassays durchgefihrt: der erste zum Durchscreenen der Platten mit den fusionierten
Zellen und ein weiterer zur genaueren Spezifikation der ausgewahlten Hybridome nach der
Reklonierung. Da die Praparation der dissimilatorischen kupferabhéngigen Nitritreduktase aus
Ochrobactrum anthropi 1a sehr zeitaufwendig war, wurde nach Immunisierung mit diesem
Enzym zuerst nach Klonen gesucht, die Immunglobuline der Klasse G produzieren. Somit
konnte der Verbrauch des Antigens fur den Cu-dNIR spezifischen ELISA mit den positiven
Klonen deutlich reduziert werden. Um eine Auswahl an Antikorpern mit einem nicht zu engen
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Spektrum fur Cu-dNIR aus unterschiedlichen Organismen zu erhdten, wurde nach
Immunisierung mit rekombinanter Cu-dNir auf Klone gescreent, die Immunglobuline gegen

Cu-dNIR sowohl aus Ochrobactrum anthropi 1aals auch Alcaligenes faecalis S6 sezernieren.

Srategie A: (nach Immunisierung mit dNIR aus Ochrobactrum anthropi 1a)

ELisal: Screnning nach Klonen, die Immunglobuline der Klasse G sezernieren

ELisa2:  Screnning nach Klonen, die spezifische Immunglobuline fir dNIR aus Ochrobactrum

anthropi lasezernieren

Srategie B: (nach Immunisierung mit rekombinanter dNIR)

ELisal: Screnning nach Klonen, die spezifische Immunglobuline fir die rekombinante dNIR

sezernieren

ELisa2: Screnning nach Klonen, die sowohl spezifische Immunglobuline fir die dNIR aus
Ochrobactrum anthropi 1la as auch aus Alcaligenes faecalis S6

sezernieren

14.5 Gewinnung und Lagerung der monoklonalen Antikorper

Um die Antikorper zu gewinnen wurden die Zelen aus den Hybridomakulturen durch
Zentrifugation (200 x g; 10 min, 4 °C) entfernt. Der Uberstand, der die Antikorper enthielt,
wurde mit 0,02 % Natriumazid versetzt und bel 4 °C in sterilen Glasgefassen gelagert.

14.6 Aufbewahrung von Hybridoma-Zelllinien

Die etablierten Zdllinien werden in der ingtitutseigenen Zelkultursammlung in flissigem
Stickstoff aufbewahrt. Hierzu wurden die Hybridomazellen im Medium zentrifugiert (200 x g,
10 min, 4 °C) und der Uberstand mit den sezernierten Antikorpern abgenommen. Das Pellet
wurde vorsichtig in Einfriermedium resuspendiert, auf sterile, vorgekuiihite Kryoampullen (Cryo
Tube™, NuNc, Danemark) verteilt (5 x 10° Zellen pro Ampulle) und sofort auf Eis gestellt.
Nach anschlief¥ender Inkubation von circa 48 Stunden bei —80 °C wurden die Ampullen in
flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Zur Kontrolle wurde jewells nach drei Tagen eine Ampulle
aufgetaut und auf Reinheit und Vitalitét Gberprift. Die Zellinien wurden bis zum positiven
Vitalitétstest zur Sicherheit weiter in Kultur gehalten.
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Einfriermedium:

7 % Dimethylsulfoxid (DM SO)

in fotalem Kédberserum (FKS)

14.7 Auftauen von Zelllinien

Die Zellen wurden aus dem flUssigen Stickstoff entnommen und nach Auftauen aus den
Kryoampullen in ein vorgekihltes steriles Zentrifugengefal? tberfiihrt. Tropfenweise wurden
unter Schwenken 3 ml und anschlief3end ganz langsam weitere 7 ml serumhaltiges Medium
(B 14.10.2) zugegeben. Nach Zentrifugation (200 x g, 10 min, 4 °C) wurden die Zéellenin 22 ml
serumhatiges Medium mit dem Wachstumsfaktor-Zuastz HFCS (Konzentration nach
Empfehlung des Herstellers, RocHE DiAGNosTIcs GmbH, Mannheim) aufgenommen und auf je

zwei Mikrotiterplatten pro tiefgefrorener Ampulle verteilt.

14.8 Gewinnung von Feederzellen

Ungefahr zwel Monate ate Mause (BALB/c, welblich) wurden mit Ether getdtet und das
Bauchfell abgezogen. Zur Gewinnung der Feederzellen wurde in die Bauchhohle 10 ml steriler,
gekuhlter PBS (s. Abschnitt 2.2.1), welcher zuvor mit 10 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin versetzt worden war, injeziert. Nach kurzem Spilen wurde der Puffer mit den
Feederzellen durch eine Spritze aus der Bauchhohle entfernt, zentrifugiert (200 x g, 10 min,
4°C), das Pdlet in 15 ml serumhatiges Medium (B 14.10.2) aufgenommen und auf
Mikrotiterplatten verteilt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

14.9 Kultivierung der Myelomzelllinie X63AG8.563

Die Zdlen wurden in 250 ml-Zdlkulturflaschen in serumhatigem Medium (B 14.10.2)
kultiviert. Gut wachsende Zellen wurden ale 48 Stunden im Verhdtnis 1.3 gesplittet. Fur die
Fusion wurden logarithmisch wachsende Zellen verwendet. Alle zwei Wochen wurde dem
Medium 20 pg/ml 8-Azaguanin zugesetzt. Durch diese Behandlung kénnen Spontanmutanten
mit defektem Reservestoffwechseal fur die Nukleinsduresynthese angereichert werden, da durch

das Z€llgift 8-Azaguanin eine Mutation im Synthesenebenweg erzeugt wird.
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14.10 Zellkulturmedien

14.10.1 Serumfreies Medium RPMI 1640

Das serumfreie Medium RPMI 1640 ist kommerzidll

TECHNOLOGIES (Berlin).

14.10.2 Serumhaltiges Medium

erhdltlich bae BIOCHROM LIFE

Fur die Kultivierung der Zellkulturen wurde ein Medium mit 8 % fétalem K& berserum nach

Schloter (unverdffentlicht) benutzt.

Zusammensetzung (500 ml):

RPMI 1640 400
Fotales Kalberserum 40
Basal Medium Supplement 40
Medium M 199 20
Glutamin (40 mg/ml) 5
Arginin (10 mg/ml) 5
Natrium-Pyruvat (10mg/ml) 5

Nicht Essentielle Aminosauren 5

TTI 15

ml

mi

ml

mi

ml

mi

ml

ml

mi

(= Thyroglobulin, Transferrin, Insulinje 5 mg/ml)

15. Bestimmung der Immunglobulin-Subklasse der mono-

klonalen Antikorper

Die Subklasse der gewonnenen Antikorper wurde mit dem Mouse Isotyping Kit (ROCHE

DiaGNosTIcs GmbH, Mannheim) bestimmt. Hierbel wird der zu untersuchende Antikorper an

eine Matrix aus geférbten Kigelchen gebunden. Diese wandern durch Kapillarkraft an einem

Tedtstreifen entlang, an welchem Subklassen-spezifische Antikorper immobilisiert sind. Durch
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Bindung mit den zu testenden monoklonalen Antikorpers kommt es zu je einer spezifischen

Bande fur Klasse und Subklasse. Der Kit wurde nach Herstellerangaben eingesetzt.

16. Antikorper-Techniken

16.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ermdglicht en quantitatives Screening nach enem bestimmten Antigen mit
Antikorpern bekannter Spezifitét. Bel Einsatz eines Antigens bekannter Struktur ist es weiterhin
madglich nach spezifischen Antikorpern fir diese Substanz zu suchen. Der Assay wird in einer
Mikrotiterplatte durchgefuhrt. Im indirekten ELISA wird hierzu das Antigen (Uber
elektrostatische Wechselwirkung an der Kunststoffoberflache der  Mikrotiterplatte
immobilisiert. Nichtbesetzte Bindungspléatze werden durch eine Blockierlsung abgeséttigt, um
unspezifische Bindung der Antikorper an die Mikrotiterplatte zu verhindern. Anschlief3end wird
der erste Antikorper im Uberschuss zugegeben und fur die Bindung mit seinem Antigen
inkubiert. Die Detektion des Antigen-Antikorper-Komplexes erfolgt mit elnem 2zweiten
Antikorper, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Dieses Enzym kann entweder ein Farbstoff-
oder ein Chemolumineszenz-Substrat umsetzen und somit ein spezifisches Signal, welches zur
Menge des gewiinschten Antigen-Antikorper-K omplexes proportional ist, erzeugen. Das Signal
kann durch Einsatz eines biotinylierten Sekundérantikorpers und eines Streptavidin-

Enzymkomplexes verstarkt werden.

16.1.1 Beschichtung der Testplatten

Der ELISA wurde in weiRen FluoroNunc™-Mikrotiterplatten mit Maxisorp™-Oberflache
(NuNc; Danemark) fur luminometrische Detektion bzw. in durchsichtigen Microlon 96 K
Mikrotiterplatten (GREINER LABORTECHNIK GMBH, Frickenhausen) durchgefiihrt, die eine
Bindungskapazitdét von 400 ng Protein/Kavitdt besitzen. Die Nitritreduktase wurde mit
Carbonat-Puffer auf pH 9,6 eingestellt und jeweils 1 pg in einem Volumen von 50 pl pro
Kavitét in die Mikrotiterplatte gegeben. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Platten mit
Haushaltsfolie Gberzogen und tber Nacht oder bis zu einer Woche bel 4 °C mit dem Enzym
beschichtet.



MATERIAL UND METHODEN 45

Carbonat-Puffer:

ca195ml 0,2 M NaHCO;
ca75 mo2M NaCO,

NaCO, mit NaHCO; auf pH 9,6 titrieren.

16.1.2 Indirekter ELISA mit Peroxidase-gekoppeltem anti-

Maus-Antikorper

Die Antigenlosung wurde ausgeschlagen und die Platten mit 300 pl Waschldsung/Kavitét
gewaschen. Anschlief3end wurde 1 Stunde mit 300 pl Blockierlésung bei 37 °C inkubiert. Nach
Ausschlagen der Blockierlosung wurden 50 pl des monoklonalen Antikorpers in geeigneter
Verdinnung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von ener Stunde be 37 °C und
dreimaligem Waschen (s. oben) wurden 50 pl anti-Maus-Peroxidase-Konjugat 1:200 verdinnt
in Waschlésung (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH; Freiburg) zupipettiert. Nach 45 min bel
37 °C und 5 Waschschritten erfolgte die Detektion mit dem Enzymsubstrat (B 16.1.4.).

Blockierl6sung:

3% BSA (FrakionV) in 1/10 PBS (W/v)

Waschlésung:

0,5% BSA in /10 PBS (w/v)

16.1.3 Indirekter ELISA mit Biotin-gekoppeltem anti-
Maus-Antikorper und Streptavidin-Peroxidase-Kon

jugat

Die Blockierung und Bindung mit dem monoklonalen Antikérper erfolgte wie oben
beschrieben. Anstelle des Peroxidase-gekoppeltem anti-Maus-Antikdrper wurde ein biotinylier-
tes anti-Maus-Immunglobulin verwendet. Der Antikorper wurde 1:200 in Waschlésung
verdinnt und je 50 pl in jede Kavitét der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach 45 min Inkubation
und drel Waschschritten wurde das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat 1:100 in Waschldsung
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verdinnt und je 50 pl pro Napf zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C
und 5 Waschschritten erfolgte die Detektion durch Substratzugabe.

16.1.4 Detektion und Auswertung

Die Detektion erfolgte entweder mit dem Farbsubstrat 2,2" Azino-di-[3-ethylbenzthiazolineg]-

Sulfonsaure (ABTS) oder einem Chemolumineszenzsubstrat.

Nachweis mit ABTS

Pro Kavitdt wurden 100 pl ABTS in einem wasserstoffperoxidhaltigen Puffer (ROCHE
DiAGNosTICS GmbH, Mannheim) zupipettiert. Nach 20 min wurde die Reaktion mit
Zitronensaure gestoppt. Die Auswertung erfolgte im Plattenphotometer bei 405 nm.

Nachweis mit Chemolumineszenz:

Pro Kavitd wurden 100 pl Luminollésung in einem wasserstoffperoxidhatigen Puffer (BM
Chemoluminescense ELISA  Substrat/POD; ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim)
zugegeben. Nach Oxidation emittiert das Substrat Licht, welches nach 5, 10 und 15 min im

Luminometer (Dynatech ML 1000, DYNATECH; Denkendorf) gemessen wurde.

16.2 Western Blotting

Um die Nitritreduktase nach Auftrennung im SDS-PAGE (B 4.1) spezifisch nachweisen zu
konnen, wurde das Proteingemisch, wie bei Kyhse-Andersen (1984) beschrieben, auf eine

Membran tberfiihrt. Die Detektion erfolgte immunol ogisch.

16.2.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulose

membran

Fur den Nachweis der Nitritreduktase mit monoklonalen Antikorpern im Western-Blot wurden
die Proteine aus dem SDS-PAGE (B 6.1) mit einer Semi-Dry-Elektroblotting-Apparatur
(Biometra-Fast Blot, BIOMETRA, Gottingen) auf die Nitrocellulosemembran Gberfihrt. Hierzu
wurde folgende Schichtung aufgebaut:
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KATHODE

5 Lagen Whatman®-Papier
SDS-Polyacrylamidgel
Nitrocel lulosemembran (Hybond™ECL ™, AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH, Braunschweig)
5 Lagen Whatman®-Papier
ANODE

Das Gdl, die Membran und das Filterpapier muf3en zuvor in Transferpuffer getrankt werden. Es
wurde 20 min bei einer konstanten Stromstarke von 5 mA/cm? Gelflache geblottet. Die Proteine
wandern hierbei im eektrischen Feld aufgrund ihrer SDS-vermittelten negativen Nettoladung in
Richtung Anode. Um den Transfererfolg zu kontrollieren wurde das Gel mit Coomassie Blue
geféarbt (B 6.4). Die Membran wurde bel Raumtemperatur getrocknet und bis zur Immuno-
detektion (B 16.2.2) zwischen zwei Lagen Whatmano-Paoier bei 4 °C aufbewahrt.

Blottingpuffer (Harlow und Lane, 1988):

TrissHCI 58 ¢
Glycin 29 ¢
SDS 037 g
Methanol 200 ml

16.2.2 Immunodetektion mit Chemolumineszenz

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers an die Membran zu verhindern, wurde diese mit
Blockierlosung bedeckt und 1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bel 4 °C geschiittelt.
Nach zweimaligem Abspllen mit Waschldsung wurde dreimal 10 min mit Waschldsung bel
Raumtemperatur und leichtem Schiitteln gewaschen. Anschlief3end wurde der monoklonale
Antikorper in entsprechender Verdinnung in Waschlésung zur Membran zugegeben und
1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. ES wurde erneut gewaschen (s. oben) und fir eine
Stunde mit dem biotinylierten anti-Maus-Antikorper (AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH,
Braunschweig), welcher zuvor 1:3000 in Waschlosung verdinnt worden war, be
Raumtemperatur behandelt. Nach enem weiteren Waschschritt (s. oben) wurde das
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (1:3000 in Waschlosung verdinnt) fur 1 h zur Membran
gegeben. Nach einem letzten Waschschritt (s. oben) erfolgte die Detektion mit dem
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Signdlreagenz ECL RPN 2109 (AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH, Braunschweig). Hierzu
wurde die Membran mit 0,125 ml Signalreagenz/cm?® bedeckt und fir 1 min inkubiert. Nach
Abgielen des Uberschissigen Signalreagenz und Einschweif3en des Blots in Plastikfolie,
erfolgte die Dokumentation durch Belichten eines Rontgenfilmes (X Ray 90, CEA, STANGNAS,
Schweden) fur 1-10 min mit anschlief3ender Entwicklung (Curix 60, AGFA, Leverkusen). Dieses

Vorgehen erlaubt eine semiquantitative Auswertung anhand der Bandendicke.

Blockier|6sung:

Magermilchpulver 50 % (w/v)

in 1/10 PBS

Waschl6sung:
Magermilchpulver 05 % (W)
Tween 80 0,1 % (v/iv)

in 1/10 PBS

16.3 Markierung mit Flureszenz-gekoppelten Antikérpern

Fur den in situ-Nachweis der dissimilatorischen Nitritreduktase wurden die monoklonalen, Cu-
dNIR-spezifischen  AntikOrper  Uber einen  sekundéaren  Antikorper  mit  einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (Schloter et al., 1993; verdndert nach Schmidt, 1974). Die
markierten Zellen wurden mikroskopisch (B 17) oder im Durchflul3zytometer (B 18) untersucht.

16.3.1 Behandlung mit Lysozym

Die fixierten Proben mufdten vor der Markierung durch enzymatische Behandlung fir die
Antikorper durchlassig gemacht werden. Hierzu wurde die Probe abzentrifugiert (4.500 x g,
4 min, Tischzentrifuge: “p-Centrifuge® BIOMETRA, Gottingen) und in  Lysozymldsung
aufgenommen. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler wurde die

Reaktion durch zweimaliges Abzentrifugieren und Waschen in 1/10 PBS abgestoppt.
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Lysozyml 6sung:

Lysozym (66200 U/mg) 10 mg/ml

in /10 PBS

16.3.2 Markierung in Losung

Die fUr die Markierungen benutzten ERGs wurden mit 3 % Rinderserumalbumin Fraktion V in
/10 PBS (B 2.2.1) blockiert, um wéhrend der Inkubationsschritte unspezifisches Binden der
Antikorper an die Gefal3wande zu verhindern.

Die Probe wurde abzentrifugiert (4.500 x g, 4 min, Tischzentrifuge: “p-Centrifuge”; BIOMETRA,
Gottingen) und in 200 pl Antikorperlésung in entsprechender Verdinnung mit Waschlésung
resuspendiert. Nach 1,5 Stunden bei Raumtemperatur wurde erneut zentrifugiert und dreimal
fir 5 min mit 200 pul Waschlésung inkubiert. Die Zellen wurden anschlief?end in 200 pl
Fluoreszenz-gekoppelten anti-Maus-Antikérper in der entsprechenden Verdinnung mit
Waschlésung aufgenommen. Nach einer Stunde im Uberkopfschiittier bei Raumtemperatur
wurde dreimal gewaschen (s. oben). Die markierten Zellen wurden in PBS (s. Abschnitt 2.2.1)

aufgenommen.

Sekundar-Antikor per:

» anti-Maus-FLUOS-Fab-Fragment (RocHE DiAGNosTIcS GmbH; Mannhem) 1:20

verdinnt in Waschl 6sung

» anti-Maus-Alexa 546-IgG (MOLECULAR PROBES, Leiden) 1:400 verdinnt in

Waschldsung

Waschl§sung:
Rinderserumalbumin Fraktion V 05 %
Tween 80 05 %

in /20 PBS (s. Abschnitt 13.1.2)

16.3.3  Markierung auf Objekttrager

Objekttréger mit aufgetropften Zellen wurden 1 h mit einer Blockierlsung aus 3 % Rinder-
serumalbumin in /10 PBS beschickt, um unspezifische Bindung von Antikdrpern zu



MATERIAL UND METHODEN 50

verhindern. Anschlief3end wurden die Proben kurz mit Waschlésung (B 16.3.3) gespuilt, mit 10-
30 pl ener geeigneten Verdinnung des monoklonalen Antikorpers bedeckt und weitere
1,5 Stunden inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wurde durch zweimal 5 min Inkubation der
Objekttrager in Waschldsung entfernt. Die Proben wurden mit 10-30 pl Fluoreszenz-markierten
anti-Maus-Antikorper (B 16.3.3) bedeckt. Nach einer Stunde wurden die Objekttrager erneut
gewaschen, mit sterilem A.geq @bgesplilt und an der Luft getrocknet. Alle Inkubationsschritte
wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer ausgeftihrt

16.3.4 Doppelmarkierung mit monoklonalem Antikoérper

und rRNA-gerichteten Oligonukleotidsonden

Zur Doppelmarkierung der Bakterien mit monoklonalem Antikorper und der rRNA-Sonde
EUB 338 (Amann et al, 1990b) wurden die PFA-fixierten Zelen (B 3.1) zuerst an die
Oberflachen von Objekttragern gebunden (PAUL MARIENFELD KG, Bad Mergentheim), mit der
Sonde hybridisiert (Amann et al, 1990a) und anschlief3end mit dem Antikdrper markiert.

Die Objekttrager mit aufgetropften Zellen wurden je drei min in 50%-, 80%- und 96%-igem
(viv) EtOH entwassert. Nach Trocknen an der Luft erfolgte die Oligonukleotidhybridisierung.
Hierzu wurden 8 pl Hybridisierungspuffer je Vertiefung aufgetragen und 1 pl der Sondenl 6sung
(50 pg/ml)) vorsichtig mit einer Pipettenspitze darin vertellt. Der Objekttrager wurde fur 1,5-4
Stunden bei 46 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlief3end wurde mit 48 °C warmen
Hybridisierungspuffer gespllt und im gleichen Puffer bei 48 °C 20 min lang gewaschen.
Schliefdich wurde der Objekttrager mit sterilem A.qes gesplilt und luftgetrocknet.

Hybridis erungspuffer

Tris-HCI 20 mM
SDS 0,02 % (w/v)
EDTA 50 mM
NaCl 09 M

pH 7,4
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Die Markierung mit dem Antikorper erfolgte wie unter B 16.3.3 beschrieben, mit folgenden

Anderungen:
» dleLosungen wurden auf 0,9 M NaCl eingestellt
» dlelnkubationsschritte erfolgten bel +4 °C

» die Inkubationszeiten wurden verléngert (fir den Primérantikorper auf 2,5 Stunden; fir

den Sekundérantikorper auf 1,5 Stunden)

Optional wurde mit DAPI gegengeférbt (B 16.3.5)

16.3.5 Farbung mit4’,6-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid (DAPI)

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (SIGMA, Deisenhofen) zeigt ein Anregungsoptimum bei 365 nm
und ein Emissionsmaximum bei 418 nm (Porter und Feig, 1980). Er bindet bevorzugt an AT-
reiche Regionen der DNS. Geférbte Zellen erscheinen blau, wahrend unspezifische Bindung
von DAPI an Polyanionen wie Polyphosphat und Natriumlaurylsulfat zu einer Gelbfarbung der
Partikel fihrt.

Zur Markierung der Zellen wurden 10 pl der DAPI-L6sung (1 pg/ml) in die Aussparung der
Objekttrager pipettiert und 10 min bel Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlief3end
wurde der Objekttrager mit sterilem A. ges gespllt und an der Luft getrocknet.

17. Mikroskopie

17.1 Einbettung

Alle Prgparate wurden nach Markierung zum Schutz vor Ausbleichen in Citifluor AF1
(CITIFLUOR LTD., London) eingebettet. Falls die Zellen nicht bereits an die Objekttrager fixiert
waren, wurden zuvor 1-5 pl des Prgparates auf den Objekttrager getropft und bei
Raumtemperatur getrocknet. Citifluor AF1 entwickelte seine optimale Wirkung 5 min nach
dem Einbetten.
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17.2 Epifluoreszenz-Mikroskopie

Fur in situ-Darstellungen der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Zellen wurde ein
Axioplan-Mikroskop (CARL ZEISS, Jena) verwendet. Das Phasenkontrastbild wurde immer mit
dem jewelligen Epifluoreszenzbild verglichen. Hierbel wurden Filtersétze von ZEISS, sowie
folgende Plan-Neofluar-Objektive: 100 x 1,3 (Olimmersion), 40 x 0,75 und 20 x 0,50 benutzt.
Das Mikroskop war mit einer MC 100 Kamera (CARL ZEISS, Jena) ausgestattet, an der
Kleinbildaufnahmen durchgefihrt werden konnten. Routineméllig wurde en Kodak EPS
800/1600-Diafilm verwendet. Bei Phasenkontrast-Aufnahmen wurde ca. 0,01-0,08 s, bei
Fluoreszenz-Aufnahmen zwischen 4 und 75 s belichtet.

Die fir die verschiedenen Fluorochrome eingesetzten Filtersétze sind in Tabelle 9 aufgelistet.

TAB.9: KENNDATEN DER ZUR EPIFLUORESZENZ-MIKROSKOPIE VERWENDETEN FILTERSATZE
Farbstoffe DAPI FLUOS Alexa 546/ Cy3
Anregungsmaximum 345 nm 494 nm 555 nm
Emissionsmaximum 442 nm 518 nm 566 nm
verwendeter Filtersatz 4879 01 4879 09 4879 15
Anregungswellenlangen 359-371 nm 450-490 nm 540-552 nm
Farbteiler 395 nm 510 nm 580 nm
Emmissionsfilter LP 397 nm LP 520 nm LP 590 nm

LP = Longpassfilter

17.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (LSM) konnen im Vergleich zu einem
klassischen Epifluoreszenz-Mikroskop Aufnahmen mit sehr hoher Auflésung und Tiefenscharfe
aufgenommen werden. Das Préparat wird punktférmig mit monochromatischem Licht angeregt,
wobel als Lichtquellen Laserlinien verschiedener Wellenldnge verwendet werden. Das Objekt
wird sukzessiv in verschiedenen optischen Ebenen und in zwel Raumrichtungen abgerastert.
Eine Lochblende (,pinhole*) im Strahlengang bewirkt, dass das Streulicht aus den nicht
fokusierten Bildebenen ausgeblendet und nur Licht aus einer definierten Brennebene detektiert
wird. Die Lichtstrahlen aus der aktuellen Bildebene treffen auf einen Photomultiplier, welcher
die optischen Signale in digitale Bilddaten umwandelt. Die Bildinformation steht dabei
pixelweise in digitaler Form zur Verfigung und kann durch anschlief3ende Bildverarbeitung

und Erschlief3ung mittels eines mitgelieferten Programmpakets weiter aufbereitet werden.
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Eine detaillierte Beschreibung des Prinzips der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie findet
sich in Wilson & Sheppard (1984).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein inverses konfokales Laserscanning-Mikroskop vom Typ
Zeiss LSM 410 (CARL ZEIss, Jena) mit zwe internen Helium-Neon-Lasern (543 und 633 nm),
sowie zwe externen Argon-Lasern (364 und 488/514 nm) verwendet. Die Bildaufnahme
erfolgte mit der vom Hersteller mitgelieferten Software (ZeissLSM Version 3.70) Dieim TIFF-
Format gespeicherten LSM-Bilder wurden mit dem Software-Paket Cored DRAW® 5.0 in
Diapositive umgewandelt und mit einem Agfa Forte® Belichtungsgerdt (AGFA, Leverkusen)
und der Software Freedom-of Pres® auf einem Farbdiafilm (KobAak Ektachrome 100

Professional) dokumentiert.

18. Fluorescense Activated Cell Sorting (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist eine leistungsféhige Methode zur Analyse und Sortierung von
Zéllen nach ihrem Gehalt an Fluoreszenzmarker und anderen Parametern wie Vorwérts- und
Seitwartsstreulicht. Die zu untersuchende Zellsuspension wird dafiir durch eine Diise gepresst
und in Tropfchen aufgeteilt, von denen jedes nur eine Zelle enthalten soll. Diese passieren einen
oder mehrere Laserstrahlen zur Anregung der von den Zellen gebundenen Fluoreszenz-
farbstoffe. Die Oberflachen von Tropfchen mit Zelen, die am Anregungspunkt vorher
festgelegten optischen Parametern entsprechen, werden elektrisch geladen und konnen mit

ebenfalls geladenen Ablenkplatten in einzelne Gefésse sortiert werden.

Plus

In dieser Arbeit wurde ein FACStar Gerdt (BECTON DICKINSON; Mountain View,

Kdifornien), das mit zwel Argon-Lasern (364 und 488/514 nm) ausgestattet ist, benutzt. Eine
detaillierte Beschreibung des Gerétes und der Anwendung findet sich bei Wallner (1993).

Die zu untersuchende ZelIsuspension wurde mit der Vortex® kréftig geschiittelt, um aggregierte
Zellen zu trennen und anschlielfend in Polystyren-Réhrchen umgefillt. Das Durchfluss-
zytometer wurde vor jeder Messung anhand eines Standards fluoreszierender Kigelchen
(Polychromatic Beads, PoLYSCIENCES; Eppelheim) neu kalibriert. Es wurden jewells circa

20.000 Ereignisse gemessen.
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C. ERGEBNISSE

1. Gewinnung der Cu-abhanigen dissimilatorischen Nitrit-

reduktase

Fur die Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern wurde in einem ersten Schritt die Kupfer-
abhangige dissmilatorische Nitritreduktase (Cu-dNIR) prépariert. Hierzu wurden zwei
verschiedene Ansdtze gewahlt. Zum einen wurde das Enzym aus der Zellmasse eines von
O. anthropi mit klassischen chromatographischen Methoden gewonnen. Zum anderen wurde
die Nitritreduktase von A. faecalis S6 als Fusionsprotein mit einem 6 x Histidinrest in E. coli
Uberexprimiert und an einer, fur den Histidinrest spezifischen Affinitétsmatrix aufgereinigt. Die

beiden Methoden werden in diesem Kapitel ausfihrlich beschrieben.

1.1 Praparation aus Ochrobactrum anthropi uber Chromato-

grafie und einer Acrylamid-Matrix

Das Aufreinigungsschema fur Cu-dNIR aus O. anthropi (Abb. 5) wurde in Anlehnung an die
Arbeiten von Kakutani et al. (1981) und Michalski et al. (1984) entwickelt, die das Enzym aus
Rhodobacter sphaeroides bzw. Alcaligenes faecalis S6 prapariert haben. Nach Félung der
hitzelabilen Proteine, folgte eine lonenaustauscher- und Gdfiltrationschromatografie. Die
aktiven Fraktionen der Sauleneluate wurden spektralphotometrisch ermittelt (B 8.1.2). Das
angereicherte Enzym wurde schliefdich Uber ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel

gereinigt.
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Herstellen eines zellfreien Rohextraktes aus 40 g Zellen (Feuchtgewicht)

!

Abtrennen hitzelabiler Proteine
(20 min, 70 °C, Zentrifugation)

!

Reinigung an DEAE-Cellulose

!

Reinigung an Sephacel S100

!

Auftrennung im nativen PAGE

!

Detektion von Cu-dNIR durch Aktivitatsfarbung im Gel
Ausschneiden der aktiven Bande

!

Elektroelution von Cu-dNIR

!

Uberprufung des Praparationserfolges durch SDS-PAGE

ABB. 5: FLUSSDIAGRAMM UBER DIE PRAPARATION VON Cu-dNIR Aus O. anthropi 1a

Ein typischer Verlauf der Praparation wird im Folgenden gezeigt.

1.1.1 Gewinnung der Zellmasse

Die Zdlmasse fir die Enzymprdparation wurde wie in B.1.5 beschrieben, gewonnen. Es wurde
12 Stunden bis zu einer einer optischen Dichte (ODggo) von 8,3 fermentiert, wobel der pO, auf
mindestens 50% eingestellt wurde. Zur Induktion des denitrifizierenden Enzymsystems wurden
die Zellen Gber Nacht ohne Beltftung bel einer Rihrergeschwindigkeit von 100 rpm inkubiert.

Es konnten 19,9 g Zellen (Feuchtgewicht) pro ml Kulturmedium erzielt werden.
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ABB. 6: FERMENTATION VON O. anthropi

Die Fermentation erfolgte in einem Volumen von 35 I. Der Sauerstoffpartialdruck wurde
Uber die Rihrerdrehzahl automatisch vom Fermenter auf mindestens 50% einreguliert.
Nach 12 h wurde die Bellftung zur Induktion des denitrifizierenden Enzymsystems
eingestellt.

1.1.2 Gewinnung des zellfreien Rohextraktes und Abtrennung

hitzelabiler Proteine

Aus 40 g Zdlen des Organismus O. anthropi (Feuchtgewicht) wurde der zellfrele Rohextrakt
gewonnen (B 4). 10-minitige Inkubation bei 70 °C fihrte zur Fallung hitzelabiler Proteine,
welche anschlief3end durch Zentrifugation (4000 x g, 10 min, 4 °C) abgetrennt wurden.

1.1.3 Reinigung uber DEAE-Cellulose

Der Hitzeextrakt wurde anschlief3end auf eine Saule (30 cm x 2,5 cm) mit dem |onentauscher
DEAE-Cdlulose aufgetragen und mit einem Saulenvolumen Aquilibrierungspuffer
nachgewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte in einem Stufengradienten von
220 mM, 280 mM und 400 mM NaCl. Die mit 220 mM NaCl eluierten Fraktionen (O bis 10)
zeigten keine Aktivitét fir dNIR. Die Cu-dNIR €eluierte vollstandig bel einer Salzkonzentration
von 280 mM NaCl in den Fraktionen 11 bis 13. Nach Waschen der Saule mit 400 mM Salz war
keine Restaktivitéat im Saulenaudauf detektierbar (Abb. 7). Die Menge an Gesamtprotein wurde
um 47,3% verringert.
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ABB. 7: REINIGUNG VON Cu-dNIR UBER DEN IONENAUSTAUSCHER DEAE-CELLULOSE
Trennmaterial:  DEAE-Cellulose, aquilibriert mit 50 mM Kaliumphosphat pH 7,4

Fraktionsgrof3e 10,0 ml

Elutionspuffer 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH7,4 mit Salzstufen:
1) 220 mM NacCl (100ml)
2) 280 mM NaCl (100ml)
3) 400 mM NacCl (200ml)

Die Fraktionen 11 mit 13 wurden vereinigt und auf 2 ml Endvolumen eingeengt (B 5.2).

1.1.4 Reinigung Uber Molekularsieb Sephacel S 200

Die vereinigten aktiven Fraktionen des lonentauschers wurden tber ein Molekularsieb Sephacel
S 200 (Saulengrésse: 70 cm x 1,5 cm) gereinigt. Hierbel erfolgte vorwiegend eine Abtrennung

niedermolekularer Proteine (Abb. 8).
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ABB. 8: REINIGUNG VON dNIR UBER EIN MOLEKULARSIEB
Trennmaterial:  Sephacryl S200 aquilibriert mit 25 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4
FraktionsgroRe: 2,5 ml

Elutionspuffer: 25 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4
Fraktionen 10 und 11 wurden vereinigt, auf 2,1 ml eingeengt und fir die weitere Pr8paration

verwendet.

1.1.5 Auftrennung mit nativer PAGE und anschliel3ende

Elektroelution

Zur weiteren Aufreinigung wurde die angereicherte Cu-dNIR im prdparativen nativen PAGE
(B 6.2) aufgetrennt. Die Nitritreduktase wurde durch Aktivitétsfarbung mit Benzylviologen
(B 8.1.3) im Gd identifiziert, die entsprechende Bande ausgeschnitten und das Enzym euiert
(B 5.3). Pro Prgparation konnten circa 120 pg Nitritreduktase bei einer Ausbeute von 4,2 % der
urspriinglichen Aktivitét gewonnen werden. Das eingeengte und gereinigte Protein wurde bis

zur Immunisierung bei —20 °C gelagert.

In Tab. 10ist der Verlauf der Reinigung nochmals zusammengefasst:
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TAB. 10: REINIGUNGSTABELLE UBER DIE PRAPARATION VON Cu-dNIR Aus O. anthropi

Volumen Protein | Protein ges. | rel. Aktivitat |rel. Aktivitaet ges.|rel. spez. Aktivitat
Probe
[ml] [mg/ml] [mg] [(d*min™)/mI] [d*min™] [(d*min™)/mg]
Rohextrakt
nach
Hitzebehand-| 970 2,4 232,8 25,0 2425,0 10,4
lung
DEAE 2,0 55,0 110,0 72,04 144,0% 0,7%
S200 2,5 2,4 6,0 99,9 249,8 41,6
Elektro- 0.4 0,3 0.1 257.,0 102,8 1028,0
elution

&) Einfluss der Salzkonzentration aus dem Eluti onspuffer auf die Aktivitétsmessung

1.1.6 Reinheitskontrolle im SDS-PAGE

Der Verlauf der Reinigung wurde durch 10 %-ige SDS-PAGE (B 6.1) Uberprift. Pro Spur
wurden 20 pug Gesamtprotein aufgetragen und das Gel anschlief3end mit Silbernitrat gefarbt.

Abb. 9 zeigt das nach Aufrenigung Uber eine Polyacrylamid-Matrix elektrophoretisch

homogene Enzympraparat.
Lam e
- - - 66,2 kD
E L ]
- - 39,2 kD
— .
- 26,6 kD
- 20,1 kD
A B C D
ABB. 9: PRAPARATION DER Cu-dNIR Aus O. anthropi

Von jedem Reinigungsschritt wurden 20 pg Gesamtprotein im SDS-PAGE getrennt. Das
Gel wurde anschlieBend mit Silbernitrat gefarbt.

A=Rohextrakt; B=nach Aufreinigung an DEAE-Cellulose; C=nach Aufreinigung an
Sephacel S200; D=nach Elektroelution
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1.2 Praparation aus Alcaligenes faecalis S6 mittels Epitop-

tagging

In einem weiteren Ansatz zur Gewinnung der Nitritreduktase wurde nirK aus A. faecalis S6
kloniert, in E. coli as Fusonsprotein mit 6 Histidinresten Uberexprimiert und an ener

speziellen Affinitétsmatrix aufgereinigt

1.2.1 Amplifizierung des nirK-Gens von genomischer DNS aus

Alcaligenes faecalis S6

Aus einer Ubernachtkultur von A. faecalis S6 wurde die genomische DNS prapariert (B 9.1).
Zur Amplifizierung von nirK wurden neue Primer entworfen (B 12.1), um geeignete
Restriktionsschnittstellen fir die Klonierung in den Expressionsvektor einzuftihren. Der N-
terminale Primer (NIR-N) wurde direkt in das Sartcodon und der C-terminae Primer (NIR-C)
an das Ende der codierenden Sequenz fir nirK (Nishiyama et al., 1993) gelegt, jedoch ohne das
Stopcodon mit einzuschlief3en. Der Trandationsstop erfolgte Uber die Terminationssequenzen

des Expressionsvektors (B 13.1). Abb. 10 zeigt die Lage der Primer in der Sequenz von nirK.

541 ggccaaaccc cttcggctga gcecctttgttc cagcgcaaat aaagcgggac agacat caat

601 aagctagctt aagttattga tattaaacgc ctaatattac ccaatttttt gtgtcacctt
661 gatcgcagtc aaggaacatc gaagtgcctc ttcctatagt cggcatgaca gagcaggaaa
721 tgctcggtcc tatcgtaaag gagagtatcg atggccgaac agat gcaaat cagtcgccgce
781 accatattgg caggagccgc cctggctggg gcgcttgecge cggttctggc aaccacatcc
841 gcctggggac aaggcgcggt gcggaaggca actgcggcag aaatagcagc acttccacgce
901 cagaaggtgg agcttgtgga ccctcccttc gtgcatgccc atagtcaggt tgcagaaggce
961 ggacccaagg tggtcgaatt caccatggtg atcgaggaaa agaagatcgt catcgatgat

1021 gcgggaaccg
1081 gt gcat cagg

aagttcacgc
acgattatct

catggcattc
cgaact gaca

aacggcaccg
ct cat caacc

t accaggacc
ct gaaaccaa

gctgatggtc
cacgctgatg

1141 cacaatatcg atttccatgc ggcaaccggt gcattgggcg gcggcgggct gaccgaaatc
1201 aat ccgggag aaaagaccat cctgcgcttc aaggcgacca agcccggcgt cttcgtctac
1261 cactgcgcac ctcccggaat ggttccctgg catgtcgtat cgggcatgaa tggtgcgatc
1321 atggt gct gc cgcgcgaggg tctgcatgac ggcaaaggca aagcactgac ctacgacaag
138l atttattatg tcggcgaaca ggatttctat gtaccgcgcg acgagaacgg caaatacaag
1441 aaat acgagg cgcccggcga cgcttatgaa gacaccgtca aggtcatgcg cactctcact
1501 ccgacccatg tggtgttcaa cggcgctgtg ggcgcactga ctggcgacaa ggccatgacg
1561 gcggcggttg gcgagaaagt cctgatcgtc cactcgcagg ccaaccgcga tacgagacca
1621 catctgatcg gggggcatgg ggattatgtc tgggcgaccg gcaagttcaa tacgccgccc
1681 gacgtcgatc aggaaacctg gttcattccg ggtggtgccg ccggagcagc cttctacacg

1741 ttccagcagc
1801 ggcgctgeceg

1861 ct cgcaccat

ccggcatcta
cccacttcaa

cgcctatgtg
ggt cacgggt

ctggcacgta a agcgaat gt

aaccacaatc
gaat ggaacg
at gaaggcgc

t gat cgaggc
acgat ct gat
ttcgectcce

ttttgaactc
gacgt cggtt
agagcgcctt

ABB. 10:

(EMBL D13155)

Die kodierenede Sequenz fur nirK wurde fett gedruckt und die Lage der Primer rot
markiert. Die natirliche Ribosomenbindungsstelle (nach Nishiyama et al., 1993) wurde
blau markiert, die Signalsequenz fiir den Transport ins Periplasma unterstrichen.

LAGE DER PRIMER NIR-N UND NIR-C IN DER SEQUENZ VON nirK Aus A. faecalis S6




ERGEBNISSE 61

Durch Schnittstellen fur unterschiedliche Restriktionsenzyme am N-bzw.C-terminalen Ende
von nirK wurde eine gerichtete Klonierung moglich. Nach Amplifizierung entsteht ein
Fragment von 1139 bp Lange. Das PCR-Produkt wurde restringiert (B 10.1) und aufgereinigt
(B 12.3).

1.2.2 Klonierung des nirK-Gens aus Alcaligenes faecalis S6

in den Expressionsvektor pQE13

Die Nitritreduktase wurde so in den Vektor (B 13.1) kloniert, dass ein Fusionsprotein mit 6 N-
terminalen Histidinresten exprimiert wird, welches eine Aufreinigung an Ni-NTA erlaubt
(B 5.1). Nishiyama et al. (1993) identifizierten fir Cu-dNIR in A. faecalis eine potentielle Shine
Dalgarno Sequenz kurz oberhalb des Startcodons. Uber die Lage der Primer NIR-C und NIR-N
(B 12.1) wurde die Amplifikation dieser nativen Ribosomenbindungsstelle von nirK fir das
Insert-Vektorkonstrukt vermieden, um Stérungen mit den Regulationseinheiten des Vektors
auszuschlief3en. Die Signalsequenz fUr den Transport des Proteins ins Periplasma (Aminosauren
1-33; Nishiyama et al., 1993) wurde jedoch erhalten um sicher zu gehen, dass das rekombinante

Enzym korrekt prozessiert werden konnte.

Die folgende Abbildung verdeutlicht die Einfihrung der Restriktionsschnittstellen durch PCR
und Subklonierung der Cu-dNIR:

5

BamHl\
) > - 5
3 <
\Hi ndlll

e TEMPlAtE-DNS 3

—» Primer

I

PCR-Amplifikation

I

BamHI/Hindlll Restriktionsverdau

J

Integration in den Vektor pQE 13

ABB. 11: KLONIERUNG VON nhirK Aus A. faecalis S6 IN DEN VEKTOR pQE 13
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Fur die Ligation wurden fur Vektor-und Insert-DNS Standardmengen nach Maniatis et al., 1982
(B 10.3) eingesetzt. Da der Vektor pQE 13 drel mal so gross ist wie das Insert konnten bel
Beachtung der Formel aus B 10.3 die Mengenverhdltnisse durch Vergleich der Bandenstérke in
einem Agarosegel abgeschétzt werden, d.h. gleich starke Banden von pQE13 und nirK zeigen

dasrichtige Verhdltnis von Vektor zu Insert an.

- 4072 bp
- 3054 bp

-~ 1636 bp

ABB. 12: AGAROSEGEL ZUR ABSCHATZUNG DER EINZUSETZENDEN MENGEN VON nirK Aus
A. faecalis S6 UND VEKTOR pQE 13

Das Amplifikat und der Vektor wurden mit BamHI und HindlIl verdaut, aufgereinigt und
jeweils 4, 2, 1 pl Vektor bzw. 8, 4, 2 ul Amplifikat in einem 1 %-igem Agarosegel aufge-
trennt.

M=Gr6Renmarker

In den Ligationsansatz (B 10.3) wurden aus den in Abb. 12 gezeigten Restriktionsansétzen 1 pl
aufgereinigte Vektor-DNS im Verhdtnis zu 8 pl aufgereinigte nirK-DNS eingesetzt, ohne

vorher die absoluten Mengen an DNS zu bestimmen.

1.2.3 Uberprufung der Transformanten auf Insertion von nirK

Nach Integration von nirK in den Vektor pQEL13 wurde E. coli IM 105 transformiert (B 11.2)
und auf LB-Medium (B 1.4), welches 100 pg Ampicillin/ml enthielt, ausplattiert. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C wurde von den Selektionsplatten eine Masterplatte einzelner
Klone angelegt (B 11.3.1). 10 willkirlich ausgewdahite Klone wurden durch PCR und

Expressionskulturen ndher untersucht.
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1.2.3.1 Amplifikation von nirK mit den Primern NIR-C und
NIR-N

10 transformierte E. coli JM 105-Klone der Master-Platte wurden durch PCR (B 12.1) auf
Insertion von nirK hin tberpriift. Fur die Amplifikation wurden je 2 ul einer Ubernacht-Kultur
ohne vorherige Aufreinigung der DNS as Template eingesetzt. Bel 7 Klonen konnte en
Fragment der erwarteten Lange von 1139 bp amplifiziert werden (Abb.13).

21139 bp

M 1%283 4 5 "% 7 % 9 10WeFK

ABB. 13: AMPLIFIZIERUNG VON NirK-AUS TRANSFORMIERTEN KLONEN VON E. coli JM 105

Pro Ansatz wurden 2 pl Bakterienkultur als Template zum Nachweis von nirK eingesetzt.
Die Zellen wurden durch Erhitzen auf 94 °C zu Beginn der PCR gedffnet.
M=GroRRenmarker; 1-10=transformierte Klone; 11=nicht transformierter E. coli IM105;
K=PCR-Ansatz ohne DNS

1.2.3.2 Expression der rekombinanten Cu-dNIR

Die 7 Klone, dieim PCR-Test positiv waren, wurden auf ihre Fahigkeit zur Expression von Cu-
dNIR Uberpriift. Hierzu wurden Miniexpressionskulturen hergestellt (B 11.3.2). Nach Zell-
aufschluss der Bakterien und Trennung des Rohextraktes im SDS-PAGE wurde die Cu-dNIR
mit einem polyklonalen Serum (Nishiyama et al.; 1993) im Immunoblot detektiert. Bel
5 Klonen konnte eine eindeutige Bande nachgewiesen werden. Klon 3 und 8 zeigen nur eine
schwache bis sehr schwache Schwérzung des Rontgenfilmes (Abb. 14).
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- 66,2 kD

- 39.2 kD

- 26,6 kD

- 20,1 kD

ABB. 14: NACHWEIS DER Cu-dNIR IN MINIEXPRESSIONSKULTUREN REKOMBINANTER KLONE VON
E. coli-JM 105

Die Expression der rekombinanten Cu-dNIR wurde mit 1mM IPTG induziert. AnschlieRend
wurden die Zellen im SDS-Probenpuffer aufgekocht und ein Aliquot des Extraktes im
Immunoblot untersucht. Die Detektion erfolgte durch Chemolumineszenz und wurde auf
einem Rontgenfilm dokumentiert (B 16.2)

K=nicht induzierte Kontrolle; 3-10=Nummer der Klone, die im PCR-Test auf nirK positiv
waren

1.2.4 Kontrolle der Insertion von nirK

Zur Gewinnung der Cu-dNIR fur die Antikorperherstellung wurde E. coli-Klon 9 verwendet.
Um die stabile Insertion von nirK wahrend der Lagerung des Bakterienstammes zu Uberprifen
und einen, von der in dieser Arbeit entwickelten PCR, unabhéngigen Nachweis zu flhren,
wurde nirK mit dem Primerpaar nach Braker et al. (B 12.2) amplifiziert. Hierbel wird eine
konservierte Region des Gens vervidfdtigt. Abb.15 zeigt ein PCR-Produkt mit der erwarteten
Lange von 514 bp.

ABB. 15: AMPLIFIZIERUNG EINES KONSERVIERTEN TEILBEREICHES VON nirK
BRAKER et al.

Klon 9 wurde tber Nacht bei 37 °C kultiviert. 2 pl Bakterienkultur
wurden ohne vorherige Aufreinigung der DNS als Template in die
PCR eingesetzt.

- 514 bp
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1.2.5 Zeitlicher Verlauf der Expression von Cu-dNIR

Um den Zeitpunkt der optimalen Ausbeute von Cu-dNIR nach Zugabe von IPTG zu finden,
wurden 500 ml Medium im Verhdtnis 1:10 mit einer Ubernacht-Kultur des transformierten
E. cali-Klones 9 inokuliert. Nach einer Stunde Inkubation bel 37 °C wurde die Expression des
Enzyms durch Zugabe von 2 mM IPTG gestartet. Nach verschiedenen Zeiten wurden jeweils
1ml Bakterienkultur entnommen, abzentrifugiert, in SDS-Probenauftragspuffer (B 6.1)
resuspendiert und bei —20 °C gelagert. Um den Expressiondevel der Cu-dNIR Uber die Zeit
verfolgen zu konnen, wurden die einzelnen Proben Uber die optische Dichte (ODgyo)
normalisiert, ein Rohextrakt hergestellt (B 4) und mittels SDS-PAGE (B 6.1) aufgetrennt und
mit Silber geférbt (B 6.3). In Abb. 16 ist zu sehen, dass die Cu-dNIR-Bande vier Stunden nach
Induktion am starksten exprimiert wurde, danach kommt es zum langsamen Abbau des
Enzyms. In einer nicht induzierten Kultur (Spur 1), die mit der gleichen Vorkultur inokuliert

wurde, fehlt die Bande erwartungsgemals.

ABB. 16: ZEITLICHER VERLAUF DER HETEROLOGEN EXPRESSION VON Cu-dNIR in E. coli

Gezeigt werden Extrakte der induzierten Bakterien, die zu verschiedenen Zeitpunkten
entnommen worden waren. Die Bakterien wurden nach Normalisierung abzentrifugiert, in
SDS-Auftragspuffer gekocht und durch SDS-PAGE getrennt.

1=nicht induzierte Kultur; 2-7=Proben von 2.5h,3.5h, 4.0 h, 4.5 h, 5.0 hund 6.0 h nach
Induktion mit IPTG

1.2.6 Aufreinigung des Enzyms durch Metall-Affinitatschro-
matografie und Reinheitskontrolle im SDS-PAGE

Es wurden Expressionskulturen in 500 ml Volumen LB-Medium hergestellt. Die Zellen wurden
4 h nach Induktion der Cu-dNIR geerntet. Die Uberexprimierte Cu-dNIR wurde anhand des
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Higtidin-tags unter denaturierenden Bedingungen mit 8M Harnstoff an einer Metallaffinitéts-
chromatografie-Matrix aufgereinigt. Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick tber den
Ablauf der Préparation:

Her stellen des Rohextr aktes:
500 ml LB-Medium (100pg Ampicilli/ml) mit 50 ml Ubernachtkultur des E.coli Klons 9 inokulieren
nach 1 h bei 37 °C die Expresssion von Cu-dNIR induzieren (Medium auf 2 mM IPTG einstellen)
nach weiteren 4 h Inkubation bei 37 °, Zellen durch Zentrifugation (4000 x g, 20 min, RT) ernten
pro g Feuchtgewicht 5 ml Lysispuffer + 10 mM Imidazol (B 5.1) zugeben
15 min bel RT ruhren
1 x 3 minim Homogenisator aufschliel}en
Zentrifugation: 10.000 x g, 25 min, 18 °C

Uberstand = Rohextrakt

!

Binden von Cu-dNIR an die Affinitatsmatrix:
pro 4 ml Rohextrakt 1 ml Ni-NTA (50 % Emulsion) zugeben

60 min auf dem Rundschiittler (200 rpm, RT) inkubieren

!

Elution der Cu-dNIR von der Affinitatsmatrix:
Gemisch aus Lysat und Ni-NTA in eine Saule (1 x 10 cm) giefen
2 x waschen mit je 4 ml Waschpuffer + 20 mM Imidazol (B 5.1)

Elution von Cu-dNIR mit 6 x 0,5 ml Elutionspuffer 1 und 6 x 0,5 ml Elutionspuffer 2 (B 5.1)

!

Renheitskontrolle durch SDS-PAGE

ABB. 17: FLUSSDIAGRAMM UBER DIE PRAPARATION REKOMBINANTER Cu-dNIR

Unter nativen Bedingungen war nur eine sehr schwache Bindung des Enzyms an die
Reinigungsmatrix moglich, so dass ein grof}er Teil der Cu-dNIR im Durchfluss der Saule zu
finden war (Daten nicht gezeigt).

Deshalb wurde en Protokoll zur Aufreinigung der Cu-dNIR unter denaturierenden
Bedingungen mit 8 M Harnstoff entwickelt, da in diesem Falle die Bindung an das

Saulenmaterial besser ist und somit eine hdhere Ausbeute zu erwarten war.
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Die Bindung des Enzyms an die Affinitétsmatrix und die Waschschritte erfolgten unter Zugabe
von Imidazol zur Abtrennung von Proteinen mit schwacher Affinitét zur Saulenmatrix. Optimal
waren Konzentrationen von 10 mM zur Bindung und 20 mM im Waschpuffer. Eine Erhohung
der Imidazolkonzentration auf 40 mM im Waschpuffer fuhrte zu Verlusten von Cu-dNIR
waéhrend der Waschschritte durch frihzeitige Elution. Zugabe von 2% Tween 80 (w/v) lief3
keine Verbesserung des Reinigungsergebnisses zu. Die Elution erfolgte durch stufenweise
Reduktion des pH Wertes Uber 5,9 auf 4,5 durch Zugabe von jeweils 6 x 0,5 ml Elutionspuffer
pH 5,9 (EL 1-6) bzw. pH 4,5 (EL 7-12).

ADbb.18 A zeigt ein typisches Reinigungsergebnis im SDS-PAGE: Im Durchlauf der Saule und
in den Waschfraktionen finden sich nach Optimierung der Imidazolkonzentrationen nur sehr
geringe Mengen an nicht gebundener Cu-dNIR. Der grofte Antell des Enzyms euiert nach
Absenken des pHs im Elutionspuffer auf 4,5. Allerdings euieren unter diesen Bedingungen
auch Aggregate und Proteine, die mehr as einen Histag enthdten. Um zu prufen, ob die
Proteine, die in ihrem Molekulargewicht nicht der Nitritreduktase entsprechen
Verunreinigungen darstellen, wurde ein Western-Blot mit einem anti-dNIR-Serum (Nishiyama
et al., 1993) durchgefihrt. Abb. 18 zeigt, dass die Proteinbanden im SDS-Gel identisch mit dem
Bandenmuster im Immunoblot sind. Die eluierten Proteine sollten somit Aggregate oder

Bruchstiicke der Cu-dNIR darstellen und wurden daher zur Immunisierung verwendet.

Ly - —

e |

EL1 EL3 EL5 EL7 EL9 EL11 R W EL1 = EL3 EI5EEEE S/asEE O S %14

ABB. 18: VERLAUF DER REINIGUNG VON Cu-dNIR UNTER NATIVEN BEDINGUNGEN
Von folgenden Fraktionen wurden von links nach rechts jeweils 10 pl aufgetragen:
» Fraktionen 1, 3,5 ® eluiert mit Puffer pH 5,9
» Fraktionen 7,9, 11 ® eluiert mit Puffer pH 4,5,
R=Rohextrakt, W=vereinigte Waschfraktionen, EL=Elutionsfraktionen

A zeigt das SDS-PAGE nach Farbung mit Silbernitrat; B zeigt den korrespondierenden
Immunoblot nach Detektion mit anti-dNIR-Serum
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Die euierten Fraktionen wurden vereinigt, zur Reinheitskontrolle im SDS-PAGE (B 6.1)
aufgetrennt und anschlief3end mit Coomassie Brilliant Blue geférbt (B 6.4)

- 66.2 kD
- u - 39,2 kD
- 26,6 kD
- 20.1 kD
C D

ABB. 19: PRAPARATION DER REKOMBINANTEN Cu-dNIR Aus E. coli JM 105 UNTER DENATURIE
RENDEN BEDINGUNGEN

Rohextrakte von E. coli-Kulturen wurden mit und ohne Induktion durch IPTG und das
daraus praparierte Enzym im SDS-PAGE getrennt. Das Gel wurde anschlie3end mit
Silbernitrat geféarbt.

A vor Induktion mit IPTG; B nach Induktion mit IPTG; C nach Aufreinigung tber Affinitats-
saule; (5 pg Ges.-Prot.); D nach Aufreinigung tber Affinitdtssdule (10 pg Ges.-Prot.)

Aus einem Liter Bakterienkultur konnten 4,5 mg elektrophoretisch reine, rekombinante Cu-

dNIR gewonnen werden.

2. Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern gegen Cu-dNIR

2.1 Immunisierung

Mit der gereinigten Cu-dNIR, die mit den verschiedenen Préparationstechniken gewonnen
(C1.1;, C1.2.6) worden waren, wurden jewells drei Méause immunisiert (B 14.1). Mit dem
Enzympréparat aus O. anthropi wurde eine Maus, nach Immunisierung mit Cu-dNIR aus
A. faecalis S6 zwel Mause immunisiert. Vor der ersten und finf Tage vor der zweiten Injektion
wurden pro Maus retrobulbér circa 200 pl Blut enthommen und mit dem daraus gewonnenen
Serum (B 14.1) der Immunisierungserfolg im ELISA (B 16.1) Uberprift.
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TaB. 11A: ELISA zUR UBERPRUFUNG DES IMMUNISIERUNGSERFOLGES MIT Cu-dNIR AUS
O. anthropi

Die ELISA-Platten wurden entweder mit Cu-dNIR oder Rinderserumalbumin als Kontrolle
beschichtet. AnschlieRend wurde das Serum zugegeben. Waren anti-Cu-dNIR Antikérper
im Serum vorhanden, konnten sie mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus-Immun-
globulin detektiert werden. Der Nachweis erfolgte mit ABTS (B 16.1.4). Die Werte zeigen
die Absorption bei 405 nm an

Cu-dNir aus Cu-dNir aus

O. anthropi O. anthropi BSA BSA

Antigen:

Protein pro Kavitat | PrAimmunserum | Postimmunserum | Praimmunserum | Postimmunserum

[ng] (2:50 mit PBS) (1:50 mit PBS) (1:50 mit PBS) (1:50 mit PBS)
400 11 2,2 1,0 08
200 0,9 2,6 11 1,2

TAB. 11B: ELISA zUR UBERPRUFUNG DES IMMUNISIERUNGSERFOLGES MIT REKOMBINANTER
Cu-dNIR

Die ELISA-Platten wurden entweder mit Cu-dNIR oder Rinderserumalbumin als Kontrolle
beschichtet. AnschlieRend wurde das Serum zugegeben. Waren anti-Cu-dNIR Antikérper
im Serum vorhanden, konnten sie mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus-
Immunglobulin detektiert werden. Der Nachweis erfolgte durch Luminol. Die Werte stellen
relative Lichteinheiten (rlu) aus der Messung im Chemoluminometer dar.

rekombinante rekombinante BSA BSA

Antigen: Cu-dNIR Cu-dNIR

Protein pro Kavitat | PrAimmunserum | Postimmunserum | Praimmunserum | Postimmunserum

[ng] (1:1000 mit PBS) (1:1000 mit PBS) (1:1000 mit PBS) (1:1000 mit PBS)
400 230 738 85 167
200 253 762 94 112

Durch die Immunisierung konnte eine 2-3-fache Erhéhung des Cu-dNIR-spezifischen ELISA-
Signals ereicht werden. Wurde Rinderserumalbumin als Antigen eingesetzt, so waren die
Signale immer entweder niedriger oder héchstens gleich hoch wie die Cu-dNIR-spezifischen
ELISA-Signale vor der Immunisierung (Tab.11A, 11B).

2.2 Selektion von Hybridomalinien, welche Antikdrper der

gewlnschten Spezifitat sezernieren

Funf Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Mé&use durch Ather get6tet und die

Fusionen aus Milzzellen und Mausmyelomzellen durchgefihrt (B 14.2).
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Nach Immunisierung mit Cu-dNIR aus O. anthropi konnte nach dem ersten spezifischen
Screening 2 Zdllinien selektiert werden, die Antikorper gegen das gewilnschte Enzym
produzierten. Im Laufe der Kultivierung verlor eine der beiden Linien ihre Fahigkeit zur
Antikorperproduktion. Die Antikorper der verbliebenen Zdllinie werden im weiteren mAKk

dNIR1agenannt.

Nach den beiden Zelfusionen, die der Immunisierung mit Cu-dNIR aus A. faecalis S6 folgten,
konnten Uber ein erstes Screening insgesamt 81 positive Klone im ELISA nachgewiesen
werden. Diese Klone wurden weiterhin mit Rohextrakten der Bakterien O. tritici und
A. faecalis S6 auf Reaktion mit Cu-dNIR getestet. Die Expression des Enzyms war zuvor durch
Test auf N,O mittels Gaschromatografie (B 8.2) nachgewiesen worden. Der ELISA ergab 41
positive Zellklone. Mit Uberstanden dieser 41 Hybridomazelllinien wurde anschliel}end ein
Immunoblot mit Rohextrakten aus Bakterien verschiedener phylogenetischer Herkunft
durchgeftihrt. Die Kulturen waren zuvor durch Gaschromatografie auf Produktion von N,O
untersucht worden. Die 10 Klone, die das weiteste Spektrum zeigten wurden en zweites Mal
getestet. Die Ergebnisse sind in Tab.12 zusammengefasst. Ps. aeruginosa besitzt eine ham-
haltige dNIR und E. coli eine Siroham-haltige Nitritreduktase; sie wurden a's Negativkontrollen
eingesetzt.
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TAB. 12: KREUZREAKTIONEN VERSCHIEDENER anti-dNIR-ANTIKORPER MIT DENITRIFIZIERENDEN
BAKTERIENROHEXTRAKTEN IM WESTERN IMMUNOBLOT

MAK9 ImAk15|mAKk17|mAk20|mAk23|mAk24/mAk29/mAk34\mAk37|mAk38

Agrobacterium
tumefaciens + - + - - - + - - -
DSM 30205

Alcaligenes
faecalis - - - - - - + - - +
DSM 30030

Alcaligenes
faecalis + + - - - - + - + +
S6

Alcaligenes sp.
DSM 30128

Bradyrhizobium
japonicum - - - - - - - - + -
DSM 30131

Bacillus
azotoformans - - - - - - - - - -
DSM 1046

Ochrobactrum
anthropi + + - + + - + - + +
la

Ochrobactrum
grignonense + + - + + - + - + +
LMG 18955

Ochrobactrum

tritici + + - + + + + + + +
LMG 18957

Pseudomonas
denitrifi .den. - - - + + - + - - +
enitifcans ssp. der ONNC +) +)

E. coli JM 105 - - - - - - - - - -

Pseudomonas
aeruginosa - - - - - - - - - -
DSM 10

*Ps. denitrificans zeigte mit allen positiv reagierenden mAKks eine zusétzliche Bande bel ca. 24 kD.

Klon 29 wurde genauer charakterisiert (weiterhin as mAk dNIR29 bezeichnet), da mit mAk
dNIR29 unter Standardbedingungen fir den Immunoblot keine Hintergrundreaktionen
auftraten, er ein weites Spektrum fur Cu-dNIRs aus unterschiedlichen Bakterien zeigte und in

einem Vorversuch ein Signal nach Immunofluoreszenz-in situ-Markierung zu sehen war.
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3. Charakterisierung der ausgewahlten Antikorper

3.1 Spezifitdt/Kreuzreaktionen

Die Kreuzreaktivitédt von mAk dNIR1a und mAk dNIR29 wurden im indirekten Immunoassay
mit Chemolumineszenzdetektion getestet (B 16.1). Die zu untersuchenden Bakterien wurden
anaerob mit 2 g/l KNO; kultiviert und mittels Gaschromatografie (B 8.2) auf
Denitrifikationsaktivitdt untersucht. Mit einem Rohextrakt der verschiedenen Bakte-
rien wurden Mikrotiterplatten beschichtet und ein ELISA durchgefiihrt. Zur Negativ-
kontrolle wurden E.coli und Ps. aeruginosa ausgewahlt, da diese Organismen
alternative Nitritreduktasen (Sirohdm- bzw. H&m-abhéngige NIR) besitzen.

Abb. 20 zeigt, dass sich die beiden untersuchten Antikérper in ihrer Spezifitét sehr stark
unterscheiden. Wahrend mAk dNIR1a nur mit der Nitritreduktase aus O. anthropi, also dem
Protein, mit dem die Immunisierung erfolgte, kreuzreagiert, zeigt der Antikorper mAk dNIR29
ein weitaus groReres Spektrum fur kupferabhangige Nitritreduktasen aus Bakterien
unterschiedlicher phylogenetischer Gruppen. Definiert man die Reaktion von Pseudomonas
aeruginosa as Hintergrund, so konnte auf3er bei Agrobacterium tumefaciens DSM 30205 und
Pseudomonas alcaligenes DSM 50342 mit den Rohextrakten aller untersuchten Organismen ein
Signal detektiert werden. Beide Antikorper zeigen keine oder nur geringe Kreuzreaktionen mit
den Kontrollbakterien E. coli JM 105 und Ps. aeruginosa DSM 10.
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ABB. 20:

KREUZREAKTIVITAT DER ANTIKORPER MAK dNIR1a unD mAk dNIR29

Es wurde ein indirekter ELISA mit Rohextrakten verschiedener Organismen durchgefihrt.
Hierzu wurde jede Kavitat der Mikrotiterplatte mit 1ug Gesamtprotein beschichtet. Die
Detektion erfogte chemoluminometrisch. Fir den Antikdrper mAk dNIR29 wurden die
gemessenen Werte auf Alcaligenes faecalis S6 bezogen; fur den Antikdrper mAk dNIR1a
auf Ochrobactrum anthropi 1a

3.2 Sensitivitat

Die Sendtivitét der beiden monoklonalen Antikorper mAk dNIR1a und mAk dNIR29 fur Cu-

dNIR wurde im ELISA mit Chemolumineszenzdetektion bestimmt. Die Platten wurden mit der

rekombinanten bzw. der aus O. anthropi isolierten Cu-dNIR im Konzentrationsbereich von
O0bis100 ng beschichtet und ein indirekter Immunoassay (B 16.1) durchgefthrt. Fir mAk
dNIR1a lag die Nachweisgrenze bel 2 ng Cu-dNIR und fir mAk dNIR29 bel 5 ng Cu-dNIR
(Abb. 21).
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ABB. 21: SENSITIVITAT DER BEIDEN MONOKLONALEN ANTIKORPER mAKk dNIR1a uUND
mAk dNIR29 FUR Cu-dNIR

rlu=relative light units

3.3 Bestimmung der Klassen und Subklassen der anti-dNIR

Antikorper

Die Subklassen von mAk dNIR1a wurden mit dem Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit
(B 15) ermittelt. Die leichte Kette gehdrt zur Lambda-Subklasse. Fir die schweren Ketten
konnten 1gGl und 1gG3 Subtypen nachgewiesen werden. Dies widerspricht nicht der
Monoklonalitét der Hybridoma-Zélllinie, denn es kann aufgrund des modularen Aufbaus der
Antikorpergene zu einem sog. Klassenswitch kommen, so dass ein Tell der Hybridoma-Zellen
Antikorper einer anderen Subklasse bildet.

Die Subklassen von mAk dNIR29 wurden mit dem Isostrip Kit (B 15) bestimmt. Es handelt
sich um einen Antikorper der Klasse 1gG1,; die leichte Kette gehdrt zur ,, Kappa'* -Subkl asse.

4. Anwendungen

4.1 Differenzierung zwischen Cu-dNIR-induzierten und

nicht induzierten Zellen im Western Blot

Kakutani et al. (1981) beschrieben fur die Cu-dNIR aus Alcaligenes faecalis S6 eine
Reprimierung der Enzymsynthese unter hohen Sauerstoffkonzentrationen und Anwesenheit von
Nitrit. Im folgenden Versuch wurde A. faecalis S6 sowohl im aeroben als auch im anaeroben
Milieu kultiviert. Weiterhin wurde zur Induktion des denitrifizierenden Enzymsytems bei
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anaerobem Wachstum Nitrat (2 g / ) zugegeben, welches von den Bakterien selbst zu Nitrit
umgesetzt wird. Hierdurch wurden toxische Effekte durch zu hohe Nitritkonzentrationen
ausgeschlossen. Von den Bakterien wurden zellfreile Rohextrakte hergestellt (B 4) und im SDS-
Gel (B 6.1) aufgetrennt. Ein Teil des Gels wurde mit Silber geféarbt (B 6.3), der andere auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet (B 16.2.1). Nach Detektion mit dem Antikdrper mAKk
dNIR29 (B 16.2.2) konnte bei aerobem Wachstum (1) keine Bande, bel anaerobem Wachstum
mit Nitrat im Medium (I1) dagegen eine klare Bande bei 39 kD nachgewiesen werden (Abb.22).
Die Ergebnisse zeigen, dass der Antikorper mAk29 zum Nachweis der Induktion von Cu-dNIR
eingesetzt werden kann.

A | "B

dNIR

ABB. 22: NACHWEIS DER INDUKTION VON A. faecalis S6 FUR Cu-dNIR MIT mAKk29

Alcaligenes faecalis S6 wurde aerob ohne Nitrat (I) bzw. anaerob mit 2 mg/ml Nitrat im
Medium (I1) kultiviert. Von beiden Kulturen wurden Rohextrakte hergestellt und durch
PAGE aufgetrennt.

Abb. 22A zeigt das Gel nach Silber-Féarbung Abb. 22B zeigt einen Immunoblot mit anti-
dNIRmMAK (Detektion mittels anti-Maus Peroxidase-Konjugat und Chemolumineszenz).

4.2 Fluoreszenz-in situ-Markierungen

Um festzustellen, ob die entwickelten Antikdrper Cu-dNIR auf Einzelzellebene detektieren,
musste erst ein VVorgehen etabliert werden, welches die Diffusion der Antikorper ins Periplasma
ermoglicht. Weiterhin musste eine Fixierungsmethode gefunden werden, die die antigenen
Determinanten der Cu-dNIR fur die Bindung der Antikorper nicht zerstort.
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4.2.1 Fluoreszenz-in situ-Markierungen an Reinkulturen

Die zu untersuchenden Bakterienstamme wurden anaerob mit 2 g/l NO3™ kultiviert und mit dem
Gaschromatografen auf Produktion von N,O getestet (B 8.2). Anschliefend wurden die
Bakterien mit verschiedenen Methoden fixiert und vorbehandelt. Es folgte eine indirekte
Markierung der Bakterien mit den anti-dNIR-Antikérpern (B 16.3). Hierbei musste die
Konzentration des Sekundarantikorpers und die Konzentration zur Einstellung der Stringenz
optimiert werden, um unspezifische Bindung und somit falsch positive Signale zu vermeiden.
Als Kontrolle dienten Ansétze ohne Inkubation mit anti-dNIR-Antikérper und E. coli, der keine
Cu-dNIR enthdt. Die verschiedenen Ansdtze wurden anschlief?end im Epifluoreszenz-bzw.

Laserscanning-Mikroskop (B 17) ausgewertet.

Fixierungsmethode:

Verglichen wurde Fixierung mit 4% PFA (Amann et al. 1990), mit 50% EtOH und mit 4%
Glutaradehyd. Die Fixierung mit Glutaraldehyd fihrte zu Autofluoreszenz im griinen, blauen
und roten Wellenlangenbereich, so dass eine Detektion durch Immunofluoreszenz unmdglich
war. Sowohl nach Fixierung mit PFA als auch EtOH konnte eine Markierung mit den anti-dNIR
Antikorpern durchgefiihrt werden. Das Signa nach Fixierung mit EtOH war etwas intensiver
als nach Fixierung mit PFA, jedoch waren die Zellen nicht so lange haltbar. Nach ca. 4 Wochen
konnte nur noch ein sehr schwaches Antikorper-Signal erzielt werden. Die PFA-fixierten Zellen

konnten mehrere Monate bei —20 °C gelagert werden (Daten nicht gezeigt).

Permeabilisieren der Cytoplasmamembran:

Die fixierten Zellen mussten zusétzlich einer weiteren Behandlung unterzogen werden, um
Zellwand und &ussere Membran durchldssig zu machen. Hierzu wurden Behandlungen mit
Lysozym (10 mg/ml in PBS) be verschiedenen Temperaturen und verschiedenen
Inkubationszeiten durchgefihrt. Das stérkste Fluoreszenzsignal wurde nach 15-mindtiger
Inkubation bel RT erzielt. Langere Inkubationszeiten fuhrten zu einer Abnahme der Antikorper-
vermittelten Fluoreszenz; nach 45min war fast kein Signal mehr sichtbar. 30-minitige
Lysozymbehandlungen auf Eis erzielten gleich gute Ergebnisse wie eine 15-mindtige
Inkubation bel RT, ebenso wie eine viertelstiindige Behandlung mit DM SO (0,5 % in PBS, v/v)
bei 4 °C (Daten nicht gezeigt).
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Blockieren

Es wurden Rinderserumalbumin und fotales Kélberserum in verschiedenen Konzentrationen zur

Reduzierung des Hintergrundes getestet.

Abb. 23 zeigt Epifluoreszenzaufnahmen von O. anthropi nach Markierung mit mAk-dNIR1a
und anti-Maus-FLUOS. Die Hintergrundfluoreszenz konnte durch 30-mindtige Inkubation mit
3 % Rinderserumalbumin bel RT deutlich reduziert werden. Hohere Albumin-Konzentrationen
brachten keine weitere Verbesserungen. Blockierungen mit 10 % fétalem Kdberserum zeigten

vergle chbare Ergebnisse wie Behandlungen mit 3 % Albumin.

ABB. 23: EFFEKT DER BLOCKIERUNG BEI IMMUNOFLUORESZENZMARKIERUNG VON O. anthropi
MIT DEM ANTIKORPER MmAK-dNIR1a AUF DEN HINTERGRUND

A = ohne Blockierung B = vor Zugabe des anti-dNIR-Antikdrpers wurde der OT 30 min bei
RT in einer 3 %-igen Losung (w/v) von Rinderserumalbumin inkubiert.

Die Aufnahmen entstanden am Epifluoreszenzmikroskop (B 17.2). Vergrésserung: 100 x

Dauer und Temperatur fir die Inkubation mit dem anti-dNIR Antikor per

Inkubationen bei RT fir 1,5 h und Inkubation U. N. bei 4 °C mit den anti-dNIR Antikorpern
ergaben vergleichbare Signalstérken, ohne dass falsch-positive Bindungen an den Kontrollen

nachgewiesen werden konnten.
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Markierungen mit den anti-dNIR Antikorpern erfolgten somit in der Regel nach 15-minttiger
Lysozymbehandlung bei RT, 30-minltiger Blockierung mit 3 %-iger Rinderserumalbumin-
I6sung fur 1,5 h Inkubation bei RT und anschlief3ender Detektion mit einem Sekundérantikorper
(Daten nicht gezeigt).

Abb. 24 zeigt Epifluoreszenzaufnahmen von dNIR-induzierten Bakterien nach indirekter

Immunofluoreszenz-Markierung mit den beiden Antikdrpern mAKk-dNIR1abzw. mAk-dNIR29.

ABB. 24: |IMMUNOFLUORESZENZMARKIERUNG VON O. anthropi UND A. faecalis MIT DEN
ANTIKORPERN MAK-dNIR1a uND mAKk-dNIR29

A = O.anthropi nach Markierung mit mAk-dNIR1a und Detektion mit anti-Maus-
Fluorescein B = A. faecalis nach Markierung mit mAk-dNIR29 und Detektion mit anti-
Maus-Cy3

Die Aufnahmen entstanden am Epifluoreszenzmikroskop (B 17.2). Vergrésserung: 100 x

Man kann deutlich eine ringférmige Markierung erkennen, welche die Lokalisation der Cu-
dNIR im Periplasma wiederspiegelt. In Bild B ist dies weniger deutlich erkennbar, da die

stérkere Intensitét des roten Fluoreszenzfarbstoffes die Ringform etwas tiberstrahlt.

4.2.2 Fluoreszenz-in situ-Doppelmarkierungen mit dem
Antikorper mAk-dNIR1a und rRNS-gerichteter Oligo-

nukleotidsonde

Die Immunofluoreszenzmarkierung wurde mit der in situ-Hybridisierung mit rRNS-gerichteten
Sonden kombiniert (B 16.3.4). Es konnte kein Sondensignal nachgewiesen werden, wenn zuerst

mit dem Antikoérper markiert und dann die in situ-Hybridisierung durchgefiihrt wurde. Auch
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nach  Einfigen enes zusdtzlichen Fixierungsschrittes zwischen den  beiden
Markierungstechniken, wie bei Aldmus (1995) beschrieben, konnte ein Sondensigna nur bel

den Zdllen, die keine Antikorpermarkierung zeigten, detektiert werden.

Wurde andererseits die in dStu-Hybridiserung vor der Inkubation mit dem Antikorper
durchgeftihrt, so war eine smultane Markierung mit beiden Methoden méglich. Allerdings
mussten samtliche Lésungen wahrend der Inkubationsschritte mit dem Antikorper auf die
optimale Salzkonzentration fiur die rRNS-gerichtete Sonde wahrend der Hybridisierung
eingestellt werden, um ein Abdiffundieren von ihrem Zielmolekil zu verhindern. Ohne diese
Malinahme konnte kein Sondensignal detektiert werden. Das Sondensigna nahm  bel
Verringerung der Salzkonzentration proportional zu diesem ab (nicht gezeigt). Abb. 26 zeigt
Cu-dNIR-induzierte Zellen des Organismus O. anthropi nach simultaner Markierung mit mAKk-
dNIR1a und der Sonde Eub 338. Es konnten alle durch den DNS-Farbstoff DAPI anférbbaren
Zellen sowohl mit der Sonde, as auch mit dem Antikorper detektiert werden. Die ringférmige

Antikorperfarbung ist deutlich zu erkennen.

C

ABB. 25: SIMULTANE MARKIERUNG VON O. anthropi MIT mAKk-dNIR1a UND DER rRNS-GERICH
TETEN SONDE Eub 338

Die drei Epifluoreszenz-Aufnahmen zeigen identische Bildausschnitte. A = Farbung mit
DAPI; B = Markierung mit mAk-dNIR1a und anti-Maus-Fluorescein; C = in situ-Hybridisie-
rung mit Cy3-markierter Sonde Eub 338; Vergrosserung: 100 x

4.3 Expressionsstudien von CudNIR nach Shift einer aero-

ben Bakterienkultur zum anaeroben Milieu

Zur Untersuchung der Expresson von Cu-dNIR in Zelen von O. anthropi wurde das
Bakterium Uber Nacht unter aeroben Bedingungen in NB-Medium (B 1.4) kultiviert. Es wurden
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9 Pardldlanséize von 50 ml NB-Medium, dem 5 g/l Nitrat zugegeben worden waren, in
Serumflaschen angesetzt. Die Flaschen wurden verschlossen, mit Helium gespilt und im
Verhdtnis 1:20 mit der Vorkultur inokuliert. Anschlieffend wurde zur Induktion des
denitrifizierenden Enzymsystems unter Schitteln inkubiert. Durch Zugabe von 10 % (v/v)
Acetylen wurde die Umsetzung von N>O zu N, blockiert. Die Kulturen wurden nach
verschiedenen Zetpunkten abgeerntet. Zuvor wurde jeweils die NoO-Konzentration in der
Gasphase mittels Gaschromatografie (B 8.2) gemessen. Nach Abzentrifugieren der Zellen
wurden die Nitrit-Konzentrationen im Medium bestimmt. Als Kontrollen dienten nicht

inokulierte Ansétze.

Nach ca. 29 h war das Nitrat bis auf einen kleinen Rest verbraucht (nicht gezeigt). Weitere
Inkubation flhrte zu keiner Abnahme mehr. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Kultur das stationére
Wachstumsstadium erreicht, so dass keine hohe physiologische Aktivitdt mehr zu erwarten war.
Das Maximum der Nitritkonzentration konnte 23 h nach Inokulation gemessen werden
(Abb.26 A). Das Maximum der N,O-Konzentration trat erwartungsgemass etwas zeitlich nach
hinten versetzt bei ca. 27 h nach Inokulation auf. Die Kurve folgt der Wachstumskurve (ODsoo;
ADbb.26 B). Um etwas Uber die Expression pro Zelle sagen zu kdnnen ist es sinnvoll die N,O-
Produktionsrate auf die Anzahl der Zellen zu beziehen. Es zeigte sich, dass die starkste
Freisetzung von N»O pro Zelle und Zeiteinheit 7 h nach Inokulation stattfand; bei Erreichen der
stationare Phase ging die N,O-Produktionsrate stark zurtick (Abb.26 C).

Zu den Zeitpunkten, zu denen die Produktionsrate von N,O am hochsten ist sollte auch die
Expression der Cu-dNIR pro Zelle am stérksten sein. Um dies zu Uberprifen wurden Zellen der
verschiedenen Probenahmezeitpunkte mit dem Antikorper mAkdNIR29 und einem FLUOS-
gekoppelten Sekundarantikorper markiert und unter dem Epifluoreszenzmikroskop betrachtet.
Abb. 27 zeigt den Anstieg der Fluoreszenz-Intensitét bis zu 8 Stunden nach Inokulation. Zu

gpateren Zeitpunkten ist keine Zunahme der Signastérke mehr zu erkennen.
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ABB. 26: KONZENTRATIONEN VON NITRIT UND N20O zZU VERSCHIEDENEN ZEITPUNKTEN NACH
WECHSEL DER INKUBATIONSBEDINGUNGN VON AEROB ZU ANAEROB
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ABB. 27: EXPRESSION VON Cu-dNIR IN O. anthropi NACH EINEM WECHSEL DER INKUBATIONS
BEDINGUNGEN VON AEROB ZU ANAEROB

Immunofluoreszenzmarkierung von Cu-dNIR mit mAkdNIR29 und FLUOS-gekoppeltem
Sekundarantikdrper. Epifluoreszenzaufnahme. Vergrésserung: 10 x.

4.4 Sortierung denitrifizierender Bakterien mit dem Durch-
flusszytometer Uber anti-dNIR-Antikorper vermittelte

Fluoreszenz

Es sollte Uberpriift werden, ob der Antikorper mAKdNIR29 eine Sortierung denitrifizierender
Zellen am Durchflusszytometer erlaubt. Hierzu wurden Zellen einer teilinduzierten Kultur von
O. anthropi mit dem Antikorper dNIR29 und einem sekundédren Fluorescein-gekoppelten
Antikorper markiert. Im Durchflusszytometer wurde von einem Aliquot gleichzeitig das
Antikorper-vermittelte Fluoreszenzsignal und das Streulicht als Parameter fur jede einzelne
Zelle gemessen. Als Kontrolle dienten unmarkierte und nur mit dem Sekundér-Antikorper
behandelte Zellen. In Abb. 28 sind Dot-Plots der gemessenen Parameter zu sehen. Die Zdlenin
der unmarkierten Probe (A) ergaben einen Bereich hoher Ereignisdichte ohne Hinter-
grundsignale storender nichtzellularer Partikel. Wurde nur mit dem Sekundarantikorper
inkubiert, also ohne dNIR-spezifischen monoklonalen Antikorper, so konnte keine erhohte
Fluoreszenz gemessen werden (B). Markierung mit beiden Antikorpern ergab dagegen zwel
klar voneinander abgegrenzte Populationen von dNIR-induzierten und dNIR-nicht induzierten
Zdlen(C).
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ABB. 28:

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE EINER dNIR-INDUZIERTEN KULTUR VON
0. anthropi NACH MARKIERUNG MIT mAK-dNIR29 UND EINEM SEKUNDAREN FLUOS-
GEKOPPELTEN ANTIKORPER

Darstellung von Streulicht (SSHL) und Antikdrper-vermittelter Fluoreszenz (F1HL) in
relativen Einheiten. Es wurden jeweils 20.000 Ereignisse erfasst. A = nicht markierte
Kontrolle; B = Markierung nur mit FLUOS-gekoppeltem Sekundarantikdrper; C = Markie-
rung mit mAk-dNIR29 und FLUOS-gekoppeltem Sekundarantikérper; D = CLSM-Auf-
nahme der gleichen Kultur nach Markierung mit mAK-dNIR29 und ALEXAs,¢ -gekoppeltem
Sekundarantikdrper
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4.5 Fluoreszenz-in situ-Markierungen in Umweltproben

4.5.1 Nachweis denitrifizierender Bakterien an Weizenwurzeln

Zwel Wochen ate Weizenpflanzchen wurden mit O. anthropi 1a inokuliert (B 2.2.1). Nach
weiteren 3 Wochen wurden die Wurzeln prépariert (B 2.2.2). Ein Teil der Wurzeln wurde mit
PFA fixiert (B 3.1) und fir in Situ-Markierungen benutzt. Ein anderer Tell wurde zur
Quantifizierung der Besiedlung mit den inokulierten Bakterien eingesetzt. Hierzu wurde die
Bakterienfraktion isoliert (B 2.2.3) und im ELISA (B 16.1.3) quantifiziert. Es konnte eine
Besiedlung der Rhizosphére mit 1,3 x 10° Zellen pro g Wurzeln (Frischgewicht) ermittelt
werden.

Die Besiedlung durch O.anthropi konnte aul3erdem durch in situ-Markierungen gezeigt werden.
Fixierte Wurzelstiicke wurden mit der rRNS-gerichteten Sonde alflb hybridisiert und sowohl
mit dem fur O. anthropi spezifischen Antikorper 2.11, als auch dem fir die dissimilatorische
Nitritreduktase spezifischen Antikorper dNIR1la am CLSM untersucht. Es konnten dichte
Besedelungen mit a-Protecbakterien vor adlem an den Wurzehaaren und
Wurzelverzweigungen detektiert werden (Abb 29A). O.anthropi la konnte durch
Immunofluoreszenz mit dem stammspezifischen Antikorper 2.11 nachgewiesen werden.

Abb. 29 B zeigt eine Gruppe markierter Bakterien an einer Seitenwurzel.
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ABB. 29: BESIEDLUNG VON 5 WOCHEN ALTEN WEIZENWURZELN NACH INOKULATION MIT
O. anthropi

A = in situ-Hybridisierung mit der Cy5-gekoppelten rRNS-gerichtetenSonde alf1b (blau);
B = Immunofluoreszenz-Markierung von O. anthropi mit dem Antikérper 2.11 und einem
FLUOS-gekoppelten Sekundarantikdrper (grin). CLSM-Aufnahmen.

Nachdem die Etablierung O. anthropi durch ELISA und Immunofluoreszenz nachgewiesen
worden war, wurden in situ-Makierungen mit dem anti-dNIR-Antikdrper 1a und enem
FLUOS-gekoppelten sekunddren Antikdrper durchgefihrt. Aufgrund der hohen Spezifitét von
mAk dNIR1a fur Cu-dNIR aus O. anthropi 1a, war er zur Untersuchung der Expression von
Cu-dNir in den Wurzelprgparaten bestens geeeignet. Die Abbildungen 28A und 28B stellen
Aufnahmen am CLSM dar. Es konnten vereinzelte und in Gruppen vorkommende Bakterien
detektiert werden. Abb. 30 A zeigt eine Seitenwurzel mit einer Gruppe denitrifizierender
Bakterien. In Abb. 30 B ist das gleiche Wurzdlstiick in einer etwas tiefer liegenderen

Fokusebene mit einer weiteren Gruppe denitrifizierender Bakterien zu sehen.



ERGEBNISSE 86

ABB 30. 5 WOCHEN ALTE WEIZENWURZELN:-DETEKTION DENITRIFIZIERENDER BAKTERIEN

Die Wurzeln wurden mit dem Antikdrper mAk dNIR1a und einem FLUOS-gekoppelten
Sekundarantikdrper (griin) markiert. CLSM-Aufnahmen.

4.5.2 Nachweis denitrifizierender Bakterien im Klarschlamm

Proben aus der Kléranlage Minchen | und der Tierkorperverwertungsanlage Kraftisried wurden
mit dem Antikorper dNIR29 auf Denitrifikationsaktivitét untersucht. Vor allem in der Probe aus
der Anlage Minchen | traten jedoch unspezifische Bindungen des Sekundéarantikérpers in den
Kontrollansdtzen ohne Primarantikdrper auf. Dies machte eine Erhohung der Stringenz
erforderlich. Es wurden Markierungen mit Tween80 in Konzentrationen von 0,1; bis 1 % (v/v)
wahrend der Waschschritte und Inkubation mit dem Sekundérantikorper durchgefihrt. Ab einer
Konzentration von 0,5 % (v/v) waren keine unspezifischen Markierungen in der Kontrolle mehr
nachweisbar (Abb. 31). Eine weitere Erhéhung der Tween-Konzentration verringerte die
Anzahl der spezifischen Markierungen. Da die Zugabe von 0,5 % Tween keinen Einfluss auf
die spezifischen Immunofluoreszenzsignale hatte, erfolgten ale Markierungen in Proben aus
Klérschlamm unter diesen Bedingungen, auch mit dem ALEXA-gekoppelten Sekundér-
antikorper.
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ABB. 31: EINSTELLEN STRINGENTER INKUBATIONSBEDINGUNGEN FUR DEN SEKUNDARANTIKORPER

Proben aus der Anlage Miinchen | wurden mit dem FLUOS-gekoppelten Sekundar-
antikdrper behandelt. Wahrend der Waschschritte und der Inkubation mit dem Antikorper
wurden 0,5 % Tween (v/v) zugegeben. AnschlieRend waren keine unspezifischen Markie-
rungen nachweisbar. Die beiden Fotos zeigen identische Bildausschnitte.

A = Phasenkontrastaufnahme; B = Epifluoreszenz-Aufnahme. Vergrésserung 100 x

Fur die Expressionsuntersuchungen im Klarschlamm wurde der Antikérper mAk dNIR29
eingesetzt, da e ein weites Spektrum unterschiedlicher dNIRs erkennt. Der Antikorper
ermoglichte in Proben aus zwei verschiedenen Kléranlagen die Detektion von Bakterien, die die
Cu-dNIR exprimiert haben. In der Probe aus Kraftisried konnten hauptséchlich am Rande der
Flocken st8bchenférmige Bakterien markiert werden (Abb. 30). Im Klarschlamm aus Min-
chen | dagegen wurden auch im Innern der Flocken markierte Bakterien beobachtet. Sie waren
meist zu Gruppen oder in Ketten angeordnet; es kamen aber auch einzeln liegende Zellen vor
(Abb. 32). Es konnten sowohl kokkoide als auch stdbchenférmige denitrifizierende Organismen
nachgewiesen werden. In den CLSM-Aufnahmen (Abb. 34) ist die Lokaisierung der dNIR im
Periplasma der Bakterien als Ringmarkierung sehr gut zu sehen.
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ABB. 32: EXPRESSION VON Cu-dNIR IN PROBEN AUS DER TIERKORPERVERWERTUNGSANLAGE
KRAFTISRIED
Die Zellen wurden mit dem anti-dNIR-Antikérper und einem FLUOS-gekoppelten

Sekundarantikorper markiert. Die beiden Fotos zeigen identische Bildausschnitte.
A = Phasenkontrastaufnahme; B = Epifluoreszenzaufnahme; Vergrésserung: 100 x

ABB. 33: EXPRESSION VON Cu-dNIR IN PROBEN AUS DEM DENITRIFIKATIONSBECKEN DER
KLARANLAGE MUNCHEN |
Die Zellen wurden mit dem anti-dNIR-Antikérper und einem FLUOS-gekoppelten
Sekundarantikdrper (griin) markiert. Jeweils zwei Ubereinanderliegende Fotos zeigen

identische Bildausschnitte.
A, B = Epifluoreszenzaufnahme; C, D = Phasenkontrastaufnahme; Vergrésserung: 40 x
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ABB. 34: EXPRESSION VON Cu-dNIR IN PROBEN DER KLARANLAGE MUNCHEN I

Die Zellen wurden mit dem anti-dNIR-Antikérper29 und einem ALEXAs4s-gekoppelten
Sekundarantikdrper markiert. Die beiden CLSM- Fotos zeigen jeweils identische
Bildausschnitte. A und C = Hellfeldaufnahme; B und D = Fluoreszenzaufnahme
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D Diskussion

1. Anforderungen an ein Detektionsystems fur den in situ-

Nachweis von Denitrifikationsaktivitat

In dieser Arbeit wurde ein Detektionsystem fir den in situ-Nachwels der Expression der Cu-
haltigen dissimilatorischen Nitritreduktase in Bakterien entwickelt.

Denitrifikationsmessungen in der Umwelt wurden in der Vergangenheit hauptsachlich durch die
Bestimmung einer mittleren Denitrifikationsrate tber N,O-Messungen auf einer Versuchsflache in
Kombination mit der Acetylen-Inhibierungstechnik (Ryden et al., 1978) durchgefihrt. Da
Acetylen die N,O-Reduktase inhibiert, entsteht als Endprodukt der Denitrifikation hauptsachlich
N20. Jedoch besitzen verschiedene Mikroorganismen nach einer gewissen Adaption die Fahigkeit
Acetylen as zusétzliche Kohlenstoff- bzw. Energiequelle zu nutzen (Haider et al., 1983; Y eomanis
und Beauchamp, 1982). Dies erschwert eine genaue Konzentrationseinstellung des Hemmstoffes.
Zusétzlich wird durch Acetylen auch der Prozess der Nitrifikation (Mosier, 1980) gehemmt. Dies
schliefdt zwar Nitrifikanten als Quelle fir N,O aus, hat aber zur Folge, dass die Nitratmengen, und
somit auch die Denitrifikationsraten, geringer sind als in der unbehandelten Flache. Eine weitere
Schwierigkeit stellt die Verzogerung der Diffusionsrate von Acetylen bei Verdichtung und
Verndssung der untersuchten Fléche dar (Waenzik und Heinemeyer, 1989). Zudem gibt es
innerhalb einer Untersuchungsfléche in nattrlichen Proben immer Mikroheterogenitéten in den
physikalischen, chemischen und biologischen Parametern, welche die Aktivitét von Bakterien auf
kleinstem Raum beeinflussen. Ein blosses Messen der Stofffliisse lasst keine Zuordnung der

Aktivitdt zu einem Mikrohabitat und dessen spezifischen Parametern zu.

Welterhin lasst der Nachweis des Endproduktes einer Reaktion nicht immer eindeutig
Rickschlisse auf eine bestimmte stoffwechselphysiologische Leistung zu. Am Beispid der
Denitrifikation wird dies besonders deutlich. Es gibt mindestens drel verschiedene Quellen fur
N2O. Es kann chemisch durch den Abbau von Hydroxylamin entstehen (Bremner et al., 1980).
Mikrobiologisch wird N,O sowohl durch Nitrifikation, als auch durch Denitrifikation freigesetzt
(Abb. 1). Ausserdem wird N2O nicht nur durch denitrifizierende Bakterien im engeren Sinne zu N,
reduziert, sondern dies kann auch durch Bakterien geschehen, die normaerweise Nitrat zu
Ammonium reduzieren, den sog. DNRA-(dissimilatory reduction of nitrate to anmonia) Bakterien
(Samuelsson et al., 1985; Schumacher et al., 1992). Die Messung der N,O-Konzentration ist also
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ein unsicherer Bezugsfaktor fur die Bestimmung der Denitrifikationsaktivitét und der Zuordnung

zu den ihr zugrunde liegenden I nduktionsbedingungen.

Eine weitere Einschrénkung besteht darin, dass bel einer Summenmessung von N,O in einem
Bodenvolumen bzw- einer-flache keine Zuordnung von Denitrifikationsaktivitét zu bestimmten
Organismen moglich ist. Es ist z. B. bekannt, dass Denitrifikation bel verschiedenen
Bakteriengruppen unter sehr unterschiedlichen pO.-Levels sattfinden kann (Conrad, 1996;
Robertson et al.,1995). Dies lasst auf eine unterschiedliche Regulation schliessen. So kénnte z. B.
eine Verénderung der Umweltbedingungen bel gleicher Gesamtumsatzrate im Habitat zu
verschiedenen Auswirkungen in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der denitrifizierenden

Gemeinschaft fuhren.

Ein Detektionssystem, das zusétzliche Information zum Denitrifikationsgeschehen in der Umwelt

bringen will, sollte a so folgendes leisten kénnen:

> Dea Nachweis der Denitrifikationsaktivitdt muss auf einer sehr hoch auflésenden Skala

durchfihrbar sain.

» Es sollte die Mdglichkeit zur Kombination des Detektionssystems mit Methoden
geschaffen werden, die eine Abtrennung und Identifizierung der denitrifizierenden

Bakterien erlauben.

» Das System sollte die Denitrifikationsaktivitdt von Organismen verschiedener phylo-

genetischer Taxa detektieren kdnnen.

Innnerhalb dieser Arbeit konnte ein Detektionsystem entwickelt werden welches diesen drel
Forderungen gerecht wird. Die entwickelten Antikorper erlauben den Nachwels von Cu-dNIR in
der natdrlichen Mikrostruktur von Umwelthabitaten durch Immunofluoreszenzmarkierung auf
Einzelzellniveau (Abb. 30, 32, 33, 34). Dies ermoglicht, in Kombination mit bildverarbeitenden
und mikroskopischen Techniken wie CLSM, eine Zuordnung zu definierten Mikrohabitaten. Nach
Immunofluoreszenzmarkierung  mit  den  anti-dNIR-AntikGrpern  ist  auf}erdem  am
Durchflusszytometer eine Trennung von Bakterienzellen, die Cu-dNIR exprimiert haben und
solchen die keine Cu-dNir exprimiert haben moglich (Abb. 28). Die sortierten Bakterien kénnten
durch anschlieffende 16S-Studien phylogenetisch eingeordnet werden. Wallner et al. (1997)
zeigten nach durchflusszytometrischer Sortierung von fixierten Bakterien, die mit 16S rRNS-
gerichteten Sonden markiert waren, dass eine anschlief3ende direkte Amplifizierung der rDNS
moglich ist. Da der zur Zellsortierung verwendete Antikdrper mAKdNIR29 en breites Spektrum
Cu-haltiger dissimilatorischer Nitritreduktasen von Bakterien unterschiedlicher phylogenetischer



DISKUSSION 92

Herkunft erkennt (Abb. 20), wirde dies die Erfassung der phylogenetischen Diversitét einer

Teilpopulation von Denitrifikanten bedeuten.

Weiterhin besteht mit den anti-dNIR Antikdrpern die Mdoglichkeit zur Etablierung eines
guantitativen und eines semiquantitativen Testsystems fur die Expression der Cu-dNIR basierend
auf ELISA- und Western-Blot-Techniken. Zusammen mit einem noch zu entwickelnden
Antikorper gegen cd;-dNIR konnte im Vergleich mit Messungen der N,O-Konzentrationen somit
der Anteil der Denitrifikation an der Entstehung und Umsetzung von N,O ermittelt werden.

2. Monoklonale Antikorper gegen Cu-dNIR

2.1 Diversitat der Cu-dNIR

Die Diversitét von nirK, dem Gen fir Cu-dNIR scheint nach den bisherigen Untersuchungen nicht
mit der phylogenetischen Diversitét der Denitrifizierer zu korrelieren (Braker et al., 1998; Hallin
und Lindgren, 1999; Ward, 1995). So verteilen sich die Cu-dNIRs aus verschiedenen Stdmmen
von Alcaligenes faecalis, welche das Enzym des Cu-Typs besitzen, in zwel verschiedene
Hauptcluster. Der Stamm A 15 enth&lt sogar die ham-abhéngige dNIR (Abb. 35).

Fir die Immuniserung der Versuchstiere zur Gewinnung der anti-dNIR-Antikoérper wurde
zunéchst die Cu-dNIR aus Ochrobactrum anthropi 1a, einem Isolat aus landwirtschaftlich
genutzten Boden in Scheyern, ausgewahlt. O. anthropi ist ein Bakterium der a-2-Unterklasse der
Proteobakterien (Holmes et al., 1988). Die ubiquitare Verbreitung sowie die Fahigkeit zur
Denitrifikation und zum Abbau verschiedener organischer Verbindungen wie z. B. 2,4 D, Atrazin
und Mineraldl (Schloter et al., 1998) macht den Organismus fir Untersuchungen zur
Denitrifikation interessant. Durch Tests mit Gensonden fur die an der Denitrifikation beteiligten
Reduktasen war bekannt, dass O. anthropi 1a eine dNIR des Cu-Typs besitzt (K. Kloos, Bot. Inst.,
Universitdt zu Koln; personliche Mitteilung). Braker et al., (1998) verglichen die Sequenzen
konservierter Bereiche der Cu-dNIR aus verschiedenen Bakterien. Sie konnten zeigen, dass die
Teilsequenz der Cu-dNIR von O. anthropi LMG 2136 zwischen 67,5 und 99,5 % Ahnlichkeit zu
der anderer untersuchter denitrifizierender Bakterien aufweist. Die bisher sequenzierten nirK-
Fragmente von verschiedenen Stammen von O. anthropi (unter anderem Isolat 1a, personliche
Mitteilung G. Braker) weisen eine Homol ogie zwischen 98,8 und 100 % auf. Dies liefd den Schluss
zu, dass das Enzym aus O. anthropi 1a eine durchschnittliche Sequenzéhnlichkeit mit Cu-dNIRs

anderer Organismen aufweist und somit zur Produktion von Antikérpern mit einem weiten
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Spektrum fur Cu-dNIR aus Bakterien unterschiedlicher phylogenetischer Zugehorigkeit geeignet
ist.

Welterhin wurde mit der Cu-dNIR aus A. faecalis S6 immunisiert. Die von Braker et al. (1998)
untersuchte Teilsequenz von nirK hat 99,5 % Ahnlichkeit mit der von O. anthropi LMG 2136.

Dies liefd den Organismus a's ebenso gut geeignet erscheinen fur die Gewinnung des Antigens wie

O. anthropi 1a
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AVERAGE DISTANCE TREE BERECHNET AUS KONSERVIERTEN TEILSEQUENZEN VON nirK

ABB. 35:

Der Baum wurde anhand von Sequenzen aus der EMBL Nukleotidsequenz-Datenbank mit

dem Programm ClustalW berechnet.
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2.2 Strategien zur Gewinnung von Cu-dNIR

Zur Herstellung von Antikorpern gegen die Cu-dNIR war es nétig das Protein aufzureinigen.
Hierzu wurden zwe verschiedene Ansdtze gewdhlt. Zum enen wurde die dNIR von
O. anthropi mit einer Kombination aus verschiedenen Chromatografietechniken und Reinigung
Uber eine Polyacrylamidmatrix gewonnen. Zum anderen wurde das Enzym aus A. faecalis
kloniert und Uber einen fusionierten 6 x His-tag aufgereinigt.

Nach Fermentation von O. anthropi und Induktion der Nitritreduktase durch Reduzierung des
pO, im Kulturmedium wurde ein Rohextrakt hergestellt, der anschlief3end fur 10 Min bel 70 °C
zur Abtrennung hitzelabiler Proteine inkubiert wurde. Michalski et al. (1984) zeigten anhand
der Préparation von dNIR aus Rhodopseudomonas spaeroides, dass durch Hitzefdllung eine
Abtrennung von bis zu 60 % der Gesamtproteinmenge ohne nennenswerten Aktivitatsverlust

maoglichist.

Aus Arbeiten von Kakutani et al. (1985) war bekannt, dass die Cu-dNIR aus A. faecalis S6 in
einem Gradienten von 0-300 mM Salz eluiert. Durch die Auftrennung dieses Gradienten in drel
Stufen von 220 mM, 280 mM und 400 mM NaCl konnte mit einer DEAE-lonen-
austauscherséule eine gute Abtrennung der Cu-dNIR von anderen Zellproteinen erreicht werden
(Abb. 7).

Nach der Reinigung Uber den lonenaustauscher war die spezifische Aktivitét stark vermindert,
stieg aber nach Reinigung Uber das Molekularsieb, verglichen mit dem Rohextrakt, wieder um
das Vierfache an. Moglicherweise wurde der Enzymtest fir Cu-dNIR durch die hohen
Salzkonzentrationen aus dem Elutionspuffer gestért, so dass die tatsichliche Aktivitét nach

Abtrennung des NaCl in der anschlief3enden Molekularsiebtrennung erst wieder messbar war.

Zwar konnte im Vergleich zum Rohextrakt hoch aktives Enzym aufgereinigt werden, jedoch
war die Ausbeute an Cu-dNIR mit 25 pg/g Zelen (Feuchtgewicht) sehr gering und
unbefriedigend. Pro Immunisierung und Maus musste somit eine Prgparation aus 40 g Zellen
(Feuchtgewicht) durchgefihrt werden, um die erforderlichen 100 ug Cu-dNIR zu erhalten.
Daher wurde das Enzym im folgenden Uber heterologe Expression in E. coli gewonnen. Hierzu
wurde die Cu-dNIR aus A. faecalis S6 ausgewdhlt, da das entsprechende nirK-Gen bereits
sequenziert, in der Datenbank abgel egt und gut charakterisiert war (Nishiyamaet al., 1993).

Das komplette Gen wurde in einen Expressionsvektor kloniert und a's Fusionsprotein mit einem
6 x Higtidin-Rest am N-terminalen Ende exprimiert. Die Primer (B. 1.2.1) wurden auf der Basis
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der Nukleotidsequenz entworfen. Der N-terminale Primer startet am 5 -Ende der kodierenden
nirK-Sequenz (Abb. 10). Er bindet somit in der kodierenden Sequenz fur das Signalpeptid zur
Sekretion ins Periplasma. Dies bedeutet, dass im rekombinanten Protein eine Fusion zwischen
Signalsequenz und 6 x Histidinrest stattfindet (Abb.3), welcher somit bei der Prozessierung des
Enzyms abgespaten werden musste. Da aber E. coli und A. faecalis S6 verschiedene
Proteintrandokalisationswege benutzen (Prudencio et al., 1999) und E. coli die
Transportsequenz aus A. faecalis S6 nicht erkennt (Kukimoto et al., 1994) und somit nicht
abspaltet, war es nicht notwendig, die Signalsequenz zu entfernen, um den 6 x Histidin-Rest im

reifen Protein zu erhalten.

Nach Klonierung und Transformation von E. coli IM105 konnte in 7 von 10 getesteten Klonen
nirkK reamplifiziert werden (Abb. 13). Rohextrakte aus Miniexpressionskulturen der positiven
Klone wurden im Immunoblot auf Expression von Cu-dNIR Uberprift. 5 Klone zeigten eine
eindeutige Bande (Abb. 14). Mdoglicherweise erfolgte fur die beiden negativen Klone die
Aufarbeitung der Zellen zum falschen Zeitpunkt, so dass die maximale Expressionsrate
entweder schon Uberschritten und das Enzym von den Zellen abgebaut oder der maximae
Expressondevel noch nicht voll erreicht worden war. Klon 9 zeigte die stérkste Bande im
Immunoblot und wurde daher fir die Prgparation des Enzyms ausgewahlt. Das Plasmid wurde
ohne Zugabe von IPTG vollsténdig reprimiert (Abb. 16). Die stérkste Expression erfolgte 4 h
nach Induktion mit IPTG (Abb. 16).

Die tUberexprimierte Cu-dNIR wurde aus einem Gesamtzellextrakt des E. coli-Klones 9 anhand
des Hidtidin-tags Uber eine Metallaffinitdtschromatografie-Matrix aufgereinigt. Hierzu gibt es
prinzipiell zwel verschiedene Mdoglichkeiten: Aufreinigung unter nativen Bedingungen bzw.
Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen mit Harnstoff. In der vorliegenden Arbeit
wurden beide M 6glichkeiten getestet.

Unter nativen Bedingungen fand nur eine sehr geringe Bindung der Cu-dNIR an die
Affinitdtsmatrix statt (nicht gezeigt). Moglicherweise war durch die dreidimensionale Struktur
des Proteins ein Teil des Histidin-tags maskiert. Da es fr die Produktion von Antikdrpern nicht
erforderlich ist, die native Konformation des antigenen Proteins zu erhalten wurde ein Protokoll
zur Aufreinigung der Cu-dNIR unter denaturierenden Bedingungen entwickelt. In diesem Falle
sollte die Bindung an das Saulenmaterial verbessert und somit eine hthere Ausbeute zu

erwarten sain.

Der Zdlaufschluss efolgte unter Zugabe von 10 mM Imidazol zum Lysispuffer; die

Waschlosung wurde auf 20 mM Imidazol eingestellt (Abb. 17). Imidazol wirkt aufgrund von
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Strukturéhnlichkeit mit dem Histidinrest als Kompetitor zu Histidinresten von verunreinigenden
Proteinen, welche schwache Wechselwirkungen mit der Affinitdtsmatrix eingehen kénnen. Da
Proteine mit einer 6-fachen Histidinmarkierung eine stérkere Affinitdt zur Reinigungsmatrix
besitzen, bewirken niedrige Imidazolkonzentrationen in Lysiss und Waschpuffer eine
Reduzierung der Hintergrundproteine. Durch Reduzierung des pH-Wertes auf 4,5 erfolgte die
Elution des Enzyms (Abb 17). Allerdings eluieren unter diesen Bedingungen auch Aggregate
und Proteine, die mehr als einen Histag enthalten, wie in der Literatur beschrieben (The
QlAexpressionist™ Quiagen, 1998), ebenso wie Abbruchproteine. Durch einen Immunoblot
mit einem spezifischen anti-dNIR Serum von Nishiyama et al. (1993) konnte gezeigt werden,
dass die mit der rekombinanten dNIR ko-eluierenden Proteine keine Verunreinigungen, sondern
Abbruchproteine der Cu-dNIR darstellen (Abb. 18). Die vollstandige Cu-dNIR besal3 mit 42 kD
ein etwas hoheres Molekulargewicht (Abb. 19) as die aus O. anthropi préparierte dNIR, weil
die Signalsequenz von 33 Aminosduren Lange durch die Expression in E. coli nicht abgespalten
wurde. Pro Liter Bakterienkultur konnten durch die verwendete Pr8parationsmethode 4,5 mg
elektrophoretisch reine Cu-dNIR gewonnen werden. Dies stellt eine 9-fach hohere Ausbeute als
bei Prudencio et al. (1999) dar. Sie exprimierten die Cu-dNIR aus Alcaligenes xylosoxydans
und konnten durch Reinigung unter nativen Bedingungen aus einem periplasmatischen Extrakt

eine Ausbeute von 0,5 mg pro Liter Bakterienkultur erzielen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Gewinnung der Cu-dNIR nach Fusion mit
einem 6 x Higtidinrest und heterologer Expression in bezug auf die erforderliche Zeitdauer und
Ausbeute erheblich effektiver ist as die Reinigung mit konventionellen Methoden.

2.2 Charakterisierung der anti-dNIR-Antikorper mAkdNIR1a
und mMAKdNIR29

Nach den Immunisierungen mit der aus den belden Reinigungsverfahren gewonnenen Cu-dNIR
wurden 2zwe prinzipiel verschiedene Antikorpertypen gewonnen: Ein - Antikorper
(mAkdNIR1a) mit ener sehr engen Spezifitdt auf Stammebene und ein Antikorper
(mMAkdNIR29) mit einer breiteren Spezifitdt fur Cu-dNIR aus Bakterien verschiedener
phylogenetischer Herkunft (Abb. 20). Nach Braker et al. (1998) stimmen die Immunogene, die
fur die Produktion der beiden verschiedenen Antikorper eingesetzt wurden, in ihren
konservierten Bereichen zu nahezu 100 % Uberein. Dies legt den Schluss nahe, dass der
stammspezifische Antikorper in den weniger konservierten Bereichen des Enzyms binden muss.
Andernfalls musste er auch die Cu-dNIR aus A. faecalis S6 erkennen konnen. Dieser
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Antikorper ist aufgrund seiner fehlenden Kreuzreaktionen fur weltere Cu-dNIRs nur fir ganz
bestimmte Untersuchungen - wie Inokulationsversuche mit O. anthropi 1a und anschlief3endes
Verfolgen der Denitrifikationsaktivitét - oder fur Expressionsstudien der Cu-dNIR speziell
geeignet.

Der Antikorper mAkdNIR29 zeigt ein breiteres Spektrum fur Cu-dNIRs aus Bakterien
unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft. Dies lasst vermuten, dass er in den mehr
konservierteren C-Terminalen Bereichen (Braker et al., 1998; Hallin and Lindgren, 1998) oder
den ebenfalls hoch konservierten Cu-Bindungsstellen (Prudencio et al.; 1999) des Enzyms
bindet.

Der Antikorper mAKkdNIR29 gestattete den Nachweis der Cu-dNIRs aus Organismen der a- und
- Unterklasse der Proteobakterien; ebenso konnte das Enzym aus Corynebacterium als
Vertreter der Gram-positiven Niedrig-GC-Bakterien detektiert werden. Phylogenetisch sehr
unterschiedliche Bakterien scheinen jedoch dhnliche dNIRs zu besitzen. Coyne et al. (1989)
fanden mit polyklonalen Seren und Ye et al. (1993) mit Gensonden bel unterschiedlichen
Stdmmen der Gattungen Pseudomonas und Alcaligenes jeweils sowohl die Cu-dNIR als auch
die ham-cd;-dNIR (Abb. 35). Kreuzreaktion des Antikérpers mit dNIRs aus phylogenetisch
sehr verschiedenen Bakterien muss folglich nicht gleichzeitig bedeuten, dass auch sehr
unterschiedliche dNIRs detektiert werden kdnnen.

Vergleicht man nun das Spektrum der Kreuzreaktivitdt von mAkdNIR29 mit den
Sequenzadhnlichkeiten der von Braker et al. (1998) ausgewdahlten Teilsequenzen verschiedener
Cu-dNIRs, so zeigt sich, dass der Antikorper auch dNIRs mit geringen Ahnlichkeiten erkennt.
Als Beispid seien die Enzyme von A. faecalis S6 und A. xylosoxydans DSM 30026 erwahnt.
Die nirk-Fragmente besitzen eine Sequenzéhnlichkeit von 67,4 %, was im niedrigsten Bereich
fur die bisher untersuchten Fragmente liegt. Dies wird auch deutlich im Stammbaum, wo sie
sich auf die zwel verschiedenen Hauptcluster verteilen (Abb. 35). Im ELISA mit mAkdNIR29
(Abb: 20) konnte das Enzym aus A. xylosoxydans mit 50 % der Signastéarke von A. faecalis S6
detektiert werden. Fast identische dNIRs zu der aus A. faecalis S5, wie die von O. anthropi
DSM 2136 und O. anthropi 1a, dagegen ergaben knapp 80 — 115 % der Signastérke von
A. faecalis $5. Dies konnte auf eine schwache Korrelation zwischen Ahnlichkeit der dNIRs und
Signastarke hindeuten. Da aber von den meisten im ELISA getesteten Bakterienstdmmen keine

nirK-Sequenzen vorliegen, kann hiertiber keine weitergehende A ussage getroffen werden.

Die Nachweisgrenze der Antikorper fir Cu-dNIR ist bel 2 bzw. 5 ng. Sie liegt somit in der
gleichen GrolRenordnung wie das anti-dNIR-Serum von Ward et al. (1993) fur die cdi-NIR.
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Dieses Serum ergab in Western Blots mit Rohextrakten aus denitrifizierenden Reinkulturen von
Ps. stutzeri ein anti-dNIR-Signal bis zu einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen. Aufgrund der
Induzierbarkeit von dNIR scheint es jedoch wenig sinnvoll das Antikorpersignal, bezogen auf
die Anzahl denitrifizierender Bakterien umzurechen. Vielmehr sollte die Signalstérke immer
wieder neu in jeder untersuchten Probe an Hand von mikroskopischen Techniken auf die
Anzahl der denitrifizierenden Bakterien bezogen werden. Es ist unwahrscheinlich, dass in situ
eine homogene Vertellung der dNIR-Molekile innerhalb der denitrifizierenden Bakterien-
gemeinschaft auftritt. Vor alem in Umweltproben, wo ein Wechsel von aeroben zu anaeroben
Verhdtnissen auf kleinstem Raum auftritt, durfte der Induktiondevel fir dNIR sehr
unterschiedlich sein. Untersuchungen hierzu kdnnen daher nicht im Western Blot durchgeftihrt

werden. Es muss vielmehr eine Auflésung auf Einzelzellniveau in situ angestrebt werden.

3. In situ-Anwendungen der anti-Cu-dNIR-Antikorper

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Protokoll zur in situ-Immunofluoreszenz-Markierung der
Cu-dNIR in Bakterien entwickelt werden. Um eine Diffusion der Antikdrper in das Periplasma
zu erlauben, mussten die Zelen durch Behandlung mit Lysozym permeabilisiert werden.
Alleinige Behandlung mit Formaldehyd, wie fur Immunofluoreszenz-Markierungen der Nitrit-
oxidierenden Enzyme be Nitrococcus,, Nitrospina- und Nitrospira-Arten beschrieben
(Bartosch et al., 1999), geniigte nicht. Die Immunofluoreszenz-Signale korrespondierten mit der
Lage der Cu-dNIR im Periplasma (Abb. 24).

Mit mAkdNIR1a war eine simultane Markierung von denitrifizierenden O. anthropi-Zellen mit
rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonden und Antikorper moglich (Abb. 25). Die Hybridisierung
mit der Sonde musste dabei vor der Markierung mit dem Antikorper durchgefihrt werden.
Vermutlich behinderte bel umgekehrter Reihenfolge der Komplex aus dNIR und Primér-und
Sekundér-Antikorper im Periplasma die Durchlassigkeit fur die Sonde. Um das 16S rRNS-
Sondensignal wéhrend der anschlieffenden Antikorpermarkierung zu erhalten, mussten die
InkubationdGsungen auf hohe Salzkonzentrationen zur Stabiliserung des 16S rRNS
Oligonukleotidsonden-Komplexes eingestellt werden. Da die Bindung von mAkdNIR29 unter
diesen Bedingungen nicht moglich war, konnte mit diesem Antikorper keine gleichzeitige
Markierung mit Sonde und Antikorper durchgefihrt werden. Auch ene gleichzeitige
Inkubation der Bakterien mit Sonde, Primér- und Sekundar-Antikorper oder gleichzeitige

Inkubation mit Sonde und Priméar-Antikdrper unter stringenten Bedingungen fur die Sonde und
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anschliefRender Detektion des anti-dNIR-Antikdrpers fuhrten zu keinem positiven Ergebnis
(Daten nicht gezeigt).

3.1 Sortierung Cu-dNIR-induzierter Bakterien durch
Antikorper-vermittelte Fluoreszenz mit dem Durch-

flusszytometer

Der in dieser Arbeit entwickelte Antikorper mAkdNIR29 wurde in Kombination mit dem
Durchflusszytometer angewandt. Die Durchflusszytometrie bietet die Moglichkeit grosse

Mengen an Zellen in kurzer Zeit nach verschiedenen Parametern zu sortieren.

Es wurde in einer Kultur von O. anthropi eine Trennung zwischen Bakterien, die Cu-dNIR
exprimiert hatten und Zellen, die fir dieses Enzym nicht induziert waren, durchgefthrt. Die
Bakterien waren aerob gewachsen und nach Erreichen des stationdren Stadiums unter
Ausschluss von O, in einem Anaerobentopf inkubiert worden. Markierungen mit dem
Antikorper mAkdNIR29 zeigten im CLSM, dass bel circa 50 % der Bakterien eine Induktion
fir Cu-dNIR stattgefunden hatte (Abb. 28D). Nach Uberfiihren der Kultur in anaerobe
Bedingungen fand keine Begasung und kein Durchmischen der Kultur statt. Vermutlich fihrten
Reste an O, im Kulturmedium dazu, dass ein Teil der Bakterien die Reduktasen des
Denitrifikationssystems nicht exprimierte. Die durchflusszytometrische Analyse der Bakterien
nach Markierung mit mAkdNIR29 und einem Fluoreszenz-markierten Sekundérantikorper
erlaubte die Identifizierung der fir Cu-dNIR induzierten Population. Das Antikorper-vermittelte
Fluoreszenzsigna war stark genug, um in Kombination mit dem Seitwértsstreulicht eine
eindeutige Trennung in zwei Populationen zu erreichen (Abb. 28C). Falsch positive Signale
aufgrund des Sekundarantikorpers konnten durch Kontrollmarkierungen ohne anti-dNIR-

Antikorper ausgeschlossen werden (Abb. 28B).

Die Ergebnisse zeigen, dass in einer Probe die Sortierung der aktuell denitrifizierenden
Bakteriengemeinschaft mit Nitritreduktase des Cu-Typs, Uber anti-dNIR-Antikorper-vermittelte
Fluoreszenz moglich ist. Die Durchflusszytometrie wurde schon héufig in Kombination mit
Antikorpern eingesetzt, um spezifische Bakterien aus einer Umweltprobe zu gewinnen (Porter
et al., 1993; Diaper und Edwards, 1994). Porter et al. konnten nach Immunofluoreszenzfarbung
Saphylococcus aureus aus einem kinstlichen Bakteriengemisch wiedergewinnen, in welchem
das Zielbakterium nur 0,4 % der gesamten Bakterien ausmachte; in Umweltproben aus
Seewasser und dem Abflusss einer Kléranlage war eine Sortierung aus der indigenen
Bakterienflora mdglich, in der das Zielbakterium mit weniger as 1% vorhanden war. Die
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Anreicherung in den kinstlichen Zedlgemischen war bis zu 90% mdglich, in den
Umweltproben bis 70 %. Bach (1996) ermittelte eine MPN-der potentiell denitrifizierenden
Bakterien im Oberboden bis zu 4,6 x 10°/g Trockenboden, wahrend die MPN aller isolierten
heterotrophen Bakterien im Bereich zwischen 4,9 x 10° und 5,3x 10"/g Trockenboden lag.
Somit ist zu erwarten, dass eine Sortierung mit den in dieser Arbeit entwickelten anti-dNIR-

Antikorpern aus einer Umweltprobe fir weitere molekul arbiol ogische Studien realisierbar ist.

3.2 Immunofluoreszenz-Nachweis der Expression von Cu-
dNIR in Laborkulturen

Die Cu-dNIR ist en induzietbares Enzym. So muss be Verdnderungen der
Umweltbedingungen, welche die Denitrifikation beeinflussen, eine Veranderung des
Expressiondevels am Schllisselenzym nachweisbar sein. Physiologische Studien haben gezeigt,
dass die Denitrifikationsenzyme bei niedrigem pO, und in der Gegenwart von N-Oxiden
exprimiert werden. Expressionsversuche fanden bisher hauptsachlich an Bakterien statt, die eine
dissmilatorische Nitritredukase des cd;-Typs besitzen. Baumann et al. (1996) zeigten an
kontinuierlichen Kulturen von Ps. denitrificans nach einem Wechsel von aeroben zu anaeroben
Bedingungen, dass die Menge an mRNA fur nirSnach ca. 5 h ihr Maximum erreicht hatte und
danach auf einen stabilen niedrigeren Wert absank, wéahrend die cd;-dNIR innerhalb von ca.
30 h almahlich auf einen stabilen Level in der Zelle stieg. Hartig und Zumft (1999) konnten in
einer Batch-Kultur von Ps. stutzeri die Transkription von nirS nach Wechsel von Aerobiose zu
Anaerobiose und Zugabe von Nitrat oder Nitrit nach 15 min maximal induzieren. Dabel blieb
der Level der nirSMessengers fur die 3h-Periode, in der gemessen wurde, konstant. In der
vorliegenden Arbeit wurde durch Markierung mit dem Antikorper mAKdNIR29 in anaeroben
Batch-Kulturen von O. anthropi maximale Enzymexpression von Cu-dNIR nach ca. 8 h gezeigt
(Abb. 27). Dies konnte mit der Produktion von N,O bezogen auf die Bakterienzahl korreliert
werden (Abb. 26). Obwohl noch ausreichend Nitrit im Medium vorhanden war, ist die
Abnahme der N,O-Produktion nach ca. 24 h, vermutlich auf die Erschépfung der C-Quellenim
Medium und somit fehlender Reduktionsaguivalente zurtickzufihren. Der zeitliche Verlauf der
Expression von Cu-dNIR in O. anthropi stimmt gut mit dem tberein, wie ihn Dendoooven und
Anderson (1994) in Ansdtzen von Boden in Erlenmeyerkolben ermittelt haben. Durch
Hemmversuche mit Chloramphenicol zeigten sie volle Derepression der dNIRs zwischen 4 und
8 h nach Sauerstoffentzug.
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3.3 Immunofluoreszenz-Nachweis der Expression von Cu-

dNIR in Umweltproben

3.3.1 Denitrifikation in der Rhizosphére

Der Antikorper mAkdNIR1a ist aufgrund seiner hohen Spezifitét optimal geeignet fr in situ-
Expressionsstudien der dNIR aus O. anthropi 1a in Umweltproben. Haller und Stolp (1986)
zeigten an Maispflanzchen, die in zuvor mit Ps. aeruginosa inokuliertem Boden gewachsen
waren, dass unter kinstlich durch Begasung mit Helium plus 10 % (v/v) Acetylen
herbeigeftihrten anaeroben Bedingungen nur 1-2 % des entstehenden NoO aus freiem Boden,
die restlichen 98-99 % dagegen aus der Rhizosphére freigesetzt wurden. Dies macht deutlich,
dass die Rhizosphdre unter anaeroben Bedingungen offensichtlich ein bevorzugtes
Kompartiment fur Denitrifikation und somit der Freisetzung des klimaschédlichen Lachgases
N2O im Boden darstellt. Knowles et al. (1982) zeigten weiterhin, dass die in der Rhizosphére
angesiedelten Denitrifikantenpopulationen um den Faktor 514 mal héher waren ds in
wurzelfreiem Boden. Dieses Potenzial fur Denitrifikationsaktivitdt machte sich als ene
gesteigerte N,O-Abgabe im Wurzelbereich bemerkbar, die mit der Entfernung von der Wurzel
abnahm (Killham et al.; 1994). N,O muss jedoch nicht immer mikrobiellen Ursprungs sein.
Dean und Harper (1986) beschrieben z. B. die Produktion und anschlief3ende Freisetzung von
N2O in Bl&ttern von Sojabohnen durch die Nitratreduktase. Der Nachweis von Bakterien mit
der Fahigkeit zur Denitrifikation beweist deshalb nicht zwingend ihre Aktivitdt in Zonen mit
erhdhten  N,O-Konzentrationen. In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob mit
monoklonalen Antikérpern gegen dNIR ein System zum in situ-Nachweis der Expression von
Cu-dNIR in denitrifizierenden Bakterien auf Einzelzellebene etabliert werden kann. Dies wirde
eine eindeutige Zuordnung der gemessenen N,O-Abgaben zu denitrifizierenden Organismen
zulassen und Untersuchungen zur Expresson der Cu-dNIR unter verschiedenen

Umweltbedingungen erlauben.

Lebuhn et al (1999) zeigten durch Immunotrapping mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern
das natirliche Vorkommen von Ochrobactrum spp. im Wurzelbereich von Weizenpflanzen. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Wurzeln von 5 Wochen adten Weizenpflanzchen mit
O. anthropi 1a inokuliert. Die Etablierung des inokolierten Bakteriums wurde sowohl in situ
(Abb. 29B), s auch ex situ gezeigt. Im ELISA wurde eine Zellzahl von 1,3 x 10° Bakterien pro
g Wurzdfrischgewicht nachgewiesen. Dies liegt in der gleichen Gréssenordnung wie sie

Schloter (1993) fr Inokulationsversuche mit Azospirillum ermittelt hat. Nachdem O. anthropi
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mit Hilfe artspezifischer Antikorper in der Probe nachgewiesen worden war, fand ene
Markierung mit dem Antikdrper mAkdNIR1a zur Untersuchung des Expressionsstatus fur Cu-
dNIR dtatt. An den Wurzelhaaren konnten, meist in kleinen Gruppen angeordnete,
denitrifizierende Bakterienzellen detektiert werden (Abb. 30). Aufgrund der hohen Spezifitét
des Antikorpers ist es wahrscheinlich, dass es sich dabel um den inokulierten Organismus
handelt. Die Untersuchungen zeigen prinzipiell, dass die entwickelten anti-dNIR-Antikorper
eine Moglichkeit bieten, die Expression der Cu-dNIR in situ, also z. B. in der Rhizosphére, zu
detektieren.

Da Abbaureaktionen oftmals kometabolisch in hoch aktiven Zellen ablaufen, hat die
Rhizosphére as Habitat mit der hochsten metabolischen Aktivitdt im Boden, eine wichtige
Rolle fur den Abbau von Xenobiotika Waton und Anderson (1990) zeigten, dass der
mikrobielle Abbau von Trichlorethylen in der Rhizosphére schneller vonstatten ging as im
nicht durchwurzelten Boden. Weltere Versuche gingen dahin, das Abbaupotential
rhizosphérenkompetenter Bakterien durch genetische Techniken zu erweitern. Brazil et al.
(1995) konstruierten z.B. einen Pseudomonaden mit der Fahigkeit zum Abbau von
polychlorierten Biphenylen und wiesen nach Inokulation und erfolgreicher Etablierung des
Organismus in der Rhizosphdre die Expression der Abbaugene nach. Eine Reihe von
Denitrifizierern ist sowohl zum Abbau von Xenobiotika befahigt (A 3), als auch Teil der
Rhizosphérenflora. Die Méglichkeit gleichzeitig einen Einblick in die aktuelle Aktivitét der
Organismen Uber die Verfolgung der Expression von Enzymen zur Energiegewinnung, wie z.B.
Cu-dNIR, zu bekommen, konnte in der Optimierung von Sanierungsverfahren mit

Denitrifizierern eine Rolle spielen.

3.3.2Immunofluoreszenz-Nachweis der Expression von Cu-

dNIR in Klarschlamm

Die Aufbereitung von Abwasser in Kléranlagen ist einer der wichtigsten biotechnologischen
Prozesse. Ein Problem dabei stellt die Freisetzung von N,O dar. Es gibt Hinweise, dass ein
grosser Teil des freigesetzten N,O aus nicht optimal betriebenen Klaranlagen stammt (Korner et
al., 1993; Schon et al., 1994). Ein Verstandnis fir die Prozesse der Denitrifikation und
Nitrifikation als Quellen biogenen N,O ist somit von grof3em Interesse. Auch hier ist die Frage
zu klé&ren, durch welchen der beiden genannten Prozesse und unter welchen Bedingungen N,O
freigesetzt wird. Ein wichtiger Modulator der Denitrifikation ist der pO.. Vidle Klaranlagen
werden in einem Wechsd von aeroben und anaeroben Bedingungen betrieben, um
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Denitrifikation und Nitrifikation im selben Becken durchfihren zu kdnnen. Die Regulation der
an der Denitrifikation betelligten Reduktasen ist jedoch nicht gleich und variiert zusétzlich in
verschiedenen Organismen. Eine Unausgewogenheit in Expression und Aktivitdt der Enzyme
kann schliefdich dazu fuhren, dass vermehrt Zwischenprodukte wie N,O freigesetzt werden.
Otte et al. (1996) untersuchten z. B. an Alcaligenes faecalis, ein Bakterium welches haufig in
Kléranlagen auftritt, die Produktion von N»,O unter verschiedenen O,-Bedingungen. Sie stellten
durch Aktivitdtsmessungen an Alcaligenes faecalis TUD fest, dass nach einem Wechsel von
aerob zu anaerob erhdhte N,O-Mengen entstehen, da die Reduktasen sequentiell exprimiert
werden; d. h. Nitritreduktase wird mehrere Stunden vor der N,O-Reduktase gebildet. Weiterhin
konnten sie zeigen, dass die Nitritreduktase aus Alcaligenes faecalis TUD weniger empfindlich
gegen O,-Inhibition ist as die N,O-Reduktase. Dies fuhrt bel einem Wechsal von anaerob zu
aerob ebenfalls zu Akkumulation von N,O. Die Nitritreduktasen aus Paracoccus denitrificans
und Pseudomonas nautica dagegen werden durch O; irreversibel gehemmt (Bonin et al., 1989;
Waki et al., 1980). Sie missen also nach einem Wechsel von aerob zu anaerob neu exprimiert

werden.

Um den Prozess der Denitrifikation in Kldranlagen zu optimieren, konnten Markierungen zur
Erfassung der Expression von dNIR unter verschiedenen Bedingungen hilfreich sein. In der
vorliegenden Arbeit wurden Klérschidmme aus zwei verschiedenen Anlagen mit dem mono-
klonalen Antikorper mAkdNIR29 auf Expression der Cu-dNIR untersucht. Es konnte in beiden
Proben gezeigt werden, dass die Antikorper geeignet sind die Expression von Cu-dNIR auf
Einzelzellebene im Mikroskop zu detektieren (Abb. 32, 33 und 34). Dies lasst die Zuordnung
von entstehendem N,O zur Denitrifikation zu. In Kombination mit dem Durchflusszytometer
konnte eine Sortierung der markierten Zellen erfolgen und durch die nachfolgende Anwendung
molekularbiologischer Methoden (16S rRNS-Anaysen; Fingerprinttechniken wie z. B. DGGE)

ein Einblick in die Zusammensetzung der denitrifizierenden Gemeinschaft gewonnen werden.

4. Ausblick: Anwendungsmaoglichkeiten serologischer Test-
systeme fur in situ-Untersuchungen wichtiger mikro-
bieller Leistungen in Okosystemkompartimenten

Spezifische Antikorper bieten die hervorragende Moglichkelt, in situ-Aktivitédten von

Mikroorganismen in ihrer natlrlichen Umgebung zu untersuchen. Die Detektion des

Schllisselenzyms eines Stoffwechselweges stellt einen direkten Nachweis auf der Expressions-,
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also der ,, Wirk”-ebene dar. Durch die Kombination von Antikorpern zum Nachwels von in Situ-

Funktionen und anderen Methoden 6ffnet sich ein weiter Bereich interessanter Fragestellungen.

Untersuchungen zur funktionellen Diversitat:

In Kombination mit der Technik der in dStu-Hybridiserung mit rRNS-gerichteten
Oligonukleotidsonden konnen Untersuchungen zur funktionellen Diversitét direkt in der
Umweltprobe durchgefihrt werden. Die Sortierung der markierten Organismen mittels
Durchflusszytometrie oder mittels Kopplung der Antikérper an Magnetpartikeln  sind
Voraussetzungen fur Untersuchungen zur Diversitdt der efassten |, funktionellen
Organismengruppe* durch genetische Fingerprinttechniken. Anhand von 16S rRNS-Anaysen
kann eine Identifizierung der sortierten Organismen erfolgen.

Quantifizierung:

Der ELISA erlaubt die quantitative Erfassung des jeweiligen Schliisselenzyms im
Mikrotiterplatten-Mal3stab. Mittels Western Blot kann anhand der Bandenstérke ein

semiquantitativer Nachwel's erfolgen.

Expressionsstudien unter ver schiedenen Umwel tbedi ngungen

Detailuntersuchungen der Regulation eines Stoffwechselprozesses kénnte durch gleichzeitige
Erfassung der mRNS eines Schliisselenzyms im Northern Blot und des exprimierten Enzymsim
Western Blot erfolgen. Auf Transkriptionsebene zeigt sich die unmittelbare Reaktion des
Organismus auf Veranderung der Umweltbedingungen. Die Katalyse kann jedoch erst nach
Bildung des Enzyms erfolgen. Die Konzentration eines Enzyms héngt naturgemal3 jedoch nicht
nur von seiner Bildungs-, sondern auch von der Abbaurate ab. Somit ist es sinnvoll nach
Veranderung der Umwel tbedingungen auch den jeweiligen Enzymlevel zu bestimmen.

Screening mit hohem Dur chsatz nach ausgewahlten Stoffwechsall eistungen:

Microarraysysteme erlauben die Automatiserung und ein schnelles Screenen zu niedrigen
Kosten. Bisher wurden hauptséchlich Systeme mit DNS as Biorezeptoren entwickelt. Es gibt
jedoch in der jungsten Zeit auch Beispiele fur Biochips, wo Antikorper als Rezeptoren
beschrieben werden. Fur medizinische Zwecke konnte sogar ein Chip etabliert werden, der
sowohl DNS als auch Antikorper als Rezeptoren benutzt (Vo-Dinh und Cullum; 2000). Weller
et al. (1999) entwickelten einen Antikorper-basierenden Chip zur Detektion von Triazin-
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Herbiziden. Sie erreichten eine Spot-Dichte von 9 Spots pro mm? und konnten so 1600 parallele

Proben in einem Array testen.

Die Regeneration des Chips konnte mehr als 100 x durchgefiihrt werden. Dieses System konnte
z. B. durch Immobiliserung von Antikérpern gegen die Schliisselenzyme bestimmter
Abbauwege von Xenobiotika die Expression dieser Enzyme unter verschiedenen Bedingungen
in einem Sanierungsverfahren nachweisen und somit einen Beitrag zu dessen Optimierung

leisten.
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E  Zusammenfassung:

Zid dieser Arbeit war es ein serologisches Testystem fir die Beantwortung ©kologischer
Fragestellungen zur Denitrifikation zu etablieren. Fir den in situ-Nachwels der Expression des
denitrifizierenden Enzymsystems in Bakterien wurden spezifische monoklonale Antikorper
gegen die Cu-haltige dissimilatorische Nitritreduktase (Cu-dNIR) entwickelt.

Die fur die Produktion der Antikorper bendtigte Cu-dNIR wurde mit Hilfe zweier Ansédtze
prapariert. Der erste Ansatz, die Kombination verschiedener Saulenchromatografien und
Reinigung Uber eine Polyacrylamid-Matrix, erlaubte das Enzym aus einem Bodenisolat von
Ochrobactrum anthropi mit einer Ausbeute von 2,5 pg/g Zellen (Feuchtgewicht) zu gewinnen.
In einem zweiten Ansatz wurde die Cu-dNIR aus Alcaligenes faecalis S6 nach Fusion mit
einem 6 X Histag in E. coli exprimiert und anschlief3end Uber eine spezifische Affinitétsmatrix
aufgereinigt. Hiermit konnte eine Ausbeute von 4,5 mg/l [2,25 mg/g Zellen (Feuchtgewicht)]
Bakterienkultur gewonnen werden.

Mit der Cu-dNIR der beiden Préparationsansitze wurden Mause immunisiert und nach dre
Zdlfusionen 41 verschiedene Hybridomalinien etabliert, deren sezernierte Antikorper in einem
ersten Screening im Chemolumineszenz-ELISA mit der fir die Immunisierung benutzten Cu-
dNIR reagierten. Hieraus wurden Uber weitere Screeningschritte im Western-Blot zwei
Antikorper zur genaueren Charakteriserung ausgewahlt: Ein sehr spezifischer Antikorper
(mAkdNIR1a), der ausschlieldich die zur Immunisierung eingesetzte Cu-dNIR aus
Ochrobactrum anthropi 1a erkennt; und ein zweiter Antikérper (MAKdNIR29) mit einem
breiteren Reaktionsspektrum fir Cu-dNIRs aus Bakterien unterschiedlicher phylogenetischer
Herkunft. Beide Antikdrper zeigten keine Kreuzreaktionen mit aternativen dissimilatorischen
Nitritreduktasen des cd;-bzw. Siroham-Typs aus Pseudomonas aeruginosa bzw. E. coli. Dieim
Chemolumineszenz-EL1SA bestimmte Sengtivitét fur mAkdNIR1aliegt bei 2 ng Cu-dNIR. Mit
MAkdNIR29 konnte rekombinante Cu-dNIR bis 5 ng nachgewiesen werden.

Mit dem Antikérper mAkdNIR29 konnte eine Differenzierung zwischen Reinkulturen von
Alcaligenes faecalis S6, die unter denitrifizierenden bzw. nicht denitrifizierenden Bedingungen
gewachsen waren, im Western Blot gezeigt werden. Weiterhin wurde der zeitliche Verlauf der
Expresson von Cu-dNIR in Ochrobactrum anthropi nach Shift vom aeroben in anaerobes
Milieu mittels Immunofluoreszenz mit makdNIR29 auf Einzelzellniveau verfolgt. Das
Maximum der Expression wurde nach 7 h erreicht. Der Verlauf der Expressionsstérke folgt der
Zunahme der N,O-Produktion pro Zeiteinheit bezogen auf die Zellzahl. Die Expressionsrate der
Cu-dNIR ist am stérksten wahrend der exponentiellen Wachstumsphase.
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Die beiden anti-dNIR-Antikorper konnten in Kombination mit Epifluoreszenz-und Laser-
scanning-Mikroskopie erfolgreich zur in situ-Detektion der Expression von Cu-dNIR durch
Immunofluoreszenz in Reinkulturen und Umweltproben eingesetzt werden. Der Antikorper
mAKdNIR1a wurde wegen seiner Spezifitdt zum Nachweis von Cu-dNIR-induzierten Bakterien
an Wurzeln von Weizenpflénzchen eingesetzt, die zuvor mit Ochrobactrum anthropi inokuliert
worden waren. Mit dem Antikorper mAkdNIR29 wurden Cu-dNIR-induzierte Bakterien in
Klérschlammproben aus zwel verschiedenen Kl&aranlagen detektiert. Ein Protokoll zur
simultanen Markierung von denitrifizierenden Zellen von Ochrobactrum anthropi 1a mit dem
Antikorper mAkdNIR1a und einer rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonde wurde entwickelt.

Immunofluoreszenzmarkierungen mit mAkdNIR29 erméglichten die Trennung von Cu-dNIR-
induzierten und Cu-dNIR-nicht-induzierten Zellen von O. anthropi mittels Durchflusszyto-

metrie in zwel klar abgegrenzte Popul ationen.
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