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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pseudomonas aeruginosa

1.1.1 Biologie und Phylogenie von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas ist eine Gattung stibchenformiger, mit polaren Geifieln sich aktiv bewegender,
Gram-negativer Bakterien. Phylogenetisch werden sie der Familie der Pseudomonaceae
zugeordnet, einer heterologen Gruppe innerhalb der Proteobacteria (Olson, 1994). Die
chemoorganotrophen Pseudomonaden lassen sich durch ihre Oxidase-Aktivitit von den
Enterobakterien unterscheiden (Madigan, 2000). Aufgrund der Fahigkeit dieser
anspruchslosen Bakterien, eine Vielzahl organischer Substrate zu metabolisieren, darunter
auch heterozyklische und aromatische Kohlenwasserstoffe (Palleroni, 1986), sind
Pseudomonaden ubiquitidr in Boden und Gewiéssern verbreitet. Innerhalb der Bacteria wird
die Spezies Pseudomonas aeruginosa, im Phylum der Proteobacteria, den y-Proteobacteria
zugeordnet (Anzai et al., 2000). Bei P. aeruginosa handelt es sich um ein 0,5 - 0,8 um breites
und 1,5 - 3,0 um langes, stibchenférmiges, Gram-negatives, polar begeifleltes Bakterium. Es
ist ein ubiquitdr vorkommender Erreger, der sich v. a. im feuchten Milieu vermehrt.
Besonders augenfillig sind die von P. aeruginosa-Stimmen in unterschiedlichem Ausmal3
und variabler Kombination produzierten Pigmente Pyocyanin (bldulich, nicht fluoreszierend),
Pyoverdin (gelblich fluoreszierend), Pyomelanin (brdunlich bis schwirzlich) und Pyorubin
(rot), welche als Siderophore fungieren und namensgebend fiir P. aeruginosa sind (,,aerugo®,
lat. = Griinspan) (Frank & Demoss, 1959; Palleroni, 1993; Wasielewski et al., 2008). Das
Genom von P. aeruginosa, welches im Jahr 2000 komplett sequenziert wurde, ist mit
6,3 Megabasen und 5570 Genen vergleichsweise grol3 (Stover et al., 2000). Bereits geringste
Mengen organischer Verbindungen ermdglichen dem anspruchslosen Bakterium das
Uberleben. Dies hat zur Folge, dass die ubiquitir verbreitete Spezies, deren natiirliches
Habitat Wasser, Boden und Pflanzen umfasst, auch im Krankenhaus nahezu allgegenwirtig
ist und u. a. durch die Prisenz in Wasserhdhnen, Siphons, Toiletten und unterdosierten
Desinfektionsmitteln sehr schnell zu ernsthaften Hygieneproblemen fithren kann.
P. aeruginosa ist aufgrund seines auflergewohnlich pathogenen Potenzials von gro3em
wissenschaftlichem und medizinischem Interesse. Eine besondere Rolle wird P. aeruginosa
als Erreger akuter nosokomialer, d. h. im Krankenhaus erworbener Infektionen, zuteil. Das

dulerst vielseitige Bakterium kann Infektionen bei Menschen, Tieren und Pflanzen

1
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1 Einleitung

hervorrufen (Palleroni, 1984; Gross, 1985). Als humanpathogenes Bakterium ist dieser
ausgesprochene Opportunist fiir einen erheblichen Teil nosokomialer Infektionen
verantwortlich

(Wagner et al., 2004; Mayank et al., 2009).

Bei ca. 10 - 20 % aller im Krankenhaus erworbenen Infektionen handelt es sich um
Infektionen mit P. aeruginosa (lkeno et al., 2007). Als fakultativ pathogenes Bakterium treten
Infektionen mit P. aeruginosa insbesondere bei immunsupprimierten und immundefizienten
Patienten auf, die an Krankheiten wie AIDS oder Cystischer Fibrose (CF), einer autosomal
rezessiven Erbkrankheit, die auch als Mukoviszidose bezeichnet wird, leiden

(Bodey et al., 1983; Bendiak & Ratjen, 2009).

1.1.2 Pseudomonas aeruginosa und Mukoviszidose

Die Mukoviszidose ist mit einer Inzidenz von 1:1900 bis 1:3700 die hdufigste autosomal-
rezessiv vererbte und trotz intensiver Forschungen heutzutage immer noch frith letal
verlaufende Stoffwechselerkrankung (Gibson et al., 2003). Dem Erkrankungsbild liegt eine
oder mehrere Mutationen im Gen des sog. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR) einem membranstindigen Chloridionenkanal zugrunde. Der CFTR
reguliert die intrazelluldre Chloridionenkonzentration und hat damit einen entscheidenden
Einfluss auf den gesamten transepithelialen Elektrolyt- und Fliissigkeitsaustausch. Das auf
dem langen Arm des Chromosoms 7 (7q31.2) gelegene CFTR-Gen setzt sich aus einer Kette
von 1480 Aminosduren zusammen und besteht aus finf Doméinen: zwei
membraniiberspannenden Segmenten, zwei zytosolischen Segmenten (NBF1, NBF2) und
einer regulatorischen R Doméne (Tsui et al., 1985; Riordan et al., 1989). CFTR ist ein
signalgesteuerter Chloridkanal, dessen Funktionsstorung eine verminderte Wasser- und
Natriumsekretion in das Driisenlumen bewirkt (Tsui, 1991). Die Folge ist eine Zunahme der
Viskositdt exokriner Sekrete, welche die Funktion der Organsysteme, vor allem an der
Epitheloberfliche des Respirations- und Gastrointestinaltraktes, beeintridchtigt. Zudem fiihrt
diese Funktionsstorung zu einer verdnderten Elektrolytkonzentration im Schweil. Die
Krankheit duflert sich in Funktionsstdrungen aller exokrinen Driisen, wobei in der Lunge und
im Gastrointestinaltrakt grole Mengen viskoser Sekrete produziert werden. In der Lunge flihrt

dies zu einer progressiven Erkrankung mit partieller bis vollstindiger Verstopfung.
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Lebenslimitierend ist bei CF hdufig die fortschreitende Einschrankung der Lungenfunktion

infolge einer chronisch bakteriellen Pneumonie mit einem CF spezifischen Erregerspektrum.
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Abbildung 1.1 Schematische Abbildung iiber den Mechanismus einer CF Dysfunktion.

Pathogenitétskaskade beginnend mit dem CFTR-Gendefekt bis hin zur durch die Cystische Fibrose ausgelosten
Lungeninsuffizienz (Amaral & Kunzelmann, 2007).

Zu diesen typischen bakteriellen Erregern gehdren Staphylococcus aureus, Haemophilus

influenzae, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia und die
verschiedenen Spezies des Burkholderia cepacia-Komplexes (BCC). Noch vor wenigen
Dekaden starben CF-Patienten im frithen Kindesalter auf Grund einer unzureichenden
Absorption von Nihrstoffen. Heute erreichen sie das junge Erwachsenenalter, wihrend dessen
in fast allen Féllen die Lunge chronisch durch P. aeruginosa infiziert wird, weshalb dieses
Bakterium bei weitem fiir die meisten Todesfédlle bei CF-Patienten verantwortlich gemacht
wird (Bendiak & Ratjen, 2009). Damit ist er der weitaus wichtigste Erreger bei der
Entstehung von Lungeninfektionen bei CF-Patienten. Betroffen sind insbesondere
immunsupprimierte Patienten in der Intensivmedizin. Die Prévalenz von nosokomial

infizierten Patienten auf Intensivstationen liegt bei etwa 15 bis 25 % (Vincent et al., 1995),
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wobei eine Mortalitdt von 16,3 % erreicht wird (Sanchez-Velazquez et al., 2006). Bei in vitro
Versuchen lie3 sich eine erhohte Adhésion von P. aeruginosa sowohl an den Rezeptoren im
Bronchialschleim (Dealler & Holton, 1992) als auch an ,nackten Epithelzellen” des
respiratorischen Epithels von CF-Patienten nachweisen (Cervin et al., 1994; Imundo et al.,
1995; Zar et al., 1995). Unbestritten ist, dass P. aeruginosa das infizierte Lungengewebe

durch ein Arsenal an Virulenzfaktoren schidigt.

1.2 Pathogenitit von Pseudomonas aeruginosa und seine Virulenzfaktoren

Pathogene Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie in geeigneten Wirten in der Lage
sind, Krankheiten hervorzurufen. Fiir eine erfolgreiche Infektion des Wirtes benoétigt
P. aeruginosa eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. Zu den Virulenzfaktoren zdhlen z. B.
hydrolytische Proteine, Toxine und Oberfldchen-Proteine, die das Anheften der Bakterien an
Oberfldchen erlauben oder sie vor der Immunabwehr des Wirtes schiitzen. Eine wesentliche
pathogenetische Funktion von P. aeruginosa ist die Fahigkeit der irreversiblen Adhéision. Die
Anheftung an Oberfldchen stellt eine sehr wichtige Eigenschaft von P. aeruginosa dar, die zur
erhohten Virulenz beitrdgt. 30 Genprodukte sind an der Ausbildung und an der Funktion von
Flagellen beteiligt, die dazu notwendig sind, einen Zielort durch Schwimmbewegung zu
erreichen (Feldman et al., 1998; Adamo et al., 2004). Auch die Typ IV Pili sind fiir die
Anheftung und fiir das Bewegen auf Oberflichen (z. B. auf Wirtszellepithelien)
verantwortlich. Die bakterielle Adhédsion an den Oberfldchenrezeptoren des respiratorischen
Epithels stellt den ersten Schritt der Infektion dar, wobei generell Pili (Marcus et al., 1989),
Flagellen (Feldman et al., 1998) sowie das Exoenzym S (Baker et al., 1991) als Adhisine
gelten. Mikroorganismen exprimieren auf ihrer Zelloberflache eine Vielzahl unterschiedlicher
Adhérenzfaktoren, die iiber spezifische Wechselwirkungen mit Rezeptoren der Wirtszelle
interagieren. Bakterien binden hauptsichlich an die membranstindigen Glykokonjugate von
Epithelzellen. Diese Anheftung an epitheliale Gewebe verhindert zum einen das
Ausschwemmen der Bakterien durch korpereigene Fliissigkeiten wie Blut, Urin oder Sekrete,
zum anderen ermoglicht sie die zielgerichtete Sekretion von Toxinen und die Invasion der
Erreger in die Zelle bzw. in tieferliegende Gewebsschichten. Gleichzeitig wird auf der Seite
des Wirtes eine Entziindungsreaktion ausgelost, die mit den typischen Symptomen einer
Infektion einhergeht. Somit stellt die Expression von Adhédsinen den wohl bedeutendsten

Virulenzfaktor bei der frilhen Pathogenese bakterieller Infektionskrankheiten dar
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(Virkola et al., 1988; Mulvey, 2002). Vereinfacht gesagt ermdglichen Virulenzfaktoren ein
Eindringen in das Wirtsgewebe sowie ein Entkommen der Immunabwehr und damit das
Zustandekommen einer Infektion mit den resultierenden Schdden an den Wirtszellen. Zu
diesen Virulenzfaktoren zdhlen u. a. die Lipopolysaccharide (LPS) (Pier, 2007), auch
Endotoxine genannt, die aus Molekiilen bestehen, welche fest an die &duBlere Oberfldche
Gram-negativer Bakterien gebunden sind und einen integralen Bestandteil der dufleren
Membran bilden, sowie die Produktion von Alginat (Rehm & Valla, 1997). Dieses acetylierte
Polymer aus Manuron- und Guluronsidure umgibt die Zelle als ein viskoses Gel, verleiht den
Kolonien eine mukoide Morphologie (Ohman & Chakrabarty, 1981; Leid et al., 2005) und
schiitzt die Bakterien vor Phagozytose (Pier et al, 2001). P. aeruginosa bildet zwei
LPS-Formen aus, wobei die A-Form ein Homopolymer aus verkniipften D-Rhamnose
Molekiilen ist, wiahrend die B-Form des LPS ein Heteropolymer ist. LPS-Molekiile scheinen
an CFTR-Proteine zu binden (Lyczak et al., 2000; Schroeder et al., 2002). Es wurde gezeigt,
dass schon kurz nach der Adhdsion von P. aeruginosa Gene aktiviert werden, welche die
Produktion von Alginat verstirken (Davies et al., 1998).

Weiterhin sekretiert das Bakterium das Exotoxin A (Iglewski & Kabat, 1975; Morlon-Guyot
et al., 2009), das Exotoxin S (Iglewski et al., 1978; Kulich et al., 1993; Bitter, 2003), eine
Esterase (Wilhelm et al., 1999; Wilhelm et al., 2007), Phospholipasen (Berka & Vasil, 1982;
Stonehouse et al., 2002), Lipasen (Jaeger et al., 1991; Martinez et al, 1999) und
Rhamnolipide (Wagner et al., 2004). Die Proteasen, wie die
Serin-Protease LasA und die Zink-Metalloprotease Elastase LasB (Doring et al., 1983;
Kessler & Safrin, 1988), bauen Elastin ab, welches nahezu 30 % des Proteingehalts der Lunge
stellt (Galloway, 1991). Die Fahigkeit der Elastase, Strukturproteine der Lunge wie Elastin
und Kollagen abzubauen, ist ein entscheidender Faktor wahrend der akuten Infektion. Bei der
Protease IV aus P. aeruginosa handelt es sich um eine Serinprotease, die Lysin-haltige
Peptide von der Carboxylseite her spaltet (Engel et al., 1998a). Diese Protease ist in der Lage,
eine Vielzahl an Komponenten des humanen Immunsystems und Gewebebestandteile zu
zerstoren. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Protease IV eine entscheidende
Rolle in der Virulenz von P. aeruginosa wéhrend Bindehautinfektionen spielt
(Engel et al., 1998b). P. aeruginosa produziert als weiteren Virulenzfaktor die Phospholipase
C (PLC) (plcH), die auf der Oberfliche der Alveolar-Zellen Phospholipide degradiert
(Songer, 1997; Terada et al., 1999). Die Zuginglichkeit der Phospholipide wird durch ein

weiteres Exoprodukt von P. aeruginosa, den Rhamnolipiden, erhoht.
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Im Allgemeinen werden zwei Phasen der Infektion von P. aeruginosa unterschieden. Anfangs
wird P. aeruginosa bei CF-Patienten nur vereinzelt nachgewiesen, was im Normalfall keine
Verschlechterung der Lungenfunktion verursacht. Diese Phase kann unterschiedlich lang
andauern (0 - 5,5 Jahre) (Johansen & Hoiby, 1992).

Als chronisch wird die Besiedlung dann bezeichnet, wenn iiber den Zeitraum von mindesten
6 Monaten P. aeruginosa kontinuierlich in respiratorischen Untersuchungsmaterialien

nachgewiesen wird (Johansen & Hoiby, 1992).

TypIVPili

— /--«-...,,%’ .

Flagellum Lip op olysaccharid (LPS)

N

Biofilm / Alginat
Pili-unabhingige

Adhisine
Extrazelluliire Produkte:
- Proteasen: - Hiimolysine:
Elastase LasB - Exotoxin A Phospholipase C
Elastase LasA - Exoenzym S Rhamnolipide

Alkalische Protease -Pyocyanin

Abbildung 1.2 Schematische Abbildung einer Auswahl an bekannten P. aeruginosa Virulenzfaktoren.
Das Bakterium verfligt iiber ein Arsenal an Virulenzfaktoren, die sowohl zellassoziiert (Flagellum, Typ IV Pili,
Biofilm/Alginat, LPS und andere Pili-unabhidngige Adhédsine), als auch extrazelluldr (Proteasen, hdmolytische
Phospholipase C und Rhamnolipide, Exotoxin A, Exoenzym S und Pyocyanin) vorliegen
(Van Delden & Iglewski, 1998).

Unter den wechselhaften Bedingungen, wie sie in der CF-Lunge herrschen, haben solche
Stamme einen Selektionsvorteil, die sich durch hdufige Mutationen schnell anpassen konnen
(Hogardt et al., 2007). Die Therapie von P. aeruginosa-Infektionen ist problematisch, da das
Bakterium {iiber eine hohe intrinsische Resistenz gegeniiber Antibiotika (Quinn, 1998;
Strateva & Yordanov, 2009) und eine hohe Toleranz gegeniiber Desinfektionsmitteln
(Stover et al., 2000) verfligt. Wiahrend die akute Phase der Infektion mit planktonischem

Wachstum und einer verstirkten Virulenz der Bakterien in Verbindung gebracht wird, wird
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die chronische Infektion vor allem mit der Biofilmbildung und einer verringerten Virulenz

verbunden (Mikkelsen et al., 2009).

1.2.1 Quorum-sensing in Pseudomonas aeruginosa

Die Expression von Rhamnolipiden sowie die Ausbildung von Biofilmen und anderer
Virulenzfaktoren unterliegen in P. aeruginosa der Kontrolle eines zelldichteabhidngigen,
interzellulirem Kommunikationssystems (Fuqua et al., 1994). Ein bedeutender Bestandteil
eines transkriptionalen Regulationsnetzwerkes in P. aeruginosa ist das Quorum-sensing-
System (QS). Als QS wird die Féhigkeit von Bakterien bezeichnet, untereinander durch
Signalmolekiile zu kommunizieren. Es erlaubt Bakterien die Populationsdichte zu messen und
entsprechend zu reagieren. Bei opportunistischen Krankheitserregern wie P. aeruginosa,
gewihrleistet das QS-System, dass die Expression von Virulenzfaktor-kodierenden Genen
erst stattfindet, wenn die PopulationsgroBBe eine erfolgreiche Infektion ermoglicht. Diese Art
der Kommunikation geschieht mit Hilfe von Autoinducern, die von den Bakterien produziert
und an die Umgebung abgegeben werden. Ist die Zelldichte hoch, so werden ab einer
gewissen Schwellen-Konzentration vermehrt Autoinducer synthetisiert (Auto-Induktion). Ist
die Dichte gering, so werden demensprechend weniger Autoinducer produziert und die Menge
an Autoinducern reicht nicht aus, um eine koordinierte Reaktion auszulosen. P. aeruginosa
nutzt als Autoinducer u. a. N-Acyl-L-Homoserinlactone (AHL) (Williams & Camara, 2009),
die sich im Wesentlichen durch die Lédnge der N-Acyl-Seitengruppe sowie durch
Modifikationen an Position C-3 (3-Oxo oder 3-Hydroxygruppe) unterscheiden. P. aeruginosa
verfiigt iiber das LasRI-System sowie das dem ersten untergeordneten RhIRI-System
(Pesci et al, 1999), die beide aus einem Regulatorprotein (R-Protein) und einer
AHL-Synthase (I-Protein) bestehen. Die Regulatorproteine fungieren durch die Bindung eines
spezifischen Autoinducers als Transkriptionsaktivatoren, wihrend die AHL-Synthase die
entsprechenden Autoinducer synthetisiert. Die Signalmolekiile, die von den P. aeruginosa
QS-Systemen zur Kontrolle eingesetzt werden, sind das N-(3-oxo-dodecanoyl)-L-
Homoserinlacton (3-oxo-C12-HSL) fiir das LasRI-System und das N-Butanoyl-L-
Homoserinlacton (C4-HSL) fiir das RhIRI-System (Pearson et al., 1994; Pearson et al., 1995).
Neben den beschriebenen und sehr gut charakterisierten Autoinducer-Molekiilen der beiden
QS-Systeme LasRI und RhIRI wurde 1999 von Pesci et al. ein drittes Signal-Molekiil
identifiziert, welches mit den QS-Systemen interagiert (Pesci et al., 1999). Dieses Molekiil
unterscheidet sich strukturell von den AHL. Es handelt sich um ein 2-Heptyl-3-hydroxy-4-
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quinolon, das zu der Gruppe der 4-Hydroxy-2-alkylquinolinen (HAQs) gehort
(Deziel et al., 2004). Es ist wahrscheinlich nicht an der Zelldichte-Wahrnehmung des
Bakteriums beteiligt, sondern vielmehr fiir die Modulation des Rhl-QS-Systems in der
stationdren Phase, in der es auch gebildet wird, zustindig (McKnight et al, 2000). Die
Biosynthese von HAQs, wie PQS und der biologisch inaktiven Vorstufe 2-Heptyl-4-
hydroxyquinolin (HHQ) wird durch das LasIR-QS-System reguliert. Weiterhin konnte mit
Promotor-lacZ-Fusionsstudien gezeigt werden, dass PQS positiv auf die Transkription von
rhll und in geringerem Mafe auf lasR und rhl/R wirkt. Offensichtlich sind die Enzyme des
Operons PA0996 — PA1000 (pgsA-E) fiir die Biosynthese des PQS Molekiils verantwortlich.
Auch die Produkte der Genloci PA1001 — PA1003 (phnAB und pgsR(mvfR)), sowie PA2587
(pgsH) sind an der Synthese und der Aktivitét beteiligt (Gallagher ef al., 2002; Diggle et al.,
2003). Scheinbar werden 4-Hydroxy-2-Heptylquinolin-Molekiile (HHQs) in Abhéngigkeit
von PgsA-D synthetisiert, aber nur PQS induziert das Rhl-QS-System. Dabei scheint PqsH fiir
die Konversion von HHQs zZu PQS verantwortlich zu sein
(Deziel et al., 2004). PQS verstiarkt die Produktion verschiedener Virulenzfaktoren und ist

essentiell fiir die Pyocyanin-Synthese (Pesci ef al., 1999; Diggle et al., 2003).

1.2.2 Rhamnolipide

Rhamnolipide sind mikrobielle Biotenside, bestehend aus hydrophilen L-Rhamnose- und
hydrophoben B-Hydroxydecansdureuntereinheiten, die von P. aeruginosa vor allem auf
hydrophoben C-Quellen unter wachstumslimitierenden Bedingungen gebildet werden. Sie
sind vollstindig biologisch abbaubar und kommen in Haushaltsreinigungsprodukten,
Kosmetikprodukten sowie in Pharmaapplikationen zum Einsatz. Die hauptsichliche
physiologische Rolle dieses Biodetergenz fiir den Produktionsorganismus P. aeruginosa liegt
wahrscheinlich in der ErschlieBung wasserunldslicher Verbindungen als Nihrstoffe.

Bis heute wurde eine Vielzahl Rhamnolipide gefunden, die sich v. a. in der Art ihrer
Fettsdaureuntereinheiten (R,C19Cio; R1C10C10; R2C10Ci2; R1C10Ci2; R1C12:1C10; R1Cr2:25 RiCyo;
RiC10Ci2) unterscheiden (Chayabutra & Ju, 2001). Die ersten Eigenschaften, die dem
Rhamnolipid zugeschrieben wurden, sind die Hitzestabilitit und die hdmolytische Wirkung
(Sierra, 1960; Johnson & Boese-Marrazzo, 1980). Die physiologische Funktion der
Rhamnolipide in der Infektion ist noch nicht vollstindig geklirt. Es wird angenommen, dass

die Rhamnolipide in die Phospholipide der Lungenoberfliche interkalieren, diese aufldsen
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und sie fiir andere Virulenzfaktoren angreifbarer machen. Es sind weitere Ursachen fiir die
Synthetisierung der Rhamnolipide denkbar. Zum einen ist die Funktion der Rhamnolipide in
der Verbesserung der biologischen Verfiigbarkeit von hydrophoben Substraten gezeigt
(Hommel, 1990; Haba et al., 2003), zum anderen scheinen sie eine wichtige Rolle fiir die
Ausbildung von Biofilmen sowie bei der Anheftung bzw. Ablosung an Oberflichen in

P. aeruginosa zu spielen (Davey et al., 2003).

1.2.3 Biofilmbildung und Aggregation von Pseudomonas aeruginosa

Biofilme sind eine der Zltesten und erfolgreichsten (Uber-)Lebensgemeinschaften auf der
Erde und konnen in Gewéssern, an Pflanzen, im Boden, im Grundwasser, auf oder in
Lebewesen, in technischen Systemen usw. vorkommen (Davey & O'Toole G, 2000; Hall-
Stoodley et al., 2004). Sie entstehen an Grenzflichen und koénnen in zahlreichen Formen
vorkommen, als Film auf Oberflichen, als dicke schleimartige Aggregate oder als
"Flockchen" frei schwimmend (Costerton et al., 1987). Das Leben in einem Biofilm bietet
entscheidende Vorteile, denn es gewihrt eine optimale Néhrstoffversorgung und Schutz vor
der AuBlenwelt. Die Ansammlung der Mikroorganismen befindet sich meistens in einer
Matrix aus Wasser und extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS), die hauptsédchlich aus
Kohlenhydraten (Polysacchariden), Proteinen und DNA besteht (Flemming & Wingender,
2001). Die sekretierten unloslichen Substanzen (Exopolysaccharide, DNA, Proteine)
bewahren die Mikroorganismen vor der Ablosung von der kolonisierten Oberflaiche und
schiitzen vor Bedrohungen durch andere Organismen, Antibiotika und Desinfektionsmitteln
(de Kievit, 2009; Saitou et al., 2009). Biofilme weisen eine sehr komplexe Struktur auf,
wobei ein Netz aus wasserfilhrenden Kanédlen den Transport von Nihr- und Abfallstoffen
vermittelt (Costerton et al., 1995; Flemming & Wingender, 2001). Die Therapie von
P. aeruginosa-Infektionen wird zusitzlich durch die Féhigkeit zur Biofilmbildung des
Organismus erschwert, da die Zellen innerhalb eines Biofilmes fiir humane Phagozyten und
Antibiotika rdumlich schlechter erreichbar sind (Brooun et al., 2000; Xu et al., 2000). Beim
initialen Schritt zur ErschlieBung eines neuen Lebensraums wird durch Anheftung und
Zellteilung nach und nach ein Biofilm ausgebildet. Der Biofilm stellt ein dynamisches System
dar, indem sich die Zellen neben der Besiedlung und der Zellteilung auch wieder aus dem
Verband l6sen konnen, um so in neue Habitate zu gelangen und diese zu besiedeln
(Flemming & Wingender, 2001). Prinzipiell kann die Biofilmbildung in fiinf

aufeinanderfolgende Phasen unterteilt werden: [1] initiale Anheftungsphase, [2] irreversible
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Bindung an die Oberfldche, [3] Bildung von Mikrokolonien, [4] Biofilmreifung unter Bildung
der extrazelluliren Matrix, [5] Biofilmstreuung durch Herauslosen einzelner
Mikroorganismen oder Biofilmteile.

Die erste Phase wird Anheftungsphase genannt (Dunne, 2002), in der sich planktonische
Zellen reversibel an eine Oberfldche anheften. Dabei ist die Beweglichkeit der Zellen in
dieser Phase noch nicht vollig eingeschrinkt, sondern bleibt z. B. durch Typ IV Pili auf
Oberfliche erhalten. Danach bilden sich in der Reifungsphase 1 infolge erhohter
Zellteilungsraten und der Expression von Adhdsinen durch extrazelluldre polymerische
Substanzen (EPS) verkniipfte Mikrokolonien aus (Sauer et al., 2002). Diese Mikrokolonien
reifen zu komplexen, dreidimensionalen Strukturen heran, die von wassergefiillten Kandlen
durchzogen sind. Durch die Einlagerung der Mikroorganismen in diese extrazelluldre Matrix
wird der Biofilm zugleich resistenter gegeniiber dufleren Umwelteinfliissen. Im weiteren
Verlauf verdndern die Bakterien ihren Phénotyp. Sie verlieren ihre Geisseln und verstdrken
die Produktion der hochhydratisierten EPS-Matrix, die hauptsidchlich aus Exopolysacchariden
besteht, sowie zusdtzlich aus Proteinen, Nukleinsduren und Phospholipiden
(Sutherland, 2001). Verschiedene, groBtenteils unbekannte Signale flihren zum Ablosen
einzelner Bakterien aus dem Zellverband. Diese ermoglichen durch die Riickkehr zur
planktonischen Lebensweise die Ausbreitung und die Etablierung neuer Biofilme. Wihrend
des gesamten Prozesses der Biofilmreifung sind intermolekulare Zellinteraktionen auf der
Grundlage von Adhidsinen von entscheidender Bedeutung (O'Toole et al., 2000; Stanley &
Lazazzera, 2004).

1.3 Sekretionssysteme in Pseudomonas aeruginosa

Die Proteinsekretion Gram-negativer Bakterien erweist sich durch das Vorhandensein der
duBeren Membran im Vergleich zu Gram-positiven Bakterien als besonders komplex, was zur
Entwicklung verschiedener Proteinsekretionsmechanismen fiihrte. Die Sekretionswege
Gram-negativer Bakterien werden heute in die Sekretionssysteme Typ I-VII unterteilt
(Pukatzki et al., 2006; Dautin & Bernstein, 2007), wobei das Typ VII System erst 2007 in
Mykobakterien entdeckt wurde (Abdallah et al., 2007). Zu besseren Ubersicht sind in
Abbildung 1.3 die verschiedenen Sekretionssysteme aufgezeigt. Der Proteintransport kann in

Zweischritt-Transportsysteme (Typ 1I, Chaperon Usher CU, Typ V) und Einschritt-
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Transportsysteme (Typ I, III, IV) unterteilt werden. Proteine, die Sec-abhingig transportiert
werden, besitzen eine N-terminale Signalsequenz, die eine Translokation der Proteine iiber
den Sec-Apparat ins Periplasma ermoglicht und daraufthin abgespalten wird. Die Sekretion
der periplasmatisch lokalisierten Proteine durch die &duBere Membran erfolgt anschlieBend
entweder liber das Typ II-Sekretionssystem oder durch das Typ V-Sekretionssystem, das sog.
Autotransporter-System. Eine N-terminale Signalsequenz des Proteins, bestehend aus meist
20 - 25 Aminosduren, leitet den Sec-abhéngigen Transport aus dem Cytoplasma ein und wird
danach im Periplasma von einer Signalpeptidase abgespaltet (Paetzel et al., 1997). Hingegen
wird der Transport der Proteine, die iiber den Tat-Weg sekretiert werden, durch ein doppeltes
Arginin-Motiv innerhalb der Erkennungssequenz erzielt (Ochsner et al, 2002). Im
chaperone/usher-Transportweg fungiert ein periplasmatisches Chaperon gemeinsam mit
einem usher (Pfortner-Protein) der dufleren Membran und bewirkt die Substratfaltung, -
assemblierung und-sekretion an die Zelloberflache. Der chaperone/usher-Sekretionsweg ist in
die Pilus-Biogenese involviert (Thanassi ef al., 2002).

Bei dem Ein-Schritt-Sekretionsmechanismus Typ-I, der auch als ABC-Transporter
(ATP-binding cassette) bekannt ist, wird das zu sekretierende Protein Sec-unabhingig und
unter Verbrauch von ATP vom Cytoplasma direkt ohne periplasmatisches Intermediat durch
eine Pore an die Zelloberfldche transportiert (Henderson ef al., 2004). Aus P. aeruginosa sind
bisher das Hidm-bindende Protein HasAp (Letoffe er al, 1998) sowie die alkalische
Phosphatase (Duong ef al., 1992) bekannt, die liber diesen Mechanismus transportiert werden.
Das Typ-III-Sekretionssystem ist ein weiterer Ein-Schritt-Transportmechanismus, bei dem die
Proteine ohne Abspaltung einer Signalsequenz sekretiert werden
(Cornelis & Wolf-Watz, 1997). Der Transport ist hierbei vom Kontakt eines N-terminalen
Erkennungssignals des Zielproteins mit der Wirtszelle abhéngig (Warren & Young, 2005).
P. aeruginosa besitzt sowohl das Flagellen- als auch das pathogenititsbezogenen
Typ IlI-Sekretionssystem, wobei das Flagellen-System die Untereinheiten der Flagellen, die
sog. Flagelline exportiert (Aizawa, 2001) und das pathogenithédtsbezogene Sekretionssystem
Virulenzfaktoren, wie die Exoenzyme S, T, U und Y direkt in die Wirtszelle transportiert
(Yahr et al., 1996; Yahr et al., 1997; Yahr et al., 1998). Ein weiteres Sekretionssystem, das
Typ VI-Sekretionssystem, das in P. aeruginosa und Vibrio cholerae beschrieben wurde, zeigt
Ahnlichkeiten zu dem  Injektionsapparat des E. coli Bakteriophagen T4
(Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 2006). Hier wird vermutet, dass die Effektorproteine
direkt iiber ein ,,Zellpunktierungssystem® in die Wirtszelle gelangen (Pukatzki et al., 2007).
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1.3.1 Autotransporter

Die Typ V-Sekretionsfamilie umfasst die Autotransporterproteine, deren Mechanismus zuerst
fiir die Immunoglobulinprotease Al (IgAl) aus Neisseria gonorrhoeae beschrieben wurde
(Pohlner et al., 1987). Das Typ V-Sekretionssystem beinhaltet die konventionellen
Autotransporter, das Zwei-Partner-Sekretionssystem (two partner system-TPS) und die
trimeren Autotransporter. Im Gegensatz zu allen anderen Systemen ist das Typ V-
Sekretionssystem relativ einfach aufgebaut, da alle bendtigten Informationen fiir das
Passieren der duBeren Membran in der Primérstruktur des Proteins determiniert sind
(Henderson et al., 1998). Der N-terminale Bereich des sekretierten Proteins enthélt das
Signalpeptid, welches nach dem Transport durch die innere Cytoplasmamembran abgespaltet
wird (Sec-abhidngiges Typ II-System). Im Periplasma bildet die C-terminal-kodierte
Autotransporterdoméne (-Untereinheit) eine Pore in der duBeren Membran, durch welche die
passenger-Domine (o-Untereinheit) an die Zelloberfldche gelangt. Die B-Untereinheit besitzt
die Form eines f-barrels und ist bei allen Autotransporterproteinen hoch konserviert. Die
Passagierdomine kann entweder mit der integralen Transporterdoméne an der Zelloberflache
verbunden bleiben, wie es bei der Esterase EstA aus P. aeruginosa gezeigt wurde
(Wilhelm et al., 1999), nach einer autokatalytischen Spaltung {iber eine nichtkovalente
Bindung an der Zelloberfliche assoziiert verbleiben (Wells et al., 2007) oder aber in das
extrazelluldre Milieu abgegeben werden, wie es bei der IgA-Protease von N. gonorrhoeae der
Fall ist (Pohlner et al, 1987). Der genaue Mechanismus der Translokation der
Passagierdoméne durch die duflere Membran ist bisher unklar, es wurden drei verschiedene
Modelle vorgeschlagen. Beim Hairpin-Modell wird angenommen, dass der C-Terminus der
Passagierdomédne zunéchst eine Schleife in der Pore bildet, und das Protein C-terminal durch
die Pore gezogen wird (Oomen et al., 2004). Das Omp85-Modell sagt aus, dass die
Passagierdoméne bereits teilweise im Periplasma gefaltet wird und die Translokation des
Passagiers sowie die Integration der P-Domidne durch das AuBenmembranprotein
Omp85/YaeT stattfindet (Voulhoux et al., 2003; Voulhoux & Tommassen, 2004). Das
multimere Modell geht davon aus, dass die Passagierdoméne teilweise im Periplasma gefaltet
wird und schlielich durch einen Kanal, aus einem multimeren Komplex von f-barrel-Poren
transloziert wird (Veiga et al., 2002).

Im Gegensatz zu konventionellen Autotransportern, die als ein einziges Polypeptid
transloziert werden, werden im Zwei-Partner-Sekretionssystem die Passagierdomine

(TpsA = Exotoxin) und die Translokatordoméne (TpsB) als zwei getrennte Proteine

13



1 Einleitung

transloziert, wobei das ungefaltete TpsA aufgrund eines Sekretionssignals in die Pore
eingefddelt werden kann (Jacob-Dubuisson et al., 2004). Eine weitere Subfamilie der
Autotransporter stellen die sog. Oca-Proteine (oligomeric coiled-coil adhesins) dar, die auch
als trimere Autotransporter-Adhisine (TAA) bezeichnet werden (Hoiczyk et al., 2000;
Roggenkamp et al., 2003; Cotter et al., 2005). Der Prototyp dieser Familie der nicht-
Fimbrien-Adhésine ist das Yersinia-Adhdsin YadA (Hoiczyk et al., 2000). Charakteristisch
fir Oca-Proteine ist ihre trimere Struktur bestehend aus einer variablen
N-terminalen Kopfdomine, einem Stiel, der aus coiled-coils aufgebaut ist und einer
C-terminalen Membranankerdoméne. Die Autotransportersekretion konventioneller und
trimerer Autotransporter erfolgt zwar zunédchst bei beiden Systemen iiber den Sec-Apparat,
allerdings bilden konventionelle Autotransporter eine Pore in der &uBeren Membran, die meist
aus einer Einheit aus 12 B-Faltbliattern aufgebaut ist (z. B. EstA aus P. aeruginosa
(van den Berg) und NalP aus N. meningitidis (Oomen et al., 2004)), wihrend das
p-barrel von trimeren Autotransportern durch drei identische Monomere mit je vier
B-Faltblattern gebildet wird (Cotter et al., 2005; Dautin & Bernstein, 2007). Zusétzlich
besitzen viele konventionelle Autotransporter, wie BrkA von Bordetella pertussis, eine
intramolekulare Chaperondomaéne, die fiir die extrazelluldre Abspaltung der Passagierdoméne
verantwortlich ist, welche bei trimeren Autotransportern jedoch fehlt (Surana et al., 2004), da
die Passagierdomine trimerer Autotransporter nach der Translokation durch die &uBere
Membran an der Translokatordomiine kovalent gebunden bleibt (Cotter et al., 2005). Uber
den Autotransportermechanismus sekretierte Passagierdoménen konnen bis zu 3000
Aminosduren lang sein (Yen et al.,, 2002), wobei diese als N-Terminus bezeichnete
Passagierdomine das funktionelle Motiv des Proteins beinhaltet. Sie kann als Adhésin, Toxin
oder Cytotoxin agieren, ein Immunmodulator sein, die Maturation eines anderen
Virulenzfaktors bewirken, Actin-abhidngige Bakterienbewegungen vermitteln oder aber als

Esterase, Lipase oder Protease fungieren (Henderson & Nataro, 2001).

1.4 Proteasen

Proteasen sind Enzyme, die Peptidbindungen von Proteinen hydrolysieren. Sie gehdren zu
den Hydrolasen, der dritten Gruppe in der EC-Klassifikation (Enzyme Commission) und
katalysieren reversibel die hydrolytische Spaltung einer Verbindung unter Verbrauch von
Wasser. Unter der Vielzahl der Enzyme reprisentieren die Proteasen die grofite funktionelle

Gruppe und weisen im Bezug auf die Hydrolyse einen vergleichbaren Mechanismus im
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nukleophilen Angriff auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom eines Substrates auf. Die kovalente
Peptidbindung wird im Verlauf eines Sdure- und Base-katalysierten Prozesses gespalten. Man
unterscheidet zwei Gruppen von Proteasen, die Endo- und die Exopeptidasen. Die
Exopeptidasen hydrolysieren endstindige Peptidbindungen, wéhrend die Endopeptidasen
interne Peptidbindungen spalten. Endopeptidasen werden weiter in vier Gruppen unterteilt,
die Serinproteasen, die Cysteinproteasen, die Aspartatproteasen und die Metalloproteasen. Fiir
den nukleophilen Angriff auf eine Carbonylgruppe mit der anschlieBenden Spaltung der
Peptidbindung unter Bildung eines Séureanhydrids als Zwischenprodukt nutzen die diversen
Proteasen verschiedene reaktive Aminosduren. Die Serinproteasen haben ein Serin im aktiven
Zentrum, welches in den katalytischen Prozess involviert ist, Cysteinproteasen ein Cystein,
Aspartatproteasen zwei Apartatreste und Metalloproteasen bendtigen ein Metallion im
katalytischen Mechanismus (Abbildung 1.4). Erginzend existiert noch eine Klasse
unbekannter Proteasen, die ein Sammelbecken fiir alle Proteasen darstellt, die keiner der

iibrigen Klassen eindeutig zugeordnet werden konnen.

Abbildung 1.4 Schematische Abbildung des katalytischen Mechanismus der Substratspaltung durch
Proteasen. a Serinproteasen (EC 3.4.21) besitzen eine katalytische Triade bestehend aus den drei
Aminosduren Histidin, Serin und Aspartat. Der Mechanismus der Cysteinproteasen (EC 3.4.22; b in der
Abbildung) dhnelt dem der Serinproteasen. Nach Ausbildung des Enzym-Substrat-Komplexes erfolgt ein
nukleophiler Angriff auf den Carbonyl-Kohlenstoff der Peptidbindung unter Ausbildung einer kovalenten
Tetraeder-Zwischenstufe. Die Aspartylproteasen (EC 3.4.23; ¢ in der Abbildung) beinhalten zwei Aspartylreste
im aktiven Zentrum, die einerseits das fiir die Spaltung der Peptidbindung ndtige Wassermolekiil aktivieren
und zum anderen als Protonenakzeptoren und —donatoren agieren. Das aktive Zentrum der Metalloproteasen
(EC 3.4.24; d in der Abbildung) enthdlt ein gebundenes Metallion, fast immer ein Zinkion, das ein
Wassermolekiil aktiviert, welches dann als nucleophile Gruppe die Peptidcarbonylgruppe angreift
(Erez et al., 2009).
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Es sind mittlerweile 28 verschiedene Familien von Serinproteasen in der MEROPS-
Datenbank fiir Proteasen klassifiziert worden (Rawlings et al., 2008). Ihnen allen ist gemein,
dass sich im katalytischen Zentrum eine ,,Triade* aus den drei konservierten Aminoséduren
Serin (nukleophil), Aspartat (elektrophil) und Histidin (nukleophil) befindet. Die
Bezeichnung ,,Serinproteasen” stammt daher, dass das katalytische Serin ungewdhnlich
reaktiv ist, was anhand von Inhibitionsstudien bei Chymotrypsin gezeigt wurde
(Turba & Gundlach, 1955). Das Serin im aktiven Zentrum I&sst sich durch organische
Difluorophosphate (DFP) inhibieren, die dort kovalent gebunden werden. Die starke
Reaktivitdt des Serins im aktiven Zentrum des Enzyms wird daran deutlich, dass keines der
weiteren Serine im Protein DFP bindet (Blow & Smith, 1975). Auf dieses aktive Serin wird

wihrend der Proteolyse der N-terminale Teil des zu spaltenden Peptids transient iibertragen.

1.4.1 Funktion der Proteasen

Proteasen konnen sowohl nichtspezifische Reaktionen katalysieren, wie die Verdauung durch
die Verdauungsenzyme Chymotrypsin und Trypsin, als auch hoch selektiv und effizient
spezifische Substrate hydrolysieren. Proteolytische Enzyme finden u. a. in der
Nahrungsmittelindustrie, in der medizinischen Diagnostik, in der Lederverarbeitung sowie in
der pharmazeutischen Industrie Verwendung (Gupta et al., 2002) und sind aufgrund ihrer
Stabilitdt und Aktivitdt besonders fiir den Einsatz in Waschmitteln geeignet (Maurer, 2004).
Ein groBes Interesse an Proteasen besteht in der pharmazeutischen und biotechnologischen
Industrie, da viele Proteasen nachgewiesen an der Entstehung von Tumorzellen im Menschen
beteiligt sind (Reuning et al., 1998; Joyce & Hanahan, 2004; Liaudet-Coopman et al., 2006;
Stetler-Stevenson, 2008).

Die Identifizierung potenzieller Ziele fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien
und spezifischer Inhibitoren, z. B. die Suche nach neuen spezifischen Inhibitoren fiir die
tumorfordernden Matrix-Metalloproteinasen (MMP), sind Gegenstand intensiver Forschung.
Proteasen, eingeschlossen die MMPs, konnen sowohl miteinander als auch mit den
zugehorigen, natiirlichen Inhibitoren in komplexen Netzwerken interagieren. Es kann daher
nicht ausgeschlossen werden, dass die Inhibierung der eigentlich tumorfordernden MMPs
wiederum die Tumorbildung begiinstigt (Overall & Kleifeld, 2006). So wurde gezeigt, dass

die Entwicklung diverser MMP-Inhibitoren, die in Maus-Tumormodellen erfolgreich getestet
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wurden, beim  Patienten in  klinischen  Studien  keine  Erfolge  zeigten
(Fisher & Mobashery, 2006). Die Proteolyse ist weitestgehend irreversibel, daher katalysieren
Proteasen zudem meist irreversible Prozesse wie die Apoptose
(Kurokawa & Kornbluth, 2009), die Koagulation (Scotton et al., 2009), die Degradation von
Proteinen oder die Angiogenese (Aplin et al., 2009). Dabei ist es wichtig, dass die
proteolytische Aktivitéit innerhalb der Zelle aufgrund der potenziell zerstorerischen Wirkung
streng vom Organismus kontrolliert wird. Die Zelle hat dafiir verschiedenste Mechanismen,
wie die Regulation der Sekretion oder der Genexpression, die gezielte Aktivierung von
Proformen (Zymogene) sowie die Hemmung der proteolytischen Aktivitdt durch Inhibitoren.
Die Aktivierung der Proformen erfolgt durch spezifische Hydrolyse eines Teils der
Peptidkette, so dass die betroffene Protease ihre aktive Form einnehmen kann. Viele
proteolytische Enzyme werden zuerst als inaktive Vorstufe, dem Proenzym bzw. Zymogen,
gebildet. Dies hat vor allem den Vorteil, dass keine unerwiinschten Spaltungen an wichtigen
Enzym- und Strukturproteinen vollzogen werden, bevor die Enzyme am Zielort angekommen
sind. Die Uberfiihrung in die aktive Form durch Abspaltung bestimmter Peptidreste erfolgt
entweder durch Autokatalyse oder durch andere Proteasen (Shinde & Inouye, 1993; Shinde et
al., 1993).

1.4.2 Subtilisin Proteasen - Subtilasen

Mehr als ein Drittel aller Proteasen wird zu den Serinproteasen gezdhlt, wobei zurzeit nach
MEROPS 12 Clans von Serinpeptidasen unterschieden werden, sowie ein Clan (PA) aus der
Gemischgruppe (P), der neben Vertretern der Serinpeptidasen ebenso Cysteinpeptidasen
enthdlt (Rawlings et al., 2008). Zwischen den einzelnen Clans der Serinpeptidasen bestehen
keine verwandtschaftlichen Beziechungen, so dass vermutlich die funktionelle Ahnlichkeit
dieser Enzyme auf eine unabhingige, konvergierende Evolution zuriickzufiihren ist
(Siezen et al., 1991; Rawlings & Barrett, 1994). Die am weitesten verbreiteten Clans der
bakteriellen Serinpeptidasen stellen u. a. die Subtilisin-dhnlichen (SB) Peptidasen dar
(Siezen, 1996). Sie leiten sich strukturell von einer weiteren Gruppe der Serinproteasen ab,
den Subtilisinen. Der Clan der Subtilisin-dhnlichen Peptidasen beinhaltet dabei die wohl
bestuntersuchten Peptidasen, wie etwa das Subtilisin E aus Bacillus subtilis. Eine

Aufgliederung der Subtilisin-dhnlichen Peptidasen erfolgt nach MEROPS in eine
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gleichnamige Familie (S8) mit iiber 1400 Enzymen, charakterisiert durch die Reihenfolge
ihrer katalytischen Triade (Asp, His, Ser) und in die Familie der Sedolisine (S53) mit einer
katalytischen Tetrade (Glu, Asp, Asp, Ser) und etwa 120 bekannten Vertretern. Einer der
bekanntesten Vertreter der Serinproteasen bei Bacillus ist das urspriinglich in
B. subtilis entdeckte Subtilisin. Durch die Sequenzierungsarbeit von (Smith et al., 1966) und
die Losung der Kristallstruktur durch (Wright ef al., 1969) konnte gezeigt werden, dass
Subtilisin nicht wie angenommen in die Chymotrypsin Familie S1, sondern in eine eigene
Familie S8 eingeteilt werden kann. Die in vivo Funktion von Subtilisin liegt im Proteinabbau
fiir die Néhrstoffaufnahme.

Die Mehrheit der Subtilisine wird als Pri-Proenzym mit einem N-terminalen Signalpeptid und
einem darauffolgenden, nicht konservierten Prosegment synthetisiert (Siezen & Leunissen,
1997). Dieses dient als intramolekulares Chaperon (Ohta et al., 1991) und kann durch
Autoproteolyse entfernt und die Protease somit aktiviert werden (Ikemura & Inouye, 1988).
Von den Subtilisin-dhnlichen Proteasen (Subtilasen) wurde lange Zeit angenommen, dass sie
nur in Prokaryonten vertreten sind. Die Identifizierung der Subtilisin-dhnlichen Kex2p-
Protease der Hefe Saccharomyces cerevisiae, die fir die Reifung des Pheromons a-Faktor
verantwortlich ist (Julius et al., 1984), bereitete jedoch den Weg fiir die Entdeckung von
Subtilasen in nahezu allen eukaryontischen Organismen. Zwischen 1991 und 1997 wurden
alleine 100 der bis dahin bekannten 200 Mitglieder dieser Familie identifiziert
(Siezen et al., 1991; Siezen & Leunissen, 1997). Basierend auf Sequenzvergleichen wurden
die Subtilasen in sechs Familien unterteilt. Sie sind nicht nur am Abbau von Proteinen
sondern auch an weiteren, vielféltigen Funktionen beteiligt. Trypsin und Chymotrypsin sind
beispielsweise wichtige Verdauungsenzyme in tierischen und menschlichen Organismen, die
im Diinndarm Proteine zersetzen, wéhrend Thrombin das entscheidende Enzym der
Blutgerinnung ist. Fiir einige Subtilisin-dhnliche Serinproteasen (Thermitase und
Proteinase K) konnten Calcium-lonen-Bindestellen gefunden werden, wobei sie nur wenige
Disulfidbriicken aufweisen. Viele dieser Subtilasen besitzen neben dem N-terminalen
Propeptid, dem Signalpeptid und der maturen Proteasesequenz, eine C-terminal verldngerte
Sequenz bestehend aus Sequenzwiederholungen, Cystein-reichen oder Transmembran-
Sequenzen. Es herrscht ein hoher Grad an Sequenzvariabilitit im aktiven Zentrum in dieser
Gruppe der Serinproteasen, wobei nur die Reste der katalytischen Triade (Asp-His-Ser)
konserviert zu sein scheinen (Siezen & Leunissen, 1997).

In Eukaryoten ist die Proteolyse eines Vorlduferproteins durch eine bestimmte Protease ein

allgemein bekannter Prozess, um ein aktives Signalmolekiil zu generieren.
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Viele Pro-Hormone werden durch spezialisierte Proprotein Convertasen (PPC) gespalten und
damit aktiviert. Sie sind wesentlich an der proteolytischen Prozessierung und Reifung vieler
physiologisch aktiver Proteine und im Sekretionsapparat der Zellen beteiligt. Die Proteasen
der Unterfamilie S8B, wie Kexin und Furin, spalten spezifisch nach dibasischen
Aminosduren. Die Proprotein Convertasen sind Calcium-abhingige Multidoménen-
Proteinasen, die aus einer N-terminalen, entfernt Subtilisin-dhnlichen Serinproteinase-
Domaéne, einer charakteristischen P-Domine und weiteren Doménen, zum Teil auch einer
Transmembran-Domine, bestehen. Kex2 aus S. cerevisiae und Saugetier-Furine gehdren zu
diesen PPC, die als Subtilisin-dhnliche Proteasen in sekretorischen Signaltransduktionswegen
agieren (Siezen & Leunissen, 1997). Kexin ist an der Prozessierung des alpha-mating factors
in S. cerevisiae beteiligt. Furin ist im Trans-Golgi-Netzwerk und in der Endosomen-Membran
von Sdugetieren zu finden, wo es eine Vielzahl von Vorldufer-Proteinen spaltet.

Auf der Grundlage von Sequenzhomologien lésst sich die Superfamilie der Subtilasen weiter
in verschiedene Familien einteilen (Siezen & Leunissen, 1997), die hier zur besseren

Ubersicht in einem Dendogramm angegeben sind (Abbildung 1.5):

)
Subtilisin :|

~——

R

Thermitase
—

—— Abbildung 1.5 Dendogramm der
Superfamilie der Subtilasen. Es
Peptidase basiert auf einem Alignment der
konservierten katalytischen Doménen

(Siezen & Leunissen, 1997).

)

Kexin :|
~—— ]

)

Pyrolysin

| —

In der Pfam-Datenbank sind bereits 2878 Sequenzen mit einer fiir Subtilisin-Proteasen
charakteristischen PeptidaseS8 Doméne annotiert, von denen 153 Sequenzen dariiberhinaus
am C-Terminus eine flir Autotransporter charakteristische Domine besitzen
(Finn et al.). Die bisher charakterisierten Autotransporter werden vorallem mit der Virulenz
des jeweiligen Organismus in Zusammenhang gebracht und auch die Subtilisin-dhnlichen
Autotransporter findet man iiberwiegend in pathogenen Organismen. Bei den meisten
Proteasen der Unterfamilie S8A, handelt es sich um unspezifische Proteasen, welche

iiberwiegend in Prokaryoten bzw. niederen Eukaryoten vorkommen und vorzugsweise nach
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hydrophoben Aminosédureresten spalten (Siezen & Leunissen, 1997). Unter diesen Proteasen
gibt es jedoch auch Ausnahmen. Eine spezifische Spaltung findet man beispielsweise bei
SphB1 aus
B. pertussis. SphB1 ist ein grof3es, exportiertes Protein mit einer Subtilisin-dhnlichen Doméne
und einer C-terminalen Doméne, die typisch fiir bakterielle Autotransporter ist. Dieses Protein
ist in der FhaB filamentdsen Hamagglutinin Prozessierung in B. pertussis involviert
(Coutte et al., 2001). Die folgende Abbildung 1.6 zeigt die bisher bekannten Autotransporter
und die dazu gehorende Gruppe der Subtilisin-dhnlichen Autotransporter (Gruppe 1):

10
/,-_\ N 8

EstA
ApeE
MeaP P App
AspA/NalP Hap
SphB1
Seh Ane
1 PspB
PspA
Ssp
Ssp-hl
Ssp-h2
2(\'&0\
rOmpA
Agdd
rOmpB
AutA
NanB
ShdA
Pmp21
PmpD
Pmp20 7
AIDA-I
Q*\ Ssa-1
4 Vag8
BrkA Tef Pertactin - -

6

Abbildung 1.6 Phylogenetischer Stammbaum der Autotransporterproteine. Die Alignments und der
phylogenetische Stammbaum wurden mit den Programmen CLUSTALX und TREE hergestellt. Fiir die
Analyse wurde der C-Terminus der Autotransporter verwendet. Cluster 1: Familie der Subtilase-
Autotransporter, Cluster 2 und 11: Autotransporter aus Helicobacter pylori, Cluster 3 und 4: Familie der AIDA
Autotransporter, Cluster 5 und 8: Serinprotease-Autotransporter, Cluster 6: Autotransporter aus Bordetella,
Cluster 7: Autotransporter aus Chlamydia, Cluster 9: Autotransporter aus Rickettsia, Cluster 10: Lipasen und
Esterasen (Henderson ef al., 2004).
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1.4.3 Proteasen aus Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa sekretiert zahlreiche Proteasen, die an der Virulenz des Bakteriums mafigeblich
beteiligt sind, u. a. die alkalische Protease (AprE), die beiden Zink-Metalloproteasen Elastase
A (LasA) und Elastase B (LasB) sowie die Protease IV. Die sekretierte Elastase spaltet eine
Reihe von Strukturproteinen und weiteren wichtigen Proteinen, die an der Ausbildung des
Immunsystems und an der Initiierung der Pathogenese beteiligt ist (Stehling et al., 2008). Die
Elastase LasB degradiert neben Elastin auch Kollagen (Heck ef al., 1986), inaktiviert
Bestandteile des Immunsystems, wie Immunglobulin G (Fick et al, 1985) und
Immunglobulin A (Heck et al., 1990) und inaktiviert Interferon y (Horvat et al., 1989) sowie
Substanzen, die am Schutz des Respirationstraktes vor Proteasen beteiligt sind, wie den
humanen Alpha-1-Proteaseinhibitor (Morihara et al., 1979). Die Fahigkeit, Elastin zu spalten,
macht LasB zu einem bedeutsamen Virulenzfaktor bei akuten Infektionen, da der Abbau des
Elastins der Blutgefdle z. B. zu Blutungen innerhalb des Wirtes fiihrt (Komori et al., 2001).
Elastin ist ein wichtiger Bestandteil des Binde- und Lungengewebes sowie der Blutgefille und
bedingt die Elastizitdt und Widerstandsfdhigkeit des jeweiligen Gewebes. Die Elastase LasB
verursacht durch den Abbau von Lungenoberflichenproteinen eine Schidigungen des
Lungenepithels (Mariencheck et al., 2003; Alcorn & Wright, 2004) und eine erhdhte
Produktion von LasB in der Lunge von CF-Patienten, die an einer Pseudomonas-Infektion
litten, konnte durch die Analyse des Sputums nachgewiesen werden (Doring ef al., 1983;
Woods et al., 1986). Eine weitere Elastase aus P. aeruginosa ist die Elastase LasA. Die
beiden FElastasen LasA und LasB wirken synergistisch (Galloway, 1991), wobei LasA
malfgeblich fiir die Steigerung der Aktivitit von LasB verantwortlich ist (Kessler ez al., 1997).
Die Elastase LasA spaltet mit einer wesentlich geringeren elastolytischen Aktivitdt ebenfalls
Elastin und besitzt weiterhin eine staphylolytische Aktivitdt. Geringe Mengen der Protease
bewirken aufgrund der Féhigkeit, Peptidbindungen innerhalb des Pentaglycins, einem
Bestandteil des Peptidoglycans, zu spalten, die Lyse von Staphylococcus (Kessler et al.,
1993). Die Protease IV, eine extrazellulare Serinprotease, die Lysin-haltige Proteine am
C-Terminus spaltet (Malloy et al., 2005), konnte bisher in allen klinischen Isolaten
identifiziert werden und ist vermutlich der bedeutendste Virulenzfaktor unter den
extrazelluldren Proteasen in P. aeruginosa (Caballero et al., 2004). Die Protease IV ist ebenso
wie die Elastase LasB fiir den Abbau diverser Lungenoberflichenproteine wie SP-A und
SP-D (surfactant proteins), die Bestandteil des wirtseigenen Immunsystems sind,

verantwortlich (Crouch, 1998; Malloy et al., 2005). Weiterhin ist die Protease IV in der Lage,
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Proteine wie Fibrinogen und Plasminogen zu spalten und hat durch die Fahigkeit
Immunglobulin G zu inaktivieren, einen drastischen Einfluss auf das Immunsystem
(Malloy et al., 2005).

Eine weitere extrazellulire Metalloprotease, die an der Virulenz von P. aeruginosa beteiligt
ist, ist die alkalische Protease AprE. Sie ist ebenso wie die Elastase LasB in der Lage,
Kollagen zu spalten und ermdglicht somit die bakterielle Invasion in das Wirtsgewebe, die zur
Ausbildung bluthaltiger Gewebenekrosen fiihrt (Heck et al., 1986). Weiterhin inaktiviert die
alkalische Protease Interferon y und den Tumornekrosefaktor o (Horvat ef al., 1989; Parmely
et al., 1990). Eine erst kiirzlich charakterisierte Protease aus P. aeruginosa ist die
extrazelluldre Protease PASP (Pseudomonas aeruginosa small protease) (Marquart et al.,
2005; Tang et al., 2009), deren katalytischer Mechanismus bislang unbekannt ist. PASP
wurde in allen untersuchten klinischen Isolaten des Auges identifiziert und es wird vermutet,
dass diese Protease ebenso wie die Protease IV in der Lage ist, Kollagen zu spalten und
zudem einer der Faktoren in P. aeruginosa ist, der umgehend Erosionen der Cornea
hervorruft (Tang et al., 2009). Neben der Funktion als Virulenzfaktoren sind Proteasen
wichtige Bestandteile diverser intrazelluldrer Synthesewege, wie der Typ IV Pili Synthese

(Nunn ef al., 1990; Nunn & Lory, 1991).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

P. aeruginosa gewinnt als humanpathogener Erreger, gegen den aufgrund der hohen
intrinsischen Resistenz nur ein begrenztes Arsenal an wirksamen Therapeutika zur Verfligung
steht, zunehmend an Bedeutung. Die Pathogenitit von P. aeruginosa ist auch auf die
Produktion einer Vielzahl extrazellulirer und zellassoziierter  Virulenzfaktoren
zurlickzufiihren. Die Identifizierung und Charakterisierung weiterer Virulenzfaktoren ist fiir
die gezielte Entwicklung von Therapeutika von besonderem Interesse. Aufgrund der
Beobachtung, dass auch AT-Proteine an der Virulenz verschiedener Organismen beteiligt sind
(Henderson & Nataro, 2001; Wilhelm et al., 2007), ist die Charakterisierung bekannter
AT-Proteine sowie die Suche nach neuen Autotransportern aus pathogenen Bakterien
notwendig.

P. aeruginosa besitzt mit SprS, neben dem bereits beschriebenen AT-Protein EstA
(Wilhelm et al., 1999), ein weiteres AT-Protein, das aufgrund von Sequenzhomologien und
spezifischen Strukturmotiven identifiziert werden konnte (Serci, 2006). Zur physiologischen
Charakterisierung von SprS wurden sowohl Uberexpressionsstimme als auch ein
sprS-defizienter P. aeruginosa-Stamm konstruiert, u. a. um diesen hinsichtlich Virulenz-

assoziierter Faktoren zu analysieren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, SprS als moglichen Virulenzfaktor sowohl auf
molekularer Ebene als auch hinsichtlich seiner biologischen Funktion zu charakterisieren.
Basierend auf den Vergleichen mit bereits vorhanden 3D-Strukturen von AT-Proteinen soll
ein Modell von SprS erstellt und die Zugehorigkeit zur Familie der AT-Proteine bestitigt
werden. Die Zugehorigkeit zur Familie der Subtilisin-dhnlichen Proteasen soll durch
Homologievergleiche getroffen werden.

Fiir die biochemische Charakterisierung des SprS-Proteins soll die Protease sowohl im
heterologen Wirt E. coli als auch im homologen Organismus P. aeruginosa exprimiert und
anschlielend mittels IMAC aufgereinigt werden.

Mittels /acZ-Fusionsstudien und real time-PCR-Analysen sollen die Expressionsbedingungen
von sprS im Wildtyp PAOI1 analysiert werden, um so Aufschluss liber die Funktion des
Proteins zu erhalten. Die an der Virulenz des Bakteriums beteiligten Phinotypen sollen im
sprS-negativen Stamm mit denen im Wildtyp PAO1 verglichen werden, um somit erste

Hinweise von SprS als putativen Virulenzfaktor zu erhalten.
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Fir eine erfolgreiche Kolonisierung von Wirtsgewebe und eine Besiedelung des
menschlichen Respirationstraktes sind u. a. Adhdsine und Oberfldchen-assoziierte Proteine
verantwortlich. Ziel dieser Arbeit ist die proteolytische bzw. prozessierende Funktion von
SprS durch differentielle Analysen der Proteinzusammensetzung der dufleren Membran und
des extrazelluldren Milieus im Wildtyp und der sprS-defizienten Mutante zu untersuchen.
Durch Anwendung von Proteomanalysen sollen dann an der Virulenz beteiligte Proteine
identifiziert und ihr Vorkommen in beiden Stimmen verglichen werden. Mdgliche
Unterschiede aus den Proteomanalysen sollen dann durch Transkriptionsstudien mittels
real time-PCR verifiziert und néher analysiert werden.

Eine Analyse der Genexpression von sprS mittels Reportergenfusionen im sprS-negativen
Stamm soll einen moglichen Zusammenhang zu einer weiteren Subtilisin-dhnlichen Protease
in P. aeruginosa aufkléren.

Um die Bedeutung von SprS fiir die Virulenz aufzukléren, soll der sprS-negative Stamm in

verschiedenen Virulenzmodellen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Chemikalien und Enzyme wurden
von den folgenden Firmen in p.A.-Qualitét bezogen:

Antibiotika:
Chemikalien:

Enzyme:

Medienkomponenten:
Antikorper:

2.2 Bakterienstimme

Gerbu (Geilberg), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe), Gibco BRL (Eggenstein), Pharmacia
(Freiburg), Sigma, Serva, Merck (Darmstadt), Riedel-de-Haén
(Seelze), Biomol (Hamburg)

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen MBI Fermentas (St.
Leon-Rot) und New England Biolabs (Schwalbach) bezogen.
Weitere Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:
Lysozym von Sigma (Deisenhofen), T4-DNA-Ligase,
Ribonuclease A und T4-DNA-Polymerase von MBI Fermentas
(St.  Leon-Rot), Pfu-DNA-Polymerase von  Stratagen
(Heidelberg), Triple-Master DNA-Polymerase von Eppendorf
(Hamburg), DNasel von Promega (Mannheim).

Difco (Detroit, USA), Gibco BRL, Oxoid (Wesel)

Der  Zweitantikorper,  Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat, wurde von der Firma BioRad (Miinchen)
bezogen.

2.2.1 Escherichia coli-Stamme

Tabelle 2.1 Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp Referenz/Bezugsquelle
supE44 A(lacZYA-argF)U196
DHS5a (D804lacZM15) hsdR17 recAl endAl (Hanahan, 1983)
gvrA96 thi-1 relAl
317-1 Ec294::[RP4-2 (Tc::MP) (Krm::Trn7)], (Simon et al., 1986)
pro, res, recA, tra , Tp, Sm
F ompT hsdSg(rgmg’) gal dcm .
BL21(DE3) (Alis857 ind1 Sam7 nin lacUV5- (St“d‘elr 98§ 61\)4°ffa“’

T7genel)
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Fortsetzung Tabelle 1

C43(DE3) BL21(DE3)-Derivat mit mindestens

einer weiteren, nicht
charakterisierten Mutation

rpsL thr leu thi-1 lacY galK galT ara

tonA tsx dam dem supE44 A(lac-
proAB) [F'traD36 proAB
laclqZAM15] StrR

JIM110

(Miroux & Walker,
1996)

(Yanisch-Perron et al.,
1985)

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa-Stamme

Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Bakterienstiimme.

Referenz/Bezugsquelle

Stamm Genotyp
Pseudomonas aeruginosa Wildtvo PAO1
PAOL P
Pseudomonas aeruginosa AsprS:-O-Gm'®
AsprS PrS:
Pseudomonas aeruginosa AsprP::Q-Gm'
AsprP
Pseudomonas aeruginosa A Cls lipA /5 lipH) miniD-180
PABST7.1 (tetA tetR laclq Py cuvs-T7 genel)

(Holloway et al., 1979)
D. Haas, Lausanne, CH

(Serci, 2006)

(Pelzer, 2009)

(Rosenau, 2000)

Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten Vektoren.

Vektor fiir E. coli Genetische Marken Referenz/Bezugsquelle

pBCSK P37 P13 Ploc lacZ” Cm' ColE1 Stratagene, Heidelberg

pBSL142 pBluescript-Derivat, MCS, Ap', Gm' (Alexeyev et al., 1995)
pSUP202 pBR325, Ap’' Cm' Tc' mob (Simon et al., 1983)
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Fortsetzung Tabelle 2.3

Cm'" ori-ColE1 RK2-mob "RK2-tra *

PRK600 Helferplasmid in Konjugationen (Kessler ez al., 1992)
pET22b ColE1 Pr7p10 Ap' pelB lacl? Novagen, Madison, USA
Vektoren mit weitem .
Wirtshereich Genetische Marken Referenz/Bezugsquelle
pTZ110 Ap', promotorloses lacZ (Schweizer & Chuanchuen,
2001)
pBR22b lacZo. Cm" rep mob (MCS: pET22b) (Rosenggo‘i’)] acEen
pBBRIMCS Cm' mob lacZa Py P17 (Kovach et al., 1994)
pUCPKS ColE1 Pty P13 Py lacZa Ap' Stratagene, Heidelberg
Tabelle 2.4 Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide.
Plasmid Beschreibung Referenz

3,003 kb Xhol / Xbal Fragment mit sprS in

pBBRsprS pBBRIMCS Prc-Kitr. (Serci, 2006)
pETsprsS 2,9871111?‘? g ‘j;lh/l i‘ggg%mm (Serci, 2006)
pSUPsprSGm 3’1%%%2%?&% i‘l’g gg;’;égus (Serci, 2006)
pBBRsprP 1,794 kb Ii[rzln;z']lglél/{ ic\z/lmcléllflraac%rlrét?t mit sprP diese Arbeit
pTZ110sprP 0,556 %rfncl(c))i)lr/Viin;;;ﬂ?i?;?tlgm dem diese Arbeit
pTZ110sprS 0,816 kb HindlIll / Xhol Fragment mit dem diese Arbeit

Promotor von sprS in pTZ110
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2.3 Oligonukleotide

Tabelle 2.5 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5°—3’) Merkmal
CCG CTC GAG GGA GAC CGC

PA3535 Up ATG AC Xhol
AAG TGC TCT AGA TCA GAA

PA3535 Down ACG CCA GTC Xbal
AAA CAT ATG ACC GAC GAC

PA3535 Ndel Up CAC TC Ndel
GGA AGC TTT GTG GTC GAT .

pTZ3535 Up GTC GGG GA Hindlll
AAC TCG AGG CGG TCT CCA

pTZ3535 Down CGC TTT AT Xhol
GGG AAT TCG CGC CTG CGG

pTZ1242 Up CTT GA EcoRI
AAG GAT CCG GAC TCG GCT

pTZ1242 Down TCC GGA AC BamHI

PA0372L CGA CTA CAC CGC CTA TTA CC RT-PCR

PA0372R ATC TCG CTC TTG AAC TGG TC RT-PCR

PA0766L GCT ACG TAC CCT TCA TCC AG RT-PCR

PA0766R TGA AGA TCT GCG AGT TGA TG RT-PCR

PAI1249L ATA TCT ACT CGC TGG GCA AG RT-PCR

PA1249R GAC GAA GTG GAT ATT GGT GAC RT-PCR

PA3257L GCC TTC TAC CTG GAC TTC AA RT-PCR

PA3257R AAC TTG TCC TTC TGC AAT TC RT-PCR

PAI832L GCT GTT GAA GAA GCA CGA TA RT-PCR

PA1832R AGG TCC TCC TGG AAC TTT TC RT-PCR

PA5134L GCC TGA TCG TCT ACA CCA A RT-PCR

PA5134R CCA CCG TTG ATC AGT ACC AC RT-PCR

PA5474L TCC AGG CCT ATA TGA ACG AC RT-PCR

PA5474R CTG AAG AAG CCCTGG TTG RT-PCR
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Fortsetzung Tabelle 2.5

PAO580L GCT CAA GAC CTT TAC CCT GA RT-PCR
PAO580R CACTTG ATC AGC AGG GTC TC RT-PCR
PA3649L GCT CGA ACA GTCCTT CAATC RT-PCR
PA3649R GAC CCA GAA GAA CAG AAT CG RT-PCR
PA3086L ATG TGG TTC TGG GAG CTG RT-PCR
PA3086R GTA CTG CAC CAC GTT GGA C RT-PCR
PAO572L GCG GTA ACT ACT GGG ACA AG RT-PCR
PAO572R ATT TCG ACC AGT CGT AGT CC RT-PCR
PA1242L TGT TGA TCG AGG AGA ACC A RT-PCR
PA1242R CAA CTG GTA GAG GTT CAA CG RT-PCR
PA2939L GAA CTT CGG CAA CTT CATCT RT-PCR
PA2939R GGA AGT AGG CTT CGA ACA GG RT-PCR
PA3535L GCC AAC ACC AAC CAG AAC RT-PCR
PA3535R GTC TCG TAG CTG ACG TCCTT RT-PCR
PA0328L GGC TAT GACTTC AGCTTC G RT-PCR
PA0328R GTC GTA GTC CTG CTT CTC GT RT-PCR
PA3724LlasB GAC CCA CAA GCT GTA CAT GA RT-PCR
PA3724RlasB GAC ACC AGC GGA TAG AAC AT RT-PCR
PA1871LlasA CATTTCTCG CTG CTC TAC AA RT-PCR
PA1871RlasA GAA ATA GTA GCG GCG ACA GT RT-PCR
PA4175LplV CAA GGA CCT CTC GGT CAA RT-PCR
PA4175RplV GAG TCG GCG AAA TAC GAT AC RT-PCR
rpoD Up ATT TCC ATC GCC AAG AAGTA RT-PCR
rpoD Down GAC GGT ATT CGA ACT TGT CC RT-PCR
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Alle in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma
MWG-Biotech AG (Ebersberg) in HPLC-gereinigter und lyophilisierter Form bezogen. Die
DNA wurde jeweils in dem vom Hersteller angegebenen Volumen A. dest. aufgenommen, so
dass sie in einer Konzentration von 100 pmol/ul vorlagen.

2.4 Nihrmedien und Zusatze

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Medien 20 min bei 200 kPa und 121 °C
autoklaviert. Hitzelabile Komponenten wurden steril filtriert (Millipore-Membranfilter mit
einem Porendurchmesser von 0,2 um) und dem Medium nachtréglich zugesetzt (T < 60 °C).

2.4.1 LB-Fliissigmedium (Sambrook, 1989)

10 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; 5 g/l Hefextrakt

Zur Herstellung von Festmedien wurde dem entsprechenden Fliissigmedium vor dem
Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

Um die basale Genexpression zu unterbinden, wurde dem LB-Medium fiir Uberexpressionen
mit den Bakterienstimmen E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) 0,4 % Glukose zugesetzt.

2.4.2 TB-Medium

Caseinhydrolysat 12 g/l, Hefeextrakt 24 g/I, Glycerol 5 g/l, 100 mM Phosphat-Puffer (pH 7,0)

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 100 ml sterile Laktoseldsung (20 g/1) sowie
10 ml sterile Glukoseldsung (50 g/1) zugegeben.

Der Phosphatpuffer (pH 7,0) wurde wie folgt angesetzt: KH,PO4 81,3 g
K,HPO,4 78,7 g
A. dest. ad 500 ml

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und anschlieBend steril filtriert.

2.4.3 M9-Minimalmedium (Sambrook, 1989)

Losung I 40 g/l Glukose

Losung 1T 20 g/l MgS0O4 x 7 H,O

Losung II1 2 g/l CaCl, x 2H,0

Losung IV 70 g/l Na,Cl x 2H,0, 30 g/l KH,PO, 5 g/l NaCl, 10 g/l NH4Cl

Die Losungen I-IV wurden getrennt autoklaviert und anschlieBend wie folgt
zusammengesetzt: 10 % (v/v) Lsg. I, 1 % (v/v) Lsg. II, 1 % (v/v) Lsg. 111, 10 % (v/v) Lsg. IV.
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2.4.4 ABG-Medium (Chilton et al., 1974)

5% (v/v) AB Salz (x20); 5 % (v/v) AB Puffer (x20); 0,2 % (w/v) Glukose
AB Salz (x20): 20 g/l NH4CI; 6 g/l MgSOy; 3 g/l KCI; 0,2 g/1 CaCly; 0,05 g/l FeSO4
AB Puffer (x20): 60 g/l K;HPOy4; 23 g/l NaH,PO4

2.4.5 Indikatorplatten

Fiir den qualitativen Nachweis von Enzymen wurden folgende Indikatorplatten verwendet:

2.4.5.1 o-Komplementations-Agar (Sambrook et al., 1989)
I ml 100 mM IPTG in 70 % (v/v) EtOH; 3 ml 2 % (w/v) X-Gal in DMF; 300 ml LB-Agar

2.4.5.2 Tributyrin-Agar (Kok et al., 1993)

7,5 ml Tributyrin und 0,75 g Gummi arabicum ad 15 ml A. dest.
Die Losung wurde gemischt, mit Ultraschall (3 min, 75 W, 100 %) emulgiert und zu 500 ml
autoklaviertem LB-Agar (60 °C) gegeben.

2.4.5.3 Skim-Milk-Agar

3 % (w/v) Magermilchpulver in LB-Agar (10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 15 g
Agar, ad 500 ml A. dest.). Proteaseaktivitdt fiihrt zur Entstehung klarer Hofe um die
Bakterienkolonien.

2.4.5.4 Columbia-Blut-Agar (Becton Dickinson)

Auf Columbia-Blut-Agar kann besonders gut der fiir P. aeruginosa typische, metallische
Glanz und die Himolyse beobachtet werden.

2.5 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Kulturen von E. coli und P. aeruginosa wurden in LB-Medium angelegt und bei 37 °C
bebriitet. Fliissigkulturen mit einem Volumen von 5 ml wurden auf einem Reagenzglas-
Rotator (Neolab, Heidelberg), groBBere Volumina in einem Erlenmeyer-Kolben auf einem
Inkubationsschiittler (Unitron, Infors HT, Bottmingen, CH), bei 180-220 UpM kultiviert.
Dabei entsprach das Verhéltnis zwischen Kulturvolumen und Volumen des verwendeten
Erlenmeyer-Kolbens 1:10. Stdamme mit plasmid- oder genomkodierten Resistenzmarken
wurden unter Selektionsdruck durch Zugabe des jeweiligen Antibiotikums (Tabelle 2.6)
kultiviert. Als Ubernachtkulturen (UK) wurden solche Kulturen bezeichnet, die mindestens
16 h bebriitet wurden. Vorkulturen wurden entweder mit Einzelkolonien von Stamm- bzw.
Transformationsplatten oder mit 1/500 Volumen aus einer Gefrierkultur inokuliert.
Hauptkulturen wurden mit einer UK auf eine Zelldichte inokuliert, die einer ODsgonm von 0,5
entsprach. Die Zelldichte von Kulturen wurde turbidometrisch in einem Spektralphotometer
bei einer Wellenldnge von 580 nm gegen das entsprechende Medium als Referenz ermittelt.
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2.5.1 Konservierung von Bakterienstimmen

Zur Lagerung von Bakterien wurden diese auf Festmedien ausgestrichen und nach erfolgter
Bebriitung bei 4 °C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden UK mit 7,5 %
(v/v) DMSO versetzt und bei -80 °C eingefroren.

Tabelle 2.6 Endkonzentrationen der zur Selektion eingesetzten Antibiotika.

Antibiotikum Konzentration fiir Konzentration fiir
E. coli (ng/ml) P. aeruginosa (ng/ml)

Ampicillin (Ap) 100 -
Carbenicillin (Cb) - 600
Chloramphenicol (Cm) 50 300
Gentamycin (Gm) 10 30

Irgasan (Irg) - 25
Tetracyclin (Tc) 25 100

2.5.2 Kultivierung von E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) in Uberexpressionskulturen

Zur Uberexpression der in verschiedene Vektoren klonierten Gene in E. coli BL21(DE3) und
C43(DE3) wurden die Zellen bei 37 °C unter Selektionsdruck in LB-Glukose-Medium (2.4.1)
bis zu einer Zelldichte bebriitet, die einer ODsgpn von 0,6 entsprach. Es erfolgte dann die
Induktion durch Zugabe von 0,4 mM IPTG. Die anschlieBende Analyse der
Proteinzusammensetzung der Proben erfolgte durch eine SDS-PAGE (2.19). Die
Proteaseaktivitdt der Proben wurde durch Enzymaktivitétstests (2.23) bestimmt.

2.6 DNA-Techniken

2.6.1 Isolierung von Nukleinsiduren

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. aeruginosa erfolgte nach der von
Birnboim und Doly (1979) beschriebenen Methode der alkalischen Lyse oder durch die
Verwendung von Mini- und Midiprép-Kits der Firma Analytik Jena (Jena) nach
Herstellerangaben unter Verwendung der mitgelieferten Puffer isoliert.

Chromosomale DNA aus Zellen von P. aeruginosa wurde mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits
der Firma Qiagen isoliert. Die Konzentrationen von DNA-Prdparationen wurden durch
analytische Gelelektrophorese bestimmt.

32



2 Material und Methoden

2.6.2 Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Zur Analyse sowie zur priparativen Isolierung wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen mit
einer Konzentration von 0,6 % - 2 % (w/v) elektrophoretisch getrennt (Sambrook, 1989). Als
Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25 mM Na,-
EDTA; pH 8,3) verwendet. Als Lingenstandard wurde je nach erwarteten Fragmentgrofien
die 1 kb und 50 bp GeneRuler™ Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot) eingesetzt. Die
Geldokumentation wurde auf dem FEagle Eye II-Videodokumentationssytems der Firma
Stratagene (Heidelberg) durchgefiihrt. Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
erfolgte unter Verwendung des ,,omnipure-OLS Kit“ der OMNI Life Science (Bremen).
Dabei wurde nach Anleitung des Herstellers verfahren und die mitgelieferten Puffer
verwendet.

2.6.3 In vitro-Rekombination von DNA

Die Restriktion von DNA, die Modifikation von DNA-Enden und die Ligation von DNA-
Fragmenten wurde nach Sambrook et al. (1989) sowie nach Angaben der Hersteller der
jeweiligen Enzyme in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt.

2.6.4 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Die Transformation sowie die Herstellung Transformations-kompetenter E. coli-Zellen wurde
nach Hanahan (1983) durchgefiihrt.

2.6.5 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation

Mobilisierbare Plasmide wurden in Zellen von P. aeruginosa durch di-parentale Konjugation
eingebracht. Dabei wurde je 1 ml einer UK des Plasmid-haltigen Donorstammes E. coli S17-1
mit 1 ml Zellen des jeweiligen Rezipientenstammes von P. aeruginosa, der zuvor fiir 1 h bei
43 °C inkubiert wurde, gemischt und durch Zentrifugation (3 min, 5.000 UpM, RT)
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen fiir mindestens 4 h bei 37 °C auf
einer LB-Agarplatte inkubiert, bevor diese in 0,14 M NaCl suspendiert und in Verdiinnungen
10" bis 10° auf Selektivagar ausplattiert wurden. Zur Kontraselektion des Donorstammes
enthielt der Selektivagar zusétzlich 25 pg/ml Irgasan (Ciba Geigy, Basel, CH).

2.6.6 Konstruktion eines sprS-defizienten Stammes von Pseudomonas aeruginosa

Zur Erstellung der Insertions-/Deletionsmutante des Gens sprS in PAOl wurde ein
Mutagenesevektor konstruiert, der auf dem mobilisierbaren Suizidvektor pSUP202 beruht.
Zunéchst wurden die stromaufwérts und stromabwiérts flankierenden Gensequenzen mittels
PCR  amplifiziert. = Durch  Hydrolyse des Plasmids pBBRsprS mit  der
Restriktionsendonuklease Xcml wurde zunédchst ein internes DNA-Fragment des Gens
deletiert. AnschlieBend wurde die QGm'-Kassette, die zuvor aus dem Vektor pBSL142
isoliert wurde, in das resultierende Plasmid eingefiigt und das so inaktivierte Genfragment
anschlieBend iiber die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Sall / Nhel
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(kompatibel zu Xhol / Xbal) in den Suizidvektor pSUP202 kloniert. Eine ausfiihrliche
Darstellung der Klonierung ist im Anhang zu sehen. Alle rekombinanten Plasmide wurden
durch  Restriktionsanalysen  iiberpriift ~ (ohne  Abbildung). Das  resultierende
Mutagenesekonstrukt wurde im Weiteren als pSUPsprSGm (AsprS::Q-Gm' in pSUP202)
bezeichnet. Nach der Transformation des E. coli-Stamms S17-1 mit dem Mutagenesevektor
wurde dieser durch konjugativen Transfer nach P. aeruginosa PAO]1 iiberfiihrt. Die
Transkonjuganden, die auf Selektivagarplatten mit den Antibiotika Gm, Cm und dem zur
Gegenselektion verwendeten Detergenz Irgasan (25 ng/ml) wachsen konnten, enthielten den
Mutagenesevektor durch homologe Rekombination ins Genom integriert, da dieses als
pSUP202-Derivat in P. aeruginosa nicht replizieren konnte. Als Folge der homologen
Rekombination bildet sich im bakteriellen Genom ein Cointegrat. Die Entfernung dieses
Cointegrats erfolgte nach einem zweiten crossing-over (Rekombinations)-Ereignis, das durch
den Verlust der Chloramphenicol-Ampicillin-Resistenz des Vektoranteils selektierbar war.
Zur Anreicherung der Zellen ohne chromosomal integrierten Vektoranteil wurden die
Chloramphenicol-Ampicillin-resistenten Transkonjuganden zweimal iN in 5 ml LB-Medium
(2.4.1) mit 30 pg/ml Gentamycin angezogen. 10 ml LB-Medium wurden mit der Menge der
zweiten UK inokuliert, dass die Zelldichte einer ODsgonm = 0,01 entsprach und die Kultur bei
37 °C und 150 UpM bis zu einer ODsgonm = 0,1 bebriitet. Nach anschliefender Zugabe von
Chloramphenicol in einer Endkonzentration von 150 pg/ml wurde die Kultur weitere 1,5 h
bebriitet. Chloramphenicol ist ein bakteriostatisch wirkendes Antibiotikum, das die Bindung
der Aminoacyl-tRNAs durch Bindung an die 30S-Untereinheit hemmt und so die
Proteinbiosynthese inhibiert. Darauf folgte die Zugabe von Cycloserin in einer
Endkonzentration von 2,5 mg/ml und weitere 3 h Bebriitung bei 37 °C, um die
teilungsfadhigen = Chloramphenicol-resistenten ~ Zellen zu  lysieren, wihrend die
Chloramphenicol-sensitiven Zellen aufgrund der bakteriostatischen Wirkung des
Chloramphenicols teilungsinaktiv waren. AnschlieBend wurden 2 ml der Kultur zentrifugiert
(2 min, 8000 UpM, EZ, RT), das Pellet zweimal mit 1 ml 150 mM NaCl gewaschen um
Antibiotikareste zu entfernen und 100 pl dieser Bakteriensuspension in den Verdiinnungen
10°-10* auf LB-Agarplatten (2.4.1) mit und ohne Gentamycin ausplattiert. AnschlieBend
wurden Einzelkolonien durch paralleles Uberimpfen auf Gentamycinhaltige LB-Agarplatten
mit und ohne Chloramphenicol auf den Verlust des chromosomal integrierten Vektoranteils
durchmustert.

2.6.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.6.7.1 Standard-PCR

Die PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde nach (Saiki ef al., 1988)
durchgefiihrt. Es wurden standardmifBig PCR-Ansdtze mit einem Volumen von 50 pl
angesetzt, die sich wie folgt zusammensetzten: 1 ng Plasmid- oder 10 ng genomische DNA
als Matrizen-DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs und 2,5 U Triple-
Master-Polymerase der Firma Eppendorf (Hamburg) oder Turbo Pfu-DNA-Polymerase der
Firma Stratagene (Heidelberg) im jeweiligen Reaktionspuffer des Herstellers. Die PCR wurde
in dem PCR-Automaten Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf (Hamburg) mit dem
folgenden Programm durchgefiihrt: 1 x (10 min: 98 °C); 30 x (1 min: 95 °C; 0,5 min: 55—
65 °C je nach Schmelztemperatur der eingesetzten Oligonukleotide; 0,5-2 min 72 °C je nach
Lange des zu amplifizierenden Fragments); 1 % (5 min: 72 °C).
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2.6.7.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde wie eine Standard-PCR (2.6.7.1) ausgefiihrt. Abweichend von
diesem Protokoll wurde als Matrizen-DNA keine Plasmid oder genomische DNA, sondern
stattdessen 30 pl einer Resuspendierungslosung (1:10 TE-Puffer) einer Einzelkolonie, die fiir
10 min bei 95 °C erhitzt wurde, eingesetzt.

2.6.8 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte entweder direkt aus dem Ansatz oder mittels
Agarosegelelution (2.6.2), wenn das gewlinschte PCR-Produkt zunédchst von unspezifischen
Nebenprodukten getrennt werden musste. In beiden Fillen wurde die Aufreinigung mittels
,Perfectprep Gel Cleanup™ Kit der Firma Eppendorf oder mittels ,,omnipure-OLS
DNAGelextraktions Kit* der Firma OMNI Life Science nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Unerwiinschte PCR-bedingte Mutationen wurden durch die Sequenzierung der PCR-Produkte
ausgeschlossen.

2.6.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma GATC Biotech AG
(Konstanz) durchgefiihrt.

2.7 RNA-Techniken

2.7.1 Standard-Priparation von bakterieller Gesamt-RNA

Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde das ,,RNeasy Mini Kit*“ der Firma Qiagen
(Hilden) nach Herstellerangaben (RNeasy Mini Handbook 06/2001) verwendet. Es wurde ein
Aliquot der Bakterienkultur (~ 2 mL) in der entsprechenden Wachstumsphase geerntet. Das
Zellpellet wurde entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zu einer weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. Bei der Isolierung der RNA aus P. aeruginosa wurden die sedimentierten
Zellen, abweichend vom Standardprotokoll, in 100 pl lysozymhaltigem TE-Puffer (20 mg
Lysozym/ml) resuspendiert und 3 — 5 min bei RT inkubiert. Nach erfolgter RNA-Isolierung
wurde ein DNase-Verdau mit dem ,,RQI RNase-free DNase Kit“ der Firma Promega
(Mannheim) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die isolierte DNA-freie RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.7.2 Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte photometrisch mit Hilfe des
BioPhotometers der Firma Eppendorf (Hamburg) nach Herstellerangaben in einer TrayCell
Kiivette der Firma Hellma (Jena).
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2.7.3 Reverse Transkription von RNA mit anschlieBender real time-PCR

Zur Bestimmung der Menge spezifischen Transkripts in der Gesamt-RNA einer Probe wurde
dieses Transkript mit Hilfe von Reverser Transkriptase in c¢cDNA transkribiert und
anschlieend mittels real time-PCR quantifiziert. Dazu wurde das ,,QuantiTect SYBR-Green
One Step PCR Kit*“ der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei
wurden fiir die real time-PCR jeweils Ansdtze zu 20 ul Gesamtvolumen eingesetzt. Die
notwendigen Oligonukleotidstartermolekiile (2.3) fiir die reverse Transkription der RNA
sowie fiir die anschlieBende real time-PCR mit der gebildeten cDNA als Matrize wurden mit
Hilfe der ,,Primer3“-Software (2.31) designed.

Die Programmeinstellungen waren folgende:

Produktlénge: 100 — 150 bp
Primerlange: 18 —22bp  (optimal: 20 bp)
GC-Gehalt: 40 - 60 % (optimal: 50 %)

Schmelztemperatur der Primer: 55-60°C  (optimal: 57 °C)
Schmelztemperatur des Produkts: 65 —85°C  (optimal: 75 °C)

4ec

Die real time-PCRs wurden in einem ,ep gradient S realplex™ Automaten der Firma

Eppendorf (Hamburg) durchgefiihrt.

2.8 Zellaufschluss zur Proteinisolierung

Gekiihlte Zellsuspensionen mit einem Volumen von bis zu 2 ml wurden mit Hilfe von
Ultraschall lysiert. Dazu wurde ein Sonifier 250 der Firma Branson mit MS72 Sonotrode bei
80 W und 50 Zyklen/min fiir 5 min (zweimal 2,5 min) verwendet.

2.9 Gewinnung von Kulturiiberstinden

Zur Gewinnung von Kulturiiberstinden fiir die anschlieBende Bestimmung der
Proteinzusammensetzung durch eine SDS-PAGE (2.19) wurden je 2 ml der
Uberexpressionskulturen abgenommen. Nach Bestimmung der Zelldichte durch Messung der
ODsgonm, Wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 5000 UpM, RT) sedimentiert. Der
Kulturiiberstand wurde vorsichtig abgenommen und im Bedarfsfall sterilfiltriert (Millipore-
Membranfilter: 0,2 pum Porendurchmesser).

2.10 Prazipitation von Proteinen durch Trichloressigsaure-Féillung (Peterson, 1977)

Fiir die Fallung der 16slichen Proteine wurden 1 Volumen Proteinlosung und 0,5 Volumen 40
% (v/v) Trichloressigsdure (TCA) in 70 % (v/v) Aceton versetzt und iGN bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz bei 16000 x g und RT fiir 30 min sedimentiert und das
Sediment mit 80 % Aceton gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in
einer Vakuumzentrifuge (alternativ 15 min bei 65 °C) getrocknet und entsprechend dem
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Volumen der eingesetzten wissrigen Proteinprobe, in SDS-Probenpuffer (2.19)
aufgenommen. Ein durch TCA-Reste auftretender Farbumschlag des SDS-Probenpuffers von
blau zu gelb konnte durch Zugabe von 1 pul 1 M NaOH abgepuffert werden. Die so
behandelten Proteinproben wurden durch eine SDS-PAGE (2.19) analysiert.

2.11 Herstellung von Sphiroblasten (Witholt ef al., 1976)

Es wurden Zellen einer UK, bei einer Zelldichte ODsgonm = 5, geerntet (15 min, 6.000 UpM, 4
°C), in 1 ml Puffer A (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 % (w/v) Saccharose) resuspendiert und 5
min bei RT inkubiert. Dann wurden 1 ml Puffer B (Puffer A + 5 mM EDTA) und 10 ul
Lysozym (2 mg/ml) dazugegeben und fiir 30 min bei RT inkubiert.

2.12 Herstellung der Periplasma-, Cytoplasma- und Membranfraktion
(Pedrotta & Witholt, 1999)

Die generierten Sphdroplasten (2.11) wurden fiir 20 min zentrifugiert (10.000 x g) und der
Uberstand als Periplasmafraktion weiter verwendet. Die sedimentierten Sphiroplasten wurden
in 1 ml Puffer C (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM MgCl,) resuspendiert und DNase (0,01
mg/ml) zugefiigt. Die Sphéroplasten wurden durch Ultraschall aufgeschlossen (Branson-
Sonifier W250, 5 min, Leistungszyklus 50 %, 20 Watt) und die Zelltrimmer durch
Zentrifugation (10 min, 3.500 x g, 4 °C) entfernt. Gesamtmembranfraktionen wurden durch
Zentrifugation (1 h, 14.000 x g, RT) sedimentiert und der resultierende Uberstand als
Cytoplasmafraktion genutzt. Die Gesamtmembranen wurden in 20 pl Puffer D (100 mM Tris-
HCI, pH 8) resuspendiert.

2.13 Membranfraktionierung

Priparierte Gesamtmembranfraktionen (2.12) wurden mit 2 % (w/v) Laurylsarcosin gemischt
und 1 h bei RT inkubiert, um die innere Membran selektiv zu solubilisieren. Anschlie3end
wurde die duBere Membran durch Zentrifugation (3 h, 17000 x g, RT) sedimentiert und
entsprechend dem Volumen der eingesetzten wissrigen Proteinprobe in SDS-Probenpuffer
(2.19) aufgenommen.

2.14 Loslichkeitsanalysen von Proteinen

Um festzustellen, ob Proteine in Losung oder als Prézipitat vorlagen, wurden die zu
untersuchenden Proben zentrifugiert (15 min, 13.000 UpM, RT). Der Uberstand wurde
vorsichtig von dem Sediment getrennt und die Proteinkonzentration beider Fraktionen durch
eine SDS-PAGE (2.19) untersucht.
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2.15 Reinigung von inclusion bodies der Protease

Die Zelldichte der die inclusion bodies enthaltenden Kultur wurde bestimmt und die Zellen
sedimentiert (30 min, 13.000 UpM, 4 °C). Das Pellet wurde in einem entsprechenden
Volumen Zellaufschlusspuffer (20 mM Tris-HCI, pH 8) resuspendiert und aufgeschlossen
(Branson-Sonifier W250, 5 min, Leistungszyklus 50 %, 20 Watt). Nach erneuter
Zentrifugation (30 min, 13.000 UpM, 4 °C) wurde das Sediment, welches die gereinigten
inclusion bodies enthielt, in entsprechendem Volumen Zellaufschlusspuffer aufgenommen.
Die Ausbeute und der Erfolg der Reinigung wurden durch eine SDS-PAGE (2.19) analysiert.

2.16 In vitro-Faltung von SprS aus inclusion bodies

Die gereinigten inclusion bodies wurden in 8 M Harnstoff aufgenommen und durch
Inkubation fiir 15 min bei RT vollstindig denaturiert und anschlieend zentrifugiert (1 min
13.000 UpM, RT), um die ungeldsten Proteine zu sedimentieren. Daraufhin wurden der
Uberstand 1:10 im Riickfaltungspuffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 M NaCl; 0,5 % N-
Dodecyl-N,N-Dimethyl-1-Ammonio-3-Propansulphonat (SB-12)) verdiinnt. Nach Inkubation
fiir verschiedene Zeiten (3 h, 8 h, 24 h und 48 h) wurde der Ansatz einem Enzymaktivitatstest
(2.23) unterzogen, um den Erfolg der in vitro-Riickfaltung zu iiberpriifen.

2.17 Affinitits-Chromatographie IMAC) (Porath et al., 1975)

Bei diesem weit verbreiteten System werden die Zielproteine mit einem kurzen Poly-Histidin-
tag fusioniert und nach erfolgter Synthese mittels immobilisierter Metall-
Affinitdtschromatographie (IMAC) gereinigt. Die IMAC basiert auf der Interaktion zwischen
immobilisierten, divalenten Kationen (Ni2+, Co2+, Cu2+, Zn2+) und den Seitenketten
bestimmter Aminoséduren, iiblicherweise Histidinen. Nitrilo-3-Essigsaure (NTA) stellt heute
die gebrduchlichste Chelatgruppe fiir die Reinigung von Proteinen mit Histidinresten dar
(Hochuli et al., 1987). NTA kann vier der sechs Bindungsstellen eines Ni*"-Ions belegen,
wodurch dieses sehr stabil an die Matrix gebunden wird und selbst unter stringenten
Reinigungsbedingungen nicht von der Matrix gewaschen wird. Zur Elution der gebundenen
Poly-Histidin-Fusionsproteine bestehen zwei Mdglichkeiten. Durch Senkung des pH-Wertes
werden die Seitenketten der Histidine protoniert (pH 4,5-5,3) und koénnen nicht mehr als
Elektronendonor mit der Ni*'-NTA-Matrix interagieren. Dariiber hinaus koénnen die
Histidinreste der Fusionproteine durch Waschen mit Imidazol-haltigen Puffern von der Ni*'-
NTA-Matrix verdrangt werden.

2.18 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen von Gesamtzellexrakten (GZE) wurden nach den Methoden von
Bradford (1976) oder mit Hilfe des ,,BCA Protein Assay* (Pierce, Rockford, USA) ermittelt.
Als Referenzsubstanz diente Rinderserumalbumin (BSA).
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2.19 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinproben erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in Anwesenheit von SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach
Laemmli et al. (1970) bestehend aus einem 5 % Sammel- und einem 16 % Trenngel. Die
Proben wurden in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
Glycerin; 2 % (v/v)  B-Mercaptoethanol; 0,03 % (w/v)  Bromphenol-Blau  R-250)
aufgenommen und vor dem Auftragen 5 min bei 95 °C inkubiert. Die elektrophoretische
Trennung erfolgte in der Gelapparatur ,,Mini Protean II Dual Slap Cell* der Firma Bio-Rad
(Miinchen) bei einer Spannung von 100-200 V. Die aufgetrennten Proteine wurden nach
Merril (1990) mit Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg). Gering konzentrierte
Proteinproben wurden vor der Gelelektrophorese durch TCA-Fillung nach prézipitiert und in
SDS-Probenpuffer aufgenommen.

2.19.1 Isoelektrische Fokussierung

Zur isoelektrischen Fokussierung wurden die Immobiline DryStrips (Firma Amersham), pH
3-11, 13 cm, verwendet. Die IEF-Strips wurden 20 Stunden in Rehydratisierungspuffer bei
Raumtemperatur inkubiert. Die IEF-Streifen wurden in dem Gerdt positioniert, die
Elektrodenstrips in Wasser getrankt und auf die Enden der IEF-Strips gelegt. Danach wurden
die sample cups auf den IEF-Strip positioniert. Am Ende wurden die Elektroden in die
richtige Lage gebracht und der Lauf gestartet.

2.19.2 Zweite Dimension

Aquilibrierung

Bevor die IPG-Streifen in der zweiten Dimension getrennt werden kdnnen, miissen diese mit
SDS beladen und mit DTT und Jodacetamid behandelt werden. Dazu inkubiert man die IPG-
Streifen je zweimal 10 min in 10 ml Aquilibrierungspuffer in einem Reagenzglas unter
leichtem Schiitteln. Im ersten Schritt wird mit 1 % DTT behandelt, im zweiten Schritt mit 4 %
(w/v) Jodacetamid.

Auftrennung
Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgt in vertikalen SDS-Polyacrylamid-Gelen.
Die Laufbedingungen bei 20 °C mit betragen 15 mA/Gel fiir 15 min, danach wird die
Stromstirke auf 50 mA/Gel fiir 4-5 h erhoht, bis die Lauffront das untere Ende des Gels
erreicht hat.

2.20 Transfer von Proteinen auf PYDF-Membranen (nach Wilson & Juan, 1989)

Die durch SDS-PAGE (2.19) aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der Mini-Transfer-Blot
Elektrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Vor dem
Transfer wurde die PVDF-Membran 1 min in Methanol, dann fiir 5 min in A. dest. und
abschliefend fiir 10 min in Dunn-Carbonat-Puffer (10 mM NaHCOs, 3mM Na,CO;, 20 %
(v/v) Methanol) equilibriert. Das SDS-PAGE-Gel wurde fiir 10 min in Dunn-Carbonat-Puffer
equilibriert. Der Transfer der Proteine erfolgte in Dunn-Carbonat Puffer 15 min bei 150 mA
und weitere 20 min bei 300 mA.
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2.21 Immunodetektion von Proteinen

Nach Ubertragung von Proteinen auf eine PVDF-Membran konnten diese Proteine
immunologisch nachgewiesen werden. Die Hybridisierung erfolgte unter Verwendung eines
spezifischen Antiserums (Anti-His-(C-term)-Antikorper Invitrogen GmbH, Karlsruhe),
welches mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt war. Unter Verwendung des Enhanced-
Chemo-Luminescence (ECL) Western-Blotting-Detektionssystems (ECL Western Blotting
Detection System) der Firma Amersham erfolgte die Visualisierung. Dabei wurde durch eine
Peroxidase-katalysierte Reaktion Chemolumineszenz erzeugt, die photographisch detektiert
wurde. Dazu wurde die PVDF-Membran nach dem Transfer der Proteine fiir 1 h bei 30 °C mit
TBST-Puffer (Tween 20 in 1-fach TBS-Puffer 0,2 % (v/v)) mit 3 % (w/v) Magermilchpulver
schiittelnd blockiert, um freie Bindugsstellen der Membran abzusittigen. Nach 15 min
Waschen in TBST-Puffer bei 30 °C wurde die Membran fiir 1 h mit dem spezifischen Anti-
Histidin-Antikorper (1/5000) bei 30 °C leicht geschiittelt. Durch zweimaliges 25 min
Waschen in TBST-Puffer wurde der nicht gebundene Antikdrper entfernt. Das auf der
Membran gebundene Protein konnte anschlieBend indirekt, iiber die gebundene HRP mit
Hilfe des ECL-Systems, nachgewiesen werden. Dieses wurde nach den Herstellerangaben
verwendet, wobei  die = Dokumentation = photographisch, mit  Hilfe einer
Videodokumentationsanlage, erfolgte.

2.22 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

2.22.1 Tryptischer in-Gel-Verdau von Proteinen

Ausgewihlte Proteinbanden wurden aus SDS-Gelen mit einem Skalpell ausgeschnitten, in 1,5
ml EPG iiberfiihrt und die Proteine anschlieBend im Gel mit Trypsin behandelt (Fountoulakis
& Langen, 1997). Die Gelstiicke wurden durch mehrmaliges Waschen mit 350 pul 30 % (v/v)
Acetonitril in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat unter permanentem Schiitteln bei 1200
UpM entfirbt. Der Uberstand wurde entfernt und die Gelstiicke anschlieBend fiir 20 min in
einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Dann wurden die Gelstiicke in 6 pl 3 mM Tris-HCI, pH
8,8, mit Trypsin (20 ng/ul Endkonzentration) rehydratisiert und iiN bei RT inkubiert. Die zu
unterschiedlich gro3en Peptidfragmenten abgebauten Proteine wurden durch Zugabe von 2 pl
A. dest., 15-miniitiger Inkubation bei RT, Zugabe von 5 pl 30 % (v/v) Acetonitril mit 1 %
(v/v) Trifluoressigsdure und weiterer 15-miniitiger Inkubation im Ultraschallbad aus den
Gelstiicken eluiert. Die Proben wurden direkt analysiert oder bei -20 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

2.22.2 Bestimmung der Peptidmassen

Fiir die Messung wurde 1 pl der Peptidlosung auf die PAC96 (Prespotted Anchor Chip)-Platte
der Firma Bruker Daltonics (Bremen) aufgetragen, auf der die HCCA (a-Cyano-4-
hydroxytrans-Zimtsaure)-Matrix bereits vorhanden ist. Die Peptidlosung wurde fiir 3 min auf
der HCCA-Matrix inkubiert. Nach Zugabe von 7 pl einer 0,1 M Ammoniumphosphatlésung
in 0,2 % Trifluoressigsdure und einer Inkubation von 5 s wurde die gesamte Fliissigkeit von
der Matrix entfernt. Die Identifizierung von Proteinen erfolgte mittels Peptidmassen-
Fingerprint-Analyse (Fountoulakis & Langen, 1997; Nouwens et al., 2000; Schaffer et al.,
2001).
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2.23 Enzymaktivititstests

2.23.1 Proteaseaktivitat: Skim-Milk-Indikatorplatten

Der Nachweis von Proteaseaktivitit erfolgte auf Skim-Milk-Agar. Dazu wurden UK von E.
coli und P. aeruginosa durch Zentrifugation (2 min, 13.000 UpM, RT) sedimentiert. Fiir die
Betrachtung der Proteaseaktivitit der ganzen Zellen wurde das Sediment in
ZellaufschluBpuffer aufgenommen, so dass die Zelldichte einer ODsgonm = 10 entsprach. 0,5
pl des GZE wurden auf Skim-Milk-Indikatorplatten aufgebracht. Die Skim-Milk-
Indikatorplatten wurden 16 h bei 37 °C inkubiert. Das dem Agar zugesetzte
Magermilchpulver enthélt Casein, das von Proteasen als Substrat erkannt und abgebaut wird.
Proteaseaktivitdt konnte als klarer Hof um die aufgetragenen Proben erkannt werden.

2.23.2 Gel-basierte Detektion der Proteaseaktivitat

Neben Skim-Milk-Indikatorplatten (2.23.1) wurde proteolytische Aktivitit auch mittels
Novex® Zymogramm-Gelen (Blue Casein) der Firma Invitrogen (Karlsruhe) detektiert. Dazu
wurden 12,5 pl zellfreier Kulturiiberstand mit 12,5 pul 2 x SDS-Probenpuffer (125 mM
Tris/HCI pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerol; 0,005 % (w/v) Bromphenol-Blau R-
250) versetzt und ohne aufzukochen in den Casein-haltigen Gelen elekrophoretisch
aufgetrennt. Die Detektion der Proteasen erfolgte nach Herstellerangaben.

2.23.3 Colorimetrischer Nachweis von Proteaseaktivitit

Der colorimetrische Nachweis der Proteaseaktivitit wurde mit dem Substrat N-Succinyl-Ala-
Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid (DelMar et al., 1979) der Firma Sigma (Seelze) untersucht. Dieses
Substrat wird spezifisch von Proteasen der Serinprotease-Familie umgesetzt. Der Test basiert
auf der enzymatischen Spaltung des 4-Nitroanilid-Substrates zu 4-Nitroanilin. Die Spaltung
des Substrates verursacht einen Farbumschlag von farblos zu gelb, der bei 410 nm
photometrisch gemessen werden kann. Es wurde eine 10 mM Losung des Substrats in 0,2 M
Tris-HCI Puffer, pH 8, hergestellt und unmittelbar verwendet. Die Versuche wurden in 96-
Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die Bestimmung des Farbumschlages bei ODy4jonm
erfolgte darauthin im Plattenphotomoter.

2.23.4 Nachweis der B-Galaktosidase Aktivitit (ONPG-Test) (Miller, 1972)

Das lacZ-Gen aus E. coli kodiert fiir die B-Galaktosidase. Beim ONPG-Test ersetzt das
synthetische Galactosid o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG) Laktose als das
natiirliche Substrat der P-Galaktosidase. Es wird wie die Laktose durch die Galaktosid-
Permease in die Zelle hineingebracht und durch die B-Galaktosidase hydrolysiert. Hierbei
entstehen die Reaktionsprodukte Galaktose und o-Nitrophenol. Letzteres verursacht eine
Gelbfarbung und ist photometrisch messbar (420 nm). Die Aktivitit der B-Galaktosidase
wurde in Toluol-permeabilisierten Zellen mit im Spektralphotometer (Novaspecll, Pharmacia)
bei einer Wellenldnge von 420 nm nach Miller (1972) bestimmt.
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4 x Z-Puffer: 21,36 g/l Na,HPO,4 x 2H,0, 1,49 g/l KCl, 0,49 g/l MgSO4
Stopp-Puffer: 5,3 g Na,CO;3 ad 50 ml A. dest.

Aufschlusspuffer: 3 ml 4 x Z-Puffer, 42 ul B-Mercaptoethanol, 22,5 ul 20 % (w/v)
SDS-Losung

ONPG-Losung: 42 mg ONPG, 735 ul  B-Mercaptoethanol, 13,13 ml 4 x Z-Puffer
ad 50 ml A. dest.

Fiir die Probenentnahme wurden aus P. aeruginosa Vorkulturen Hauptkulturen (2.5) auf eine
Zelldichte entsprechend einer ODsgonm = 0,1 angeimpft. Stiindlich wurden Proben der
Hauptkultur entnommen, die ODsgg,, bestimmt und diese bei —20 °C gelagert. Zur
Bestimmung der -Galaktosidase Aktivitdt wurden 400 pl der entnommenen Proben mit 25 pl
Chloroform und 25 pl Aufschlusspuffer versetzt. Der Ansatz wurde 10 sec gevortext und
anschliefend 5 min bei RT inkubiert. Mit der Zugabe von 400 pul ONPG-L6sung wurde die -
Galaktosidase-Reaktion gestartet. Der Ansatz wurde inkubiert bis eine deutliche Gelbfirbung
auftrat. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 pul Stopp-Puffer abgestoppt.
Der Reaktionsansatz wurde darauthin fiir 10 min bei 13000 UpM sedimentiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in eine Kiivette iiberfiihrt. Als Leerwert wurden 400 ul LB-Medium
verwendet, dem unmittelbar 400 pl ONPG-Losung und 400 pl Stopp-Puffer zugegeben
wurde. Die B-Galaktosidase-Aktivitdt in Miller Units wurde nach der Formel berechnet:

Miller Unit 0Dy, Voo x 1000
Aktivitat [ et Unl 5] _ ODumm Vi X 100
i ODsgomn  VErobe X t [min]

(Vges: Volumen des Ansatzes, Vprope: Volumen der Probe, t: Inkubationszeit)

2.24 Qualitative und Quantitative Messung der Biofilmproduktion

Der Test wurde in Multiwell-Platten durchgefiihrt. Aus einer Vorkultur wurde jedes well mit
einer Zellzahl entsprechend einer ODsgpym = 0,1 inokuliert. In jedes well wurde 1 ml dieser
Kulturen fiir 16 h bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurden ebenfalls wells mit 1 ml LB-
Medium angesetzt. Nach der Inkubation wurden die Kulturen mit 200 pl einer 1 % (w/v)
Kristallviolett-Losung angefdrbt. Das Kristallviolett farbt nur die Zellen an, nicht aber die
Plastikoberfliche der Platte. Die Platten wurden 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend mehrfach mit A. dest. gewaschen. Die Dokumentation des am Rand der wells
gebildeten Biofilms erfolgte mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage.

Fir die quantitative Messung der Biofilmproduktion wurde das Kristallviolett mit 95 %
Ethanol bei RT unter leichtem Schiitteln extrahiert. Diese Losung wurde dann in Kiivetten
iiberfiihrt und die ODgponm 1n €inem Spektralphotometer bestimmit.
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2.25 Bestimmung der Lipase-Aktivitit

Zum spektrophotometrischen Nachweis der Lipase-Aktivitit wurden 30 mg p-Nitrophenyl-
palmitat (pNPP) in 10 ml Isopropanol geldst und mit 90 ml Sgrensen-Phosphatpuffer (85 ml
50 mM Na,HPO,; 5 ml 50 mM KH,PO,4; 207 mg NaDOC; 100 mg Gummi Arabicum; pH 8)
gemischt. Kulturiiberstinde wurden mit 2,5 ml der Substratemulsion 15 min bei 37 °C
inkubiert. Anschliefend folgte die photometrische Bestimmung der Extinktionszunahme bei
einer Wellenldnge von 410 nm.

2.26 Drop-collapse-Test

10 pl des KU einer UK, die in LB-Medium bei 37 °C inkubiert wurde, wurde auf eine
Petrischale pipettiert (Lindum et al., 1998). Die Form des Tropfens gibt eine Aussage iiber
das Vorhandensein von Biodetergenzien. Je mehr Biodetergenz in dem KU vorhanden ist,
desto geringer ist die Oberfldchenspannung.

2.27 Hamolysetest

500 pl Citrat-Blut vom Kaninchen wurden ingesamt dreimal mit 10 ml PBS-Puffer (137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na,HPOgy; 1,4 mM KH,PO,) gewaschen (5 min, 1000 x g, 4 °C).
Die zu testenden Pseudomonas-Staimme wurden fiir einen Tag auf LB-Agarplatten
angezogen. Anschliessend wurde eine Fliissigkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer
Kulturdichte von ODsgonm 3 inkubiert. Iml der Kultur wurde pelletiert und in PBS auf eine
ODsgonm von 0,5 eingestellt. 200ul der eingestellten Bakterien wurden schliesslich mit 800ul
der Blutsuspension versetzt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrolle diente PBS
ohne Bakterien. Die Himolyse durch die untersuchten Pseudomonas-Stimme wurde durch
Messen der ODsagnm verglichen.

2.28 Himagglutinationstest (HAT)

Die himagglutinierende Aktivitidt von SprS wurde mittels HAT nach Glick & Garber (1983)
in Mikrotiterplatten (Rundboden, Nunc, Wiesbaden) ermittelt. Zur Gewinnung der
Erythrozyten wurde Citrat-Blut vom Kaninchen zentrifugiert (15 min, 2.000 x g, RT). Die
Erythrozyten wurden 3-mal in PBS-Puffer (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na,HPOy;
1,4 mM KH,PO,4) gewaschen und in der Menge PBS-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von
50 ul der Zellsuspension zu 50 ul der GZE (dreifache Verdiinnungsreihe) folgte die
Inkubation fiir 1 h bei RT. Nach Inkubation wurden die Erythrozyten durch Zentrifugation
sedimentiert (30 sec, 1.000 x g, RT) und die hdmagglutinierende Aktivitit optisch bestimmt.

2.29 Virulenzmodell Arabidopsis thaliana (Starkey & Rahme, 2009)

Zur Untersuchung der Virulenz verschiedener P. aeruginosa-Stimme wurde der
Modellorganismus A4. thaliana mit den zu untersuchenden Stidmmen infiziert und die
Vermehrung der Bakterienzellen quantifiziert. Es wurden 4 — 6 Wochen alte, gesunde A.
thaliana eingesetzt. Die P. aeruginosa Hauptkultur wurde aus einer 1:100 verdiinnten
Vorkultur hergestellt und bei 37 °C bis zum Erreichen einer Zelldichte, die einer ODsgopm = 3
entsprach, kultiviert. Es wurden 2 ml der Kultur abgenommen und diese 2 min bei 6000 UpM
sedimentiert. Das Sediment wurde in 1 ml einer 10 mM MgSO4-Losung aufgenommen und
erneut 2 min bei 6000 UpM sedimentiert.
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Daraufhin wurde das Sediment in 1 ml der 10 mM MgSO4-Losung aufgenommen und die
Zelldichte bestimmt. Es wurde eine 10 ml MgSO,4 Losung hergestellt mit 2 x 10° Zellen/ml,
entsprechend einer ODsgonm = 0,002. Diese Losung wurde in eine Spritze gefiillt und
vorsichtig auf die Blattunterseite aufgetragen, ohne das Blatt zu verletzen. Durch die
gedffneten Stomata des Blattes konnte die Losung in das Blatt eindringen. AnschlieBend
wurden die Pflanzen getrennt voneinander in Gefdlle mit 500 ml Wasser liberfiihrt und mit
einer Plastikhaube bedeckt. Die behandelten Pflanzen wurden bei 29 — 30 °C und maximalem
Feuchtigkeitsgehalt fiir 4 Tage mit einer tdglichen Photoperiode von 12 h inkubiert. Zur
Quantifizierung des Infektionsverlaufes wurde die Anzahl vorhandener Bakterienzellen
bestimmt. Bereits am Tag der Infektion wurden bereits von jeder Pflanze infizierte Bléatter
geerntet und die Zahl inokulierter Bakterien bestimmt, um zu iiberpriifen, ob alle Blétter mit
dhnlichen Zellzahlen infiziert wurden. Zur Bestimmung der Bakterienzellzahl wurden kleine
Stiicke aus den geernteten Blittern ausgestanzt. Die ausgestanzten Blattstiicke wurden zu 1 ml
der 10 mM MgSO4-Losung gegeben und die Bakterien durch starkes Schiitteln von der
Blattoberfliche gewaschen. Die Blattstiicke wurden darauthin kurz mit einem Tuch
abgetrocknet und zu 300 ul der 10 mM MgSO,4 Losung gegeben. Das Blattmaterial wurde mit
einem Morser zu einer homogenen Masse zerkleinert. AnschlieBend wurden nochmals 700 pl
der 10 mM MgSO4-Losung zugegeben. Von dieser Losung wurde eine Verdiinnungsreihe
hergestellt und 20 pl jeder Verdiinnung auf LB-Agarplatten ausplattiert. Diese wurden iiN bei
37 °C inkubiert und am darauffolgenden Tag die CFUs/ml (colony-forming units) bestimmt.

2.30 Virulenzmodell Drosophila melanogaster

Die Pathogenitét verschiedener Stimme von P. aeruginosa wurde anhand eines Tiermodells
tiberpriift. Als Wirtsorganismus wurde hierbei die Taufliege Drosophila melanogaster
eingesetzt. Zur Infektion der Tiere wurden zwei unterschiedliche Methoden angewendet, die
im Folgenden beschrieben werden.

2.30.1 Needle pricking (Apidianakis & Rahme, 2009)

Aus einer UK des zu iiberpriifenden P. aeruginosa-Stamms wurde eine Hauptkultur auf eine
Zelldichte von ODsgonm = 0,05 beimpft und bis zu einer ODsgoy = 3 bei 37 °C kultiviert.
Zellen aus 1 ml der Kultur wurden durch Zentrifugation bei 11000 rpm fiir 2 min
sedimentiert, anschlieBend in 10 mM MgSO, gewaschen und in dem Volumen 10 mM
MgSO, aufgenommen, dass eine Zelldichte entsprechend einer ODsgonm = 0,03 erreicht
wurde. Diese Suspension wurde fiir die Infektion der mit COj-anésthesierten Tiere
weiterverwendet. Hierzu wurde eine sterile Wolframnadel in die Bakteriensuspension
eingetaucht und anschlieBend zentral entlang der anteroposterioren sowie dorsoventralen
Achse in den Thorax 5-7 Tage alter Fliegen gestochen, wobei etwa 100 Bakterienzellen
ibertragen wurden. Fiir jeden untersuchten Stamm wurden 2-4 Tiergruppen von jeweils 20
Fliegen eingesetzt. Zur Bestimmung der Uberlebensraten wurde 20 h nach Infektion mit der
Auszéhlung der Anzahl lebensféhiger und toter Fliegen begonnen.

2.30.2 Feeding (Lutter et al., 2008)

Aus einer UK des zu untersuchenden Stamms wurden 2 ml einer Bakteriensuspension erstellt,
die eine Zelldichte entsprechend einer ODsgonn = 3 aufwies. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation sedimentiert, in 175 pl 5 % Saccharose resuspendiert und auf ein Whatman-
Filter (J=2,3 cm) gegeben. Kulturrohrchen wurden mit 5 ml 2,4 % Agar befiillt, der
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zusitzlich 5 % Saccharose enthielt und die Bakterienfilter auf die Agaroberfliche gelegt.
Anschlieend wurden je Stamm 15 3-5 Tage alte Tiere, die zuvor fiir 5 h ohne Nahrung und
Wasser gehalten wurden, in die R6hrchen gegeben, die anschlieBend verschlossen und bei 25
°C inkubiert wurden. Die Uberlebensrate wurde tiglich durch Auszihlen der lebensfihigen
Tiere bestimmt. Die Versuchsreihen wurden insgesamt 3-mal pro Stamm durchgefiihrt.

2.31 Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen wurde durch die Computerprogramme
CLONE Manager for Windows 7 (Scientific and Eductional Software) und diversen
Anwendungen des Expert Protein Analysis-Systems (Gasteiger et al., 2003) unterstiizt.
Homologievergleiche wurden mit den BLAST-Algorithmen des NCBI-Servers (Altschul et al.,
1997) oder ClustalW (Larkin et al., 2007) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzinformationen bzw. Informationen iiber Peptidasen von P. aeruginosa wurden
von dem Pseudomonas-Genome Project (Winsor et al., 2009) bzw. der MEROPS-Datenbank
(Rawlings et al., 2008) bezogen. Abbildungen von Proteinstrukturen wurden mit dem
Programm UCSF Chimera (University of California, San Francisco, USA) (Pettersen et al.,
2004) dargestellt. Sekundérstrukturvorhersagen wurden mit dem PSIpred Algorithmus erstellt
(Jones, 1999; McGuffin et al., 2000).

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage digitalisert
und elektronisch in das Manuskript eingebunden. Im Verlauf der Datenerfassung und der
Datenverarbeitung wurden keine inhaltlichen Verdnderungen der Abbildungen vorgenommen.
Die Dokumentation und Verarbeitung von SDS-PAGE erfolgte mit Hilfe der STELLA- sowie
AIDA-Software der Firma Raytest. Die Oligonukleotide fiir die real time-PCR wurden mit der
Software Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu) konstruiert. Die real time-PCR-Ergebnisse
wurden mit Hilfe der realplex-Software der Firma Eppendorf ausgewertet.

Fiir Sequenz- und Datenbankrecherchen im Internet wurden folgende Adressen genutzt:

ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.org
National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Pseudomonas Genome Project http://www.pseudomonas.com
MERORPS - the Peptidase Database http://merops.sanger.ac.uk
PSIPRED http://bioinf.cs.ucl.ac.
ClustalW http://www.ebi.ac.uk
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3 Ergebnisse
3.1 Identifizierung eines offenen Leserahmens pa3535

Durch Sequenzanalysen mit dem C-Terminus der Esterase EstA aus Pseudomonas aeruginosa
konnte ein weiterer ORF im Genom des Bakteriums identifiziert werden, dessen Genprodukt
Homologien zu bekannten Autotransporter-Proteinen aufweist. Durch Sequenzanalysen und
Homologievergleiche mittels BLAST (Altschul et al., 1997; Marchler-Bauer et al., 2009)
wurden drei konservierte Bereiche fiir das durch den ORF pa3535 kodierte, putative Protein
identifiziert (Abbildung 3.1a). Am N-Terminus des Proteins befindet sich eine PeptidaseS8-
Domine, die charakteristisch fiir Subtilisin-dhnliche Serinproteasen (Subtilasen) ist. Die
MEROPS-Datenbank (Rawlings et al., 2008) sagt eine katalytische Triade in Form der
Aminosduren Asp (79) / His (122) / Ser (308) voraus. Das Protein besteht aus 995
Aminoséduren, hat ein theoretisches Molekulargewicht von 105 kDa und das kodierende Gen
umfasst 2987 bp. Ausgehend von einer putativen Signalsequenz von 30 AS, wurde eine
molekulare Masse von 101 kDa fiir das native Protein errechnet. Im Folgenden wird das Gen
sprS und das durch dieses Gen kodierte Protein als SprS (Serinprotease S) bezeichnet (Serci,
2006; Hardie et al., 2009). Der C-terminale Bereich weist den flir Autotransporter (AT)
charakteristischen konservierten Bereich auf. Anhand der Aminosduresequenz von SprS
wurde eine Sekundirstrukturvorhersage mit Hilfe des PsiPred-Servers erstellt
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), die in Abbildung 3.1b modifiziert dargestellt ist. Die
Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht des Proteins mit seinen konservierten
Bereichen. Das Protein beinhaltet das fiir Subtilisin-Proteasen charakteristische GTSMA-
Motiv, sowie die konservierten Bereiche der beiden anderen AS der katalytischen Triade
Histidin und Aspartat. Des Weiteren ist das Vorkommen von nur wenigen (2 in SprS)
Cysteinen typisch fiir Autotransporter. Im C-terminalen Bereich befindet sich eine Vielzahl an
B-Faltblattern. Anders als die o-helikalen Transmembran-Untereinheiten der inneren
Membran besitzen die Proteine der duleren Membran Gram-negativer Bakterien keine

hydrophoben Segmente, die lang genug wiren, diese zu durchspannen.
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Abbildung 3.1 Schematische Darstellung des Aufbaus von SprS. (a) Die Darstellung beruht auf der
Aminosiuresequenz des Vollldngenproteins SprS. Das Volllingenprotein kann in vier Bereiche gegliedert
werden: die Signalsequenz (1), die PeptidaseS8 Doméne (Sakai et al.), einen Bereich unbekannter Funktion (I1I)
und den C-terminalen Bereich, der fiir Autotransporterproteine charakteristisch ist. Die Aminosduren der
katalytischen Triade Asn (79) / His (122) / Ser (308) sind in rot dargestellt. (b) Aminosduresequenz von SprS. In
rot gekennzeichnet sind die Aminoséurereste, die die katalytische Triade Histidin, Aspartat und Serin bilden,
zwei Cysteine befinden sich in der Passagierdoméne (unterstrichen). In Pfeilen gekennzeichnet sind die (-
Faltblatt-Strukturen und in Balken, die a-Helices, die durch das Programm PsiPred vorhergesagt wurden
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Die transmembrane Kernregion &duBlerer Membranproteine besteht hauptsidchlich aus
antiparallelen B-Faltblatt-Strukturen, die so angeordnet sind, dass sie wie die Dauben eines
Fasses einen wassergefiillten Hohlraum von der lipophilen Umgebung abgrenzen - daher auch
der Name B-barrel (B-Fass) fiir diese Anordnung. Diese Struktur kann man sehr deutlich in
den Kiristallstrukturen von EstA aus P. aeruginosa und NalP aus N. meningitidis und der

vorhergesagten 3D-Struktur der f-Doméne von SprS erkennen (Abbildung. 3.2).

3.1.1 Sequenzanalysen und Homologievergleiche von SprS

Aufgrund der derzeit fehlenden Rontgenkristallstruktur von SprS wurde ein Modell der
Transportdomine angefertigt (www.sbg.bio.ic.ac.uk./phyre) (Kelley & Sternberg, 2009).
Bisher sind die Rontgenkristallstrukturen der beiden AT-Proteine von EstA aus P. aeruginosa
(van den Berg) und NalP aus Neisseria meningitidis (Oomen et al., 2004) bekannt. Diese
wurden in Abbildung 3.2 mit der generierten Struktur von SprS verglichen. Der Vergleich
verdeutlicht, dass sich die C-Termini der drei AT-Proteine SprS, NalP und EstA in der 3D-
Struktur sehr dhneln und somit eine Zugehorigkeit von SprS zur Familie der Autotransporter-
Proteine bestitigt wird. Die Membran-durchspannenden [-Faltblitter sind in allen drei
Strukturen deutlich zu erkennen. Wéhrend eine genaue Aussage iiber die Anzahl der -
Faltblétter in SprS nicht mdglich ist, konnten fiir EstA aus P. aeruginosa und NalP aus N.
meningitidis 12 B-Faltblitter laut 3D-Struktur bestimmt werden.

Der detaillierte Transportmechanismus der Autotransporter-Proteine {iber die &ufere
Membran wird noch diskutiert. Die Funktion der die B-Faltblitter durchspannenden a-Helix
wurde bereits in einigen Autotransporter-Proteinen untersucht, und eine Rolle als
Faltungshelfer fiir die Passagierdomidne und-/oder fiir die Transportdoméne konnte dieser
zugesprochen werden (Konieczny et al., 2001; Oliver et al., 2003; Mogensen & Otzen, 2005;
Berthiaume ef al., 2007). Somit koénnte diese Linker-Region die Aufgabe eines

Autochaperones einnehmen (Desvaux et al., 2004).
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auBere Membran

Abbildung 3.2 Generiertes 3-D Strukturhomologiemodell der Transportdomfne von SprS aus
Pseudomonas aeruginosa (links), Kristallstruktur der Transportdoméne des NalP-Autotransporters
aus Neisseria meningitidis (nach Oomen et al., 2004) (Mitte) und Kristallstruktur des
Volllingenproteins von EstA aus Pseudomonas aeruginosa (van den Berg). Zu schen sind hier in gold
die p-Faltblitter und in rot die membrandurchspannende a-Helix. Die 3D-Struktur von SprS wurde mit
Phyre (www.sbg.bio.ic.ac.uk./phyre) (Kelley & Sternberg, 2009) vorhergesagt. Die Strukturen wurden in
UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) in der ribbon-Darstellung visualisiert.

Unter Verwendung der ExPAsy-Datenbank (Gasteiger et al., 2003) wurde ferner eine
BLAST-Analyse durchgefiihrt, welche die Homologie des P. aeruginosa PAO1 Proteins SprS
zu zahlreichen Subtilisin-dhnlichen Autotransportern aus anderen Pseudomonas-Spezies
aufdeckte, u. a. P. aeruginosa PA14 Q02R06 (91 % ldentitét), P. aeruginosa PA7 A6V1R0
(87 % Identitét), P. fluorescens Pf0-1 PrtA (61 % Identitdt), P. fluorescens PspA (61 %
Identitdt) und P. tolaasii EprS (60 % Identitdt). Der hohe Grad der Identitdt spricht fiir eine

weit verbreitete Konservierung des SprS-Proteins innerhalb der Gattung Pseudomonas.
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Daneben zeigten sich auch Homologien zu Subtilisin-Autotransporter-Proteinen anderer
Bakterien-Spezies, z. B. mit einer Ahnlichkeit von 50 % SSP-hl und SSP-h2 aus
Serratia marcescens (Ohnishi et al., 1997), Pfal aus P. fluorescens mit 51 % Ahnlichkeit (Hu
et al., 2009), SphB1 aus Bordetella pertussis mit 43 % Ahnlichkeit (Coutte et al., 2001) sowie
AasP aus Actinobacillus pleuropneumoniae mit 41 % Ahnlichkeit (Ali et al., 2008). Die
Abbildung 3.3 zeigt ein Alignment der konservierten Bereiche der katalytischen Triade
weiterer homologer Proteine aus diversen pathogenen Bakterien-Spezies. Die Verbreitung des
Proteins in diesen pathogenen Bakterien konnte ein Hinweis auf eine Beteiligung an der
Virulenz des jeweiligen Organismus sein.

SprS zeigt zudem Homologien zu Subtilisin/Kexin Typ 4-dhnlichen Proprotein-Convertasen
(PCs) aus Homo sapiens (24 % Identitét). Die Proprotein-Convertasen sind wesentlich an der
proteolytischen Prozessierung und Reifung vieler physiologisch aktiver Proteine und Peptide
(z. B. Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, Metallo-Proteinasen und Prohormone) im
Sekretionsapparat der Zellen beteiligt. Daneben sind sie aber auch fiir die proteolytische
Aktivierung vieler bakterieller und viraler Pathogene verantwortlich (Steiner, 1998; Seidah &

Chretien, 1999).

P. aeruginosa Sprs GEMDSGFDP SHGTHEVGGTILG NXSGISMAAPHAT
B. pertussis SphB1 AVVDEGVRS REGTSVALVLA VEQGISLSAPLVT
N meningitidis NalP GIVBIGESV GHIDLVSHIIG QIAGISFSAPIVT
5. maliophilia ALFPTIGSAL DRGTHVLGTIG LXTCISMAAPHIT
P.mirvabilis GVMBSGALL TREGTHNIGIVG TFSGISMAAPHVT
EB. thailandensis GVLDSGYYA NHGTILVSGVVG NFNGTSAAAPHAS
B.malier GVLBSGYYA NRGTLNSGVVG NENGTSAARPHAS
S marcescens SSP-hl GIFDQPVYA -HBGTHVGGIAA KYSGISMARAPHVA

Abbildung 3.3 Konservierter Bereich der katalytischen Triade in SprS und homologen Proteinen. Die
Aminosduren der katalytischen Triade Asn (79) / His (122) / Ser (308) sind rot unterlegt, konservierte AS in
griin. Homologe Proteine: B. pertussis CAC44081, N. meningitidis AAN71715, S. maltophilia CAQ47536,
P. mirabilis CAR44626, B. thailandensis Q2T5C4, B. mallei Q62BNG6, S. marcescens BAA33455.
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3.2 Klonierung und Expression von sprS

Um das Protein SprS sowohl im homologen als auch im heterologen Organismus produzieren
zu konnen und so dessen biochemischen Eigenschaften zu charakterisieren, wurde das Gen
sprS durch geeignete Oligonukleotide aus dem Genom des P. aeruginosa-Stammes PAOI
amplifiziert und in verschiedene Vektoren kloniert. Zur Uberexpression im heterologen Wirt
E. coli BL21(DE3) wurde zunichst ein T7-Expressionssystem verwendet, pETsprS (Serci,
2006), welches auf dem Vektor pET22b(+) basiert. Die T7-RNA-Polymerase zeichnet sich im
Vergleich zu bakteriellen RNA-Polymerasen durch eine sehr hohe Prozessivitdt aus. Daher
konnen mit T7-RNA-Polymerase-basierten Expressionssystemen sehr hohe Proteinausbeuten
erzielt werden (Studier & Moffatt, 1986). Die Uberexpression erfolgte in LB-Medium mit
Zugabe von 0,4 % Glukose (2.4.1).
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Abbildung 3.4 SDS-PAGE-Analyse (12 %) der Uberexpression von sprS im heterologen Wirt E. coli
BL21(DE3). Die Induktion wurde durch Zugabe von 0,4 mM IPTG gestartet und nach 2 h wurden Proben
entnommen. Die aufgetragenen Volumina der GZE wurden auf gleiche Zelldichten bezogen (ODsggpy, = 0,15).
Zur Visualisierung der Proteine wurde das Gel mit Coomassie Brillant Blue geférbt.

S: Standard (Precision Plus Protein™ Standard (BioRad)), I: pETsprS, 2: pET22b(+) Leervektor, 3:
pETsprShis, 4: pET22b(+) Leervektor.
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In den analysierten Gesamtzellextrakten (GZE) der Uberexpressionskultur E. coli
BL21(DE3)/pETsprS und BL21(DE3)/pETsprShis (enthélt einen C-terminalen Hexahistidin-
Tag) wurde im SDS-Gel auf der Laufhdhe von etwa 105 kDa nach Induktion eine zusitzliche
Proteinbande im Vergleich zur Negativkontrolle E. coli BL21(DE3)/pET22b(+) (Leervektor)
sichtbar. Die Genexpression wurde in der logarithmischen Wachstumsphase (ODsgonm = 0,6)
durch Zugabe von 0,4 mM IPTG induziert. Die Induktion mittels IPTG fiihrte bereits nach 2 h
zu einer starken Uberexpression des sprS-Gens, sowohl in der nativen Form als auch mit
C-terminalem Hexahistidin-7ag, der die affinitdtschromatographische Aufreinigung mittels
IMAC (immobilisierte Metall- Affinitdtschromatographie) ermdoglicht. Zur Trennung der
einzelnen Proteinfraktionen wurden die Zellen aufgeschlossen und aus dem GZE zunéchst die
Zelltriimmer durch niedertourige Zentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde erneut
zentrifugiert. Bei diesem Schritt sedimentierten neben Bestandteilen der Membranen die sog.
inclusion bodies aus unldslichen, fehlgefalteten Proteinen, der Uberstand stellte die 18sliche
Proteinfraktion dar. Die anschlieBende Analyse der Loslichkeit der rekombinanten Proteine
ergab, dass der weitaus gro3te Proteinanteil in Form unlslicher inclusion bodies akkumuliert
(Abbildung 3.4). Da die Expression beider Gene vergleichbar ist, ist davon auszugehen, dass
die Bildung der inclusion bodies durch den angefiigten Hexahistidin-7ag weder ausgelost
noch gehemmt wurde. Membranproteine, wie Autotransporter-Proteine besitzen aufgrund
ihres membranstindigen Aufbaus grofle hydrophobe Strukturelemente, die dazu flihren, dass
es bei der heterologen Expression dieser Proteine recht hdufig zur Bildung unldslicher
Einschlusskorper kommt.

Es wurde im Weiteren versucht, die Expression von sprS zu optimieren, indem verschiedene
Parameter wie die Temperatur, die IPTG-Konzentration oder die Mediumzusammensetzung
verdndert wurden. Es war jedoch nicht moglich, die Expression so zu verdndern, dass das
Protein in ausreichend groler Menge nativ vorlag. Da die entstandenen inclusion bodies
katalytisch inaktives Protein enthalten, wurde versucht nach vollstindiger chemischer
Denaturierung durch 8 M Urea eine in vitro-Riickfaltung (2.16) durchzufiihren, so dass das
Protein in einem katalytisch aktiven Zustand {iberfithrt wird. Dazu wurde zunéchst eine
Reinigung unter denaturierenden Bedingungen durch eine immobilisierende Metall-Affinitéts-
Chromatographie (IMAC) durchgefiihrt. Fiir diese Reinigungsmethode wurde die
Proteinvariante genutzt, die mit einem C-terminalen Hexahistidin-7ag fusioniert ist, um sie

anschliefend iiber eine Ni*-NTA-Matrix aufreinigen zu kénnen (2.17).
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Der Reinigungsverlauf der IMAC ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Das Bandenmuster der
SDS-PAGE (2.19) lasst erkennen, dass SprSy;se nicht selektiv an der Sdulenmatrix gebunden

hat, sondern groftenteils bereits in den beiden Waschschritten eluierte.
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Abbildung 3.5 SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von SprS als SprSy;s im heterologen Wirt E. coli
BL21(DE3) durch eine immobilisierte Metall-Affinitits-Chromatographie (IMAC). S: Standard
(Precision Plus Protein™ Standard (BioRad)), 1: GZE nach Uberexpression, 2: Durchlauf, 3 & 4:
Waschfraktionen, 5: Elutionsfraktion. Die aufgetragenen Volumina der GZE wurden auf gleiche Zelldichten
bezogen (ODsgonm = 0,15), wihrend jeweils 20 pl der Elutionsfraktion verwendet wurde. Das Trenngel (12 %)
wurde nach der gelelektrophoretischen Trennung der Proteine mit Coomassie Brillant Blue gefarbt.

Nach in vitro-Riickfaltung (2.16) des Proteins der Elutionsfraktion wurden diese konzentriert
und die Aktivitit durch verschiedene Proteaseaktivitétstests (2.23) iiberpriift (ohne
Abbildung). Es konnte in keinem Fall eine messbare Aktivitdit der Protease gegeniiber
herkdmmlichen Protease-Substraten gemessen werden. Damit ist es derzeit nicht moglich,
eine Aussage liber den Erfolg der Riickfaltung bzw. der funktionalen Expression zu machen,
da bisher kein spezifisches Substrat fiir SprS bekannt ist. Die Mehrheit der Subtilisine wird als
Pria-Proenzym mit einem N-terminalen Signalpeptid und einem darauffolgenden Prosegment,
welches nicht konserviert ist, synthetisiert. Dieses dient als intramolekulares Chaperon und
kann durch Autoproteolyse entfernt und die Protease somit aktiviert werden. Eine
Prozessierung des Prid-Proenzyms ist essentiell fiir die korrekte Faltung des Proteins. Es ist
allerdings unklar, ob die hier gewihlten Bedingungen der Expression eine korrekte Faltung

und Prozessierung iiberhaupt zulassen da es nicht moglich ist, eine Aktivitit gegeniiber
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gingigen Substraten, wie Casein oder N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-Nitroanilid, zu zeigen.
Auch fiir homologe Autotransporter-Proteasen wurde bereits beschrieben, dass eine Aktivitét
gegeniiber Casein nicht gezeigt werden konnte (Ohnishi et al., 1997). Bei diesen Proteasen
besteht somit die Ausnahme, dass eine unspezifische Spaltung nach fiir Subtilasen
bevorzugten hydrophoben Aminosdureresten nicht zutrifft. Die Spaltung ldauft bei diesen
Proteasen sehr spezifisch ab, wie bereits fiir das Protein SphB1 aus Bordetella pertussis

gezeigt (Coutte et al., 2001).

Um die Voraussetzung der korrekten Faltung von SprS als Autotransporter-Protein in der
duBeren Membran zu umgehen und um die hydrophoben Bereiche zu eliminieren, die zu einer
Aggregation fiihren, sollte versucht werden, nur den 16slichen, N-terminalen Bereich des
Proteins zu produzieren. Dieser Teil enthilt das potentielle aktive Zentrum und somit die
proteolytische Doméne des Proteins.

Uber eine Motivvorhersage (SSDB Motif Search) wurde der Bereich von SprS, der den N-
Terminus, d. h. den Teil, der die proteolytische Doméne enthilt, eingegrenzt und separat vom
Rest des Gens kloniert (Abbildung 3.6). Dazu wurde es durch eine Polymerasekettenreaktion
(PCR) mit spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert, wodurch dem PCR-Produkt am 5’-
Ende eine Ndel- und am 3’-Ende eine Hindlll-Restriktionsschnittstelle angefligt wurde. Durch
Fusion mit C-terminalem Hexahistidin-7ag sollte der immunologische Proteinnachweis sowie

die affinitdtschromatographische Aufreinigung ermdglicht werden.
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Abbildung 3.6 Schematische Darstellung der verschiedenen Domiinen des Autotransporter-Proteins
SprS. Die konservierten Regionen sind in blau (PeptidaseS8 Doméne) und in griin (Autotransporter Doméne)
dargestellt. Die vorhergesagten Bereiche wurden mit dem Programm SSDB Motif Search
(,www.genome.jp/kegg/ssdb/*) berechnet.
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Nach erfolgreicher PCR wurde das amplifizierte DNA-Fragment in den Vektor pET22b(+)
kloniert und die DNA-Sequenz des klonierten PCR-Fragments durch Sequenzierung bestitigt.
Die Uberexpression erfolgte in E. coli BL21(DE3) in LB-Medium mit Zugabe von Glukose
(2.4.1).

Bei einer Zelldichte, die einer ODsgoym von 0,7 entsprach, wurde mit 0,4 mM IPTG induziert.
Es konnte mittels SDS-PAGE zur Analyse der Proteinzusammensetzung der 16slichen
Fraktion des Rohextraktes keine Expression nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Daher
wurde diese direkt unter Verwendung eines spezifischen Antiserums (Anti-His6-Antikorper)
mittels Westernblotanalyse (2.21) analysiert. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung
3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7 Immunoblot Analyse des N-Terminus von SprS, 1, 2 und 3 h nach Induktion. Es wurden
die 16slichen Fraktionen der Rohextrakte des sprS-Konstruktes (1, 3 und 5) und des Leervektors (2, 4 und 6)
aufgetragen. Als Positivkontrolle diente der Standard (Precision Plus Protein™ Standard (BioRad)), dessen
75 kDa Bande einen Hexahistidin- 7ag enthdlt. Anti-Histidin-Antikorper (1/5000).

Der Blot zeigt eine Bande auf einer Hohe von ca. 34 kDa, welche in etwa dem errechneten N-
Terminus (32 kDa) von SprS entspricht. Daraus kann man ableiten, dass der N-Terminus in
E. coli BL21(DE3) in 16slicher Form produziert wird, die Expression jedoch so schwach ist,
dass sie mittels SDS-PAGE nicht zu erkennen ist und daher auf eine Aufreinigung verzichtet
wurde. In anschlieBenden Proteaseaktivititstests konnte zudem keine Aktivitdt der

Rohextrakte gegeniiber gangigen Substraten im Vergleich zum Leervektor gemessen werden
(ohne Abbildung).
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Es wurde im Weiteren versucht, die Protease als Volllangenprodukt im homologen Wirt
P. aeruginosa zu produzieren, um durch Nutzung des homologen Wirtes evtl. benotigte
Faktoren fiir eine korrekte Faltung zur Verfligung zu stellen. Zur homologen Expression von
SprS in P. aeruginosa wurde der Stamm PABST7.1 verwendet. Der Stamm enthilt eine
Expressionskassette bestehend aus dem Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter
transkriptioneller Kontrolle des /acUV5-Promotors und fiir dessen Regulation den konstitutiv
exprimierten Lac-Repressor aus E. coli. Diese regulatorische Kontrolle erlaubt die Induktion
der Expression durch Zugabe von IPTG. Fiir die Uberexpression des Proteins in
P. aeruginosa wurde der Vektor pBR22b verwendet (Rosenau & Jaeger, 2000). Er besitzt
einen weiten Wirtsbereich und ist zugleich ein T7-Expressionsvektor. Parallel dazu wurde zur
Kontrolle ebenfalls der Leervektor pBR22b in den Uberexpressionsstamm eingebracht. Die
beiden Kulturen erreichten bei Anzucht iiber Nacht sehr unterschiedliche Zelldichten
(ODsgonm von 0,5 beim Uberexpressionsstamm gegen 3,8 beim Kontrollstamm). Neben der
beobachteten Toxizitit fiihrte die starke Uberexpression von sprS zur Aggregation der Zellen
(ohne Abbildung). Aufgrund dieser starken Zellaggregation des Uberexpressionsstamms
konnte die geplante Aufreinigung der Protease nicht weitergefiihrt werden. Der Unterschied
im Wachstum der Pseudomonaden weist daraufhin, dass das Protein SprS im homologen Wirt
funktional produziert und die Oberfliche der Zellen direkt oder indirekt verdndert wird, so
dass diese aggregieren. Es existieren offenbar Mechanismen im homologen Wirt, die eine
Aktivierung bzw. eine korrekte Faltung der Autotransporter-Protease bewirken. Da es sich bei
SprS um eine Subtilase handelt ist es denkbar, dass diese ein Propeptid besitzt, welches der
Protease als Faltungshelfer dient und nach korrekter Faltung der Protease autoproteolytisch
abgespalten wird. Denkbar wire zudem, dass die Autotransporter-Protease ein Chaperon oder
andere akzessorische Faktoren benétigt, welche im heterologen Wirt E. coli nicht vorhanden

sind.
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3.3 Untersuchung der Transkription von sprS im Wildtyp Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Um Hinweise darauf zu bekommen, zu welchem Zeitpunkt des Wachstums die Transkription
von sprS erfolgt, wurde die Expression von sprS im Wildtyp PAO1 mittels einer
transkriptionellen Reportergenfusion in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase quantifiziert.
Fiir die Reportergenfusion wurde ein 800 bp groBBes DNA-Fragment stromaufwirts von sprS
ausgewahlt, welches den putativen nativen Promotorbereich enthélt. Nach Insertion in den
Vektor pTZ110 (Schweizer & Chuanchuen, 2001), der das promotorlose /lacZ-Gen tragt, wurde
die Reportergenfusion in den Wildtyp-Stamm PAOI1 eingebracht. Um Hintergrundaktivitdten
des lacZ-tragenden Vektors pTZ110 zu beriicksichtigen, wurde dieser ebenfalls in den
P. aeruginosa-Wildtyp eingebracht. Die Promotoraktivitit wurde indirekt tiber die Aktivitat
der B-Galaktosidase zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wachstumskurve quantifiziert. Aus
der Transkription des Promotors durch die wirtseigene RNA-Polymerase resultiert die
Synthese der B-Galaktosidase, deren Aktivitdt durch die Umsetzung des ONPG-Substrates
iber eine Farbreaktion nachgewiesen wurde. Als MaB fiir die Aktivitdt wurden Miller-Units
berechnet (2.23.4) (Abbildung 3.8). Um festzustellen, in welcher Phase des Wachstums das
Gen sprS exprimiert wird und somit evtl. Aufschluss liber die Funktion zu erhalten, wurde
zunichst die Promotoraktivitit des Gens sprS in im Wildtyp P. aeruginosa PAO1 betrachtet
(Abbildung 3.8). Die Expression von sprS stieg mit zunehmender Wuchsdauer an. In der
stationdren Wachstumsphase wurde nach 11 h die maximale Genexpression mit 1779 Miller-
Units fiir sprS ermittelt. Darauthin fallen die Werte auf etwa 1300 Miller-Units ab und bleiben
dann, unter Beriicksichtigung der Standardabweichung, weitestgehend konstant. Die Daten
veranschaulichen, dass die Transkription von sprS konstitutiv stattfindet und in der

spatlogarithmischen Wuchsphase konstant bleibt.
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Abbildung 3.8 Promotoraktivitit von sprS in Pseudomonas aeruginosa PAO1. Die dargestellten Miller-
Units (Saulendiagramm) sind die Messwerte der episomalen Transkriptionsfusion abziiglich der
Hintergrundaktivitat des Leervektors pTZ110. Die Wuchskurve (Liniendarstellung) wurde parallel zur
Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitdt bestimmt. Die Zelldichte und die B-Galaktosidaseaktivitdt wurden in
Dreifachbestimmung gemessen.

Die Transkription in der spiten logarithmischen Wuchsphase bei hohen Zelldichten ist ein
erster Hinweis darauf, dass SprS an der Virulenz des Bakteriums beteiligt sein konnte.
Zelldichte-abhingige Regulation von Virulenzfaktoren wurde bereits in diversen Bakterien
beschrieben (Withers ef al., 2001; Diggle et al., 2003; Smith & Iglewski, 2003).

Die Expression von sprS ist hier mit 1300 Miller-Units einer vergleichsweise schwachen
Expression zuzuordnen. Bereits fiir andere Gene von Virulenzfaktoren wurde beschrieben,
dass sie erst in Gegenwart eines Wirtes verstirkt exprimiert werden (Hu et al., 2009) oder
dass das Gen nur unter bestimmten Wachstumsbedingungen verstirkt abgelesen wird

(Termine & Michel, 2009).
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Um weitere Erkenntnisse iiber den Expressionsverlauf von sprS zu erhalten wurde der
Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Expression von sprS im P. aeruginosa Wildtyp
PAOLI analysiert. Die Fihigkeit zur Adaptation und somit zum Uberleben bei suboptimalen
Temperaturen, wie sie z. B. in Krankenhdusern anzutreffen sind, wurde bereits beschrieben
(Termine & Michel, 2009). Die Quantifizierung der Transkriptmenge erfolgte mittels
real time-PCR. Dazu wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultur Proben entnommen
und die RNA isoliert.

Bei der relativen Quantifizierung der Transkription wurde die Expression des Gens sprS auf
das rpoD-Gen, ein nicht reguliertes housekeeping-Gen, bezogen. Die relative Expression des
Gens wurde bestimmt, indem die Genexpression in P. aeruginosa PAO1 bei 37 °C auf die
Genexpression bei 25 °C bezogen wurde. Die Berechnung der Expressionsunterschiede
erfolgte liber die Berechnung der AACt (cycle threshold)-Werte. Der Ct-Wert beschreibt den
Zyklus der PCR, bei dem sich die gemessene Fluoreszenz erstmalig signifikant von der
Hintergrund-Fluoreszenz abhebt. Der Ct-Wert des rpoD-Gens wurde von den Ct-Werten der
zu untersuchenden Gene subtrahiert (ACt). Nach dieser Normierung wurde von den
ermittelten ACt-Werten der Proben bei 30, 25 und 18 °C der entsprechende ACt-Wert aus
P. aeruginosa PAO1 37 °C abgezogen. Daraus ergab sich fiir jedes untersuchte Gen ein
AACt-Wert. Der relative Expressionsunterschied eines Gens von P. aeruginosa PAOI1 bei 30,
25und 18 °C im Vergleich zu P. aeruginosa PAO1 37 °C, normalisiert zum rpoD-Gen, ergibt
sich aus der Formel 2" (Livak & Schmittgen, 2001). Die Gesamt-RNA wurde aus den bei
verschiedenen =~ Temperaturen  angezogenen  Kulturen  isoliert  (2.7.1)  und
250 ng der isolierten mRNA unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide (2.3) durch
reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese mittels real time-PCR quantifiziert.
Als Negativkontrolle wurden alle Ansdtze zusitzlich ohne reverse Transkriptase in die real
time-PCR eingesetzt. Das Diagramm (Abbildung 3.9) stellt die relative Expression von sprS
aus P. aeruginosa PAOI bei 18, 25, 30 und 37 °C dar. Der fold change (x-fache Anderung)

stellt eine quantitative Beurteilung der differentiellen Genexpressionen dar.

59



3 Ergebnisse

3,5
23
g
3
= 2,5’
i
[S I
> %0
n 2 -
5§
73
8315
&<
84
2 b
Q
=
£ 05

0 )

37°C 30 °C 25°C 18 °C

Abbildung 3.9 real time-PCR-Quantifizierung zur Bestimmung des sprS-Transkriptes bei verschiedenen
Temperaturen.

Dargestellt ist die relative Expression von sprS im P. aeruginosa Wildtyp PAO1 in Abhéingigkeit der
verschiedenen Temperaturen. Jeder Messpunkt wurde dreimal unabhingig bestimmt. fold change =
quantitative Beurteilung der differentiellen Genexpressionen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Expression von sprS bei niedrigen Temperaturen
verstarkt ablduft. Verglichen mit der Expression von sprS bei 37 °C und 30 °C kommt es zu
einer 2,5-fachen Expression von sprS bei einer Expressionstemperatur von 25 °C und einer

3-fachen Expression bei einer Expressionstemperatur von 18 °C.
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3.4 Physiologische und funktionelle Charakterisierung von SprS mittels eines sprS
negativen Stammes

Um die Funktion von SprS in P. aeruginosa und den Einfluss dieser putativen Protease auf
Virulenz-assoziierte Phidnotypen zu untersuchen, wurde in einer fritheren Studie (Serci, 2006)
ein sprS-negativer Stamm erzeugt, dessen sprS-Gen durch Insertion einer selektierbaren
Gentamycin-Resistenzkassette (Q-Gm') ausgetauscht wurde. Als Parentalstamm fiir die
Mutagenese wurde der Wildtyp P. aeruginosa PAO1 verwendet. Die erfolgreiche Insertion
einer Gentamycin-Kassette in das sprS-Gen wurde mittels PCR nachgewiesen. Die
entstandene Mutante wird im Folgenden als AsprS bezeichnet.

Um den Einfluss von SprS auf physiologische Prozesse zu untersuchen, wurde zusétzlich ein
moderateres Uberexpressionssystem konstruiert und das sprS-Gen in den Vektor pPBBR1IMCS
kloniert, wo es unter der Kontrolle des in P. aeruginosa Konstitutiven induzierten
lac-Promotors steht. Das entstandene Plasmid pBBRSprS und der entsprechenden Leervektor
pBBRIMCS wurden durch Konjugation in den Wildtyp P. aeruginosa PAO1 und fiir

Komplementationsstudien in den sprS-negativen Stamm eingebracht.

3.4.1 Wachstumsuntersuchungen von Pseudomonas aeruginosa PAO1 und AsprS

Da bereits beschricben wurde, dass einige Membranproteine Einfluss auf das
Wachstumsverhalten der jeweiligen Organismen haben (Sauer & Camper, 2001) und zudem
die Deletion eines AT-Proteins, dessen C-terminale Transportdoméne eine B-Pore in der
dulleren Membran bildet, zwangsldufig eine Verdnderung der Zusammensetzung der dufleren
Membran hervorruft, wurde tiberpriift, inwieweit sich das Wachstum von P. aeruginosa durch
die Deletion von sprS verdndert. Zundchst wurden parallel Wuchskurven des P. aeruginosa
Wildtyps PAO1 sowie des erzeugten sprS-negativen Stammes aufgenommen. Das Wachstum
wurde in LB-Fliissigmedium unter standardisierten Laborbedingungen verglichen. Fiir
physiologische Untersuchungen ist es essentiell gleiche Wachstumsphasen und Zelldichten zu
beobachten. Kulturen des Wildtyp-Stammes P. aeruginosa PAO1, wie auch des
sprS-negativen Stammes, wurden in LB-Medium hergestellt und das Wachstum bis zur
spat-stationdren Phase verfolgt. Die Messungen wurden jeweils dreimal wiederholt und der
Mittelwert ermittelt. Die Inkubation der Kulturen erfolgte aerob bei 37 °C. Die anhand der

Messung der ODsgonm erhaltenen Wachstumskurven sind in Abbildung 3.10 graphisch
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dargestellt. Das bakterielle Wachstum wurde iiber einen Zeitraum von 25 h verfolgt. Der
sprS-negative Stamm wéchst zunichst etwas langsamer an, erreicht aber nach 4 h dieselbe
Zelldichte wie der Wildtyp PAOI1, die einer ODsggny von 2 entspricht. Man kann einen
deutlichen exponentiellen Anstieg beider Kulturen erkennen, wobei die Zelldichte von AsprS
iiber den gesamten Zeitraum etwas hoher liegt als die des Wildtyps PAOI1. Erst nach 16 h
haben beide Stimme wieder eine vergleichbare Zelldichte, die einer ODsgoym von 5,2
entspricht. Die folgenden physiologischen Untersuchungen wurden mit Kulturen
durchgefiihrt, die tiber diesen Zeitraum bebriitet wurden.

Es ist zu erwédhnen, dass die Deletion des sprS-Gens zu einer Aggregation der Zellen fiihrte,
die im P. aeruginosa Wildtyp PAOI nicht zu beobachten war. Die Kulturen beider Stimme

wurden daher vor der jeweiligen Messung der ODsgg,, intensiv geschiittelt
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Abbildung 3.10 Wachstumskurve von Pseudomonas aeruginosa PAO1 und AsprS in LB-Medium bei
37 °C. Die optische Dichte der Bakterienkulturen wurde bei einer Wellenlénge von 580 nm ermittelt. Die
dargestellten ~ Werte représentieren  Mittelwerte aus drei unabhdngigen = Messreihen, deren
Standardabweichungen durch Fehlerbalken dargestellt sind.
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3.4.2 Phinotypische Charakterisierung des sprS-defizienten Stammes

Die Zelloberflichenbeschaffenheit spielt eine grole Rolle sowohl bei der Beweglichkeit der
Mikroorganismen auf diversen Oberfldchen als auch bei deren Anheftung an das Substratum.
Wihrend die Beweglichkeit der Mikroorganismen von entscheidender Bedeutung fiir das
Aufsuchen neuer, geeigneter Lebensrdume ist, schafft das Anheften (Adhésion) der Zellen die
Voraussetzung fiir die Besiedlung dieser Raume. Bereits in vorangegangenen Studien konnte
gezeigt werden, dass AsprS die Fahigkeit zur Fortbewegung verloren hat, und dass sich die

Pyocyanin-Produktion in den verschiedenen Stimmen unterscheidet (Serci, 2006).

Bei der Kultivierung der P. aeruginosa AsprS-Mutante fiel auf, dass sich Zellen der
Ubernachtkulturen deutlich in der Morphologie von der des P. aeruginosa Wildtyps PAO1
unterscheiden und bei vergleichbaren Zelldichten wesentlich mehr Aggregate bilden
(Abbildung 3.11a). Bereits in der exponentiellen Wachstumsphase (ODsgonm = 0,6 — 0,8)
konnte beobachtet werden, dass die Zellen in der Kultur von AsprS aggregierten
(Abbildung 3.11a). Um diese Aggregatbildung genauer zu untersuchen, wurden die
Hauptkulturen bis zum Erreichen einer Zelldichte, die einer ODsgonm = 3 entsprach, kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen beider Kulturen mikroskopisch (Zeiss Plan NEOFLUAR,
Malstabsbalken 5 um) betrachtet (Abbildung 3.11b).

Abbildung 3.11 Morphologie der beiden
Stimme  Pseudomonas  aeruginosa
PAO1 und AsprS. (a) Hauptkultur von
P. aeruginosa AsprS nach Anzucht in
einem Reagenzglas zur Visualisierung der
Zellaggregation. (b)  Mikroskopische
Aufnahmen von P. aeruginosa PAO1 und
P. aeruginosa AsprsS.
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Es war deutlich zu erkennen, dass P. aeruginosa AsprS im Vergleich zum Wildtyp PAOI bei
gleicher Zelldichte starke Zellagglomerate ausbildete, die in dieser Form bei P. aeruginosa
PAOI1 nicht vorhanden waren. Bisher wurden zahlreiche Oberflichenstrukturen zur
Anheftung an diversen Oberfldchen gefunden, die zum Teil auch an der Ausbildung von
Biofilmen beteiligt sind. Beispielhaft sind hier Flagellen, Fimbrien, Pili, Membranproteine
und das Lipopolysaccharid (LPS) zu nennen (Makin & Beveridge, 1996; Pratt & Kolter,
1998; Davey & O'Toole G, 2000; Donlan & Costerton, 2002). Es wurde gezeigt, dass
insbesondere die Bewegungsorganellen von P. aeruginosa die Biofilmproduktion maBgeblich
beeinflussen (O'Toole & Kolter, 1998). Mikrobielle Biofilme stellen eine spezielle,
symbiotische Lebensform von Bakterien dar. Sie gelten als Sicherung des Uberlebens im
natiirlichen Habitat und stellen sowohl in industriellen als auch in medizinischen Bereichen
hiufig Probleme dar. Unter anderem geht mit der Biofilmbildung eine hohere Resistenz der
Organismen gegeniiber chemischen Agenzien und Antibiotika einher (Bonifait et al., 2008;

Pumbwe et al., 2008; Rao et al., 2008).

Nach der Beobachtung der vermehrten Zellaggregation des sprS-negativen Stammes wurde
im Folgenden der Einfluss von SprS auf die Biofilmbildung untersucht. Dazu wurde der
Wildtyp-Stamm P. aeruginosa PAO1 und der sprS-negative Stamm AsprS fiir 16 h in
Mikrotiterplatten kultiviert. AnschlieBend wurden die planktonischen Zellen entfernt und die
angehefteten Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Der gebundene Farbstoff wurde mit Ethanol
extrahiert und photometrisch bei 540 nm quantifiziert. Die Extinktion diente als MaB} fiir die
Menge der angehefteten Zellen. Es konnte zunédchst gezeigt werden, dass P. aeruginosa AsprS
deutlich mehr Biofilm an der Polystyrol-Oberflache der Mikrotiterplatte bildet als der Wildtyp
Stamm PAOI (Abbildung 3.12a). Die quantitative Messung der Biofilmproduktion ergab eine
um das flinffach erhdhte Violettfarbung im sprS-defizienten Stamm gegeniiber dem Wildtyp-
Stamm PAOI1 (Abbildung 3.12b). Die Ergebnisse der Biofilmproduktion korrelieren somit
mit der Beobachtung der verstirkten Zellaggregation im sprS-negativen Stamm, indem sie auf

eine verianderte Zelloberflache in der Mutante hindeuten.
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Abbildung 3.12 Nachweis der Biofilmbildung von Pseudomonas aeruginosa PAO1 und AsprS in
Mikrotiterplatten. (a) Die Anzucht erfolgte fiir 16 h bei 37 °C unter leichtem Schiitteln. Die angehefteten
Zellen wurden an der Polystyrol-Oberfliche mit Kristallviolett angeférbt. (b) Nach Extraktion des Farbstoffes
mit Ethanol wurde die Absorption bei ODs4o,, bestimmt. Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte =+
Standardabweichungen aus drei unabhingigen Experimenten.

Es wurden weitere Phénotypen untersucht, die mit der Virulenz in Verbindung stehen. In
frilheren Studien wurde die Beweglichkeit iiberpriift. Es stellte sich heraus, dass der
sprS-negative Stamm nicht in der Lage war, sich durch Schwirmen fortzubewegen. Zum
Schwirmen ist unter anderem auch die Produktion von Rhamnolipiden notwendig
(Kohler et al., 2000), da es als Biodetergenz nicht nur die Oberflichen-, sondern auch die
Grenzfldchen-Spannung zwischen Schichten unterschiedlicher Polaritét reduziert.

Es handelt sich dabei um ein von P. aeruginosa produziertes Detergenz, das erstmals 1949
von Jarvis und Johnson beschrieben wurde (Jarvis, 1949). Die Rhamnolipidproduktion wurde
daraufhin neben weiteren Phénotypen ebenfalls untersucht. Es wurde die Methode des
drop-collapse-Test verwendet, um das Vorhandensein von Biodetergenz in Kulturiiberstanden

zu iiberpriifen (2.26).

65



3 Ergebnisse

P. aeruginosa
PAO1 AsprS

Abbildung 3.13 Drop-collapse-
Test zur Untersuchung der
Oberflichenspannung von
Kulturiiberstinden aus
Pseudomonas aeruginosa. Es
wurden jeweils 10 pl der
verschiedenen Kulturiiberstédnde
auf eine Petrischale pipettiert.

Dazu wurde ein Aliquot der jeweiligen Kulturiiberstinde auf eine Petrischale aus Polystyrol
pipettiert. Die Form des Tropfens gibt Aufschluss iiber die Menge an Biodetergenz, die sich
im Kulturiiberstand befindet. Es war zu beobachten, dass der Tropfen des Wildtyp-
Kulturiiberstandes Detergenz beinhaltet, welches die Oberflachenspannung herab setzte und
sich der Tropfen somit entlang der hydrophoben Oberflédche ausbreitete. Der Kulturiiberstand
der sprS-Mutante hingegen blieb kugelrund, um die energetisch vorteilhafteste Form
anzunechmen (Abbildung 3.13). Hier ist der Anteil an Biodetergenz herabgesetzt oder gar
nicht vorhanden. Es lésst sich somit festhalten, dass der sprS-negative Stamm weniger bis gar

kein Rhamnolipid im Kulturiiberstand beinhaltet.

Die erste dem Rhamnolipid zugeschriebene Eigenschaft ist dessen hdmolytische Wirkung,
welche zu einer Hidmolyse und somit zur Auflosung von Erythrozyten fithrt. Man
unterscheidet drei  verschiedene Formen der Hidmolyse 1) o-hdmolysierende
Bakterienkolonien sind auf Frischblutagar von griinen Hofen umgeben. Bei partiell intakten
Erythrozytenmembranen kommt es zur Umwandlung von Hémoglobin in Met- und
Sulthdmoglobin.

2) B-hdamolysierende Bakterienkolonien sind auf Frischblutagar von vollstindig entférbten,
durchsichtigen Hofen umgeben. Die roten Blutkérperchen werden vollstindig aufgeldst und
das Hiamoglobin wird zu farblosen Substanzen abgebaut. 3) Die y-Hdmolyse steht fiir keine

makroskopisch sichtbare Veranderung des Frischblutagars im Kolonienbereich.
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Unter Verwendung von bluthaltigem Agarndhrboden wurde die Fahigkeit zur Himolyse im
P. aeruginosa Wildtyp PAO1l und in dem sprS-negativen Stamm untersucht. Im
P. aeruginosa Wildtyp PAO1 trat eine B-Hadmolyse mit klar begrenzten hdmolytischen Hofen
um die Kolonien auf, die im sprS-negativen Stamm nicht zu beobachten war (Abbildung
3.14a). Die Konzentration des bei der Hémolyse ausgetretenen Hédmoglobins wurde
photometrisch bei einer Wellenldnge von 546 nm gegen einen Leerwert gemessen. Wie in
Abbildung 3.14b gezeigt, wies der sprS-defiziente Stamm eine etwa 4-fach geringere
hiamolytische Aktivitit auf, wodurch die Beobachtung des Plattentests bestatigt wurde.
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Abbildung 3.14 Nachweis der Fihigkeit zur Himolyse von Pseudomonas aeruginosa PAO1 und AsprS.
(a) Reinkultur von P. aeruginosa Wildtyp PAO1 und AsprS auf Columbia-5 % Schafblut-Agar nach 24
stiindiger Bebriitung bei 37 °C. (b) Photometrische Quantifizierung des ausgetretenen Hamoglobins in den
beiden Stdmmen. Die Messung erfolgte bei einer Absorption von ODsyenm. Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhingigen Experimenten. (¢) Durch die Freisetzung des
Himoglobins verursachte Firbung des Uberstandes in den zur Messung der Absorption verwendeten Kiivetten
(Aufsicht).
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Da die bisherigen Untersuchungen eine Reihe phénotypischer Unterschiede in den beiden
Stimmen P. aeruginosa PAO1 und AsprS zeigten, wurden weitere mit der Virulenz des
Bakteriums in Verbindung stehenden Phinotypen untersucht. Zur Veranschaulichung wurden

alle bisher untersuchten Phénotypen in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1 Phéinotypen, die im Pseudomonas aeruginosa sprS-negativen
Stamm im Vergleich zum Wildtyp PAO1 untersucht wurden.

P. aeruginosa P. aeruginosa
Phiinotypen
PAO1 AsprS

Zellagglomeration 4 - +++
Biofilmbildung 2 + +++
Rhamnolipid-Synthese ! + -
PQS-Synthese 3 + -
Héamolyse-Fahigkeit 1.2 + -
Hamagglutination 2 + ++
Beweglichkeit ! + -
Pyocyamnproduktion + -
Lipaseaktivitat 1.2 + ++
Esteraseaktivitat im KU ? + ++
Phospholipase C 2 + +++
Phospholipase A2 2 + -

! Plattentest, * photometrischer Nachweis, * Diinnschichtchromatographie, * mikroskopische Analyse

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Deletion von sprS eine Reihe phénotypischer
Verianderungen hervorruft. Ob eine mogliche, prozessierende Eigenschaft von SprS an diesen

Verianderungen beteiligt ist, wurde im Weiteren untersucht.
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3.5 Profilanalyse der #dufleren Membranproteine mittels SDS-PAGE

Es ist bereits bekannt, dass Subtilisin-dhnliche Autotransporter an der Prozessierung diverser
Proteine beteiligt sind. SphB1 aus Bordetella pertussis ist beispielsweise an der Prozessierung
des filamentdsen Héamagglutinins (FHA) beteiligt (Coutte et al, 2001), AasP aus
Actinobacillus pleuropneumoniae modifiziert das Lipoprotein OmlA (Ali et al., 2008) und
NalP aus Neisseria meningitidis prozessiert die Proteasen App und IgA (van Ulsen et al.,
2003). SprS besitzt ebenfalls eine proteolytische Doméine, welche auf eine prozessierende

Rolle von SprS hindeutet.

Da es sich bei SprS um ein AT-Protein handelt, welches in der du3eren Membran lokalisiert
ist, wurde die Produktion der dufleren Membranproteine der beiden P. aeruginosa Stimme
PAO1 und AsprS untersucht. Die dufleren Membranproteine konnen durch Einsatz
kombinierter Methoden nach Standardprotokoll isoliert werden. Dafiir wurde die &ullere
Membran beider Stimme isoliert (2.13) und mittels SDS-PAGE (2.19) differentiell analysiert
(Abbildung 3.15). Die Abbildung zeigt deutliche Abweichungen in den Proteinmustern der
beiden Stimme. Um die Proteine, die im sprS-negativen Stamm verdndert vorliegen, zu
identifizieren, wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel eluiert, tryptisch verdaut
(2.22) und massenspektrometrisch (MALDI-TOF) (2.22) analysiert. Im Fall von AsprS konnte
bei = 18 kDa eine distinkte Proteinbande identifiziert werden, die im P. aeruginosa Wildtyp
PAOI1 nicht zu erkennen ist. Es handelt sich hierbei um das Protein, das durch den ORF
pa3988 kodiert wird. Es wird als Lipoprotein mit einer transmembralen Helix und einer
putativen Signalsequenz vorhergesagt. Die genaue Funktion des Proteins ist bisher nicht
bekannt. Es wurden weitere Proteine identifiziert, die im sprS-negativen Stamm verstarkt
produziert werden. Dabei handelte es sich um die Genprodukte der ORFs pa2760, pa0833,
pa2087 und pa4501 (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15 SDS-PAGE-Analyse (12 %) der #ulieren Membran von Pseudomonas aeruginosa
PAO1 und AsprS und tabellarische Auflistung der Proteine, die wihrend der Kultivierung des
P. aeruginosa Wildtyps PAO1 und der sprS-Mutante differentiell produziert werden.

(a) Die Proteine aus einem Kulturvolumen, das einer ODsgg,,=1,8 entsprach, wurden prézipitiert. Zur
Visualisierung der Proteine wurde das Gel mit Coomassie Brillant Blue gefirbt. S = Standard
(Precision Plus Protein™ Standard (BioRad). (b) Die Proteine wurden nach ihrem tryptischen Verdau
mittels Massenspektrometrie und Datenbankvergleich identifiziert. Zu jedem Protein ist der Genlocus
anhand der Bezeichnung des P. aeruginosa-Genomprojektes (PA-Nummer) angegeben.

Bei den entsprechenden Proteinen handelt es sich um &uflere Membranproteine, deren
Funktion noch nicht ausreichend geklirt ist. pa2760 zeigt 59 % Ahnlichkeit zu dem Porin
OprD aus P. aeruginosa und pa4501 kodiert fiir das Protein OpdD. Es handelt sich hierbei um
ein Glycine-Glutamat Dipeptidporin, das fiir den Transport von Arginin in die Zelle zustédndig
ist (Tamber & Hancock, 2006). Proteine der OprD-Familie sind an der Bindung des humanen
Fibronectins beteiligt. Fiir einige der Mitglieder dieser Familie wurde gezeigt, dass sie eine
Rolle bei der Aufnahme von Nihrstoffen aus der Umgebung einnehmen
(Arhin & Boucher).

Es sollte zudem untersucht werden, ob sich die Proteinzusammensetzung im extrazelluldren

Bereich der beiden Stimme P. aeruginosa Wildtyp PAO1 und AsprS unterscheidet.
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Dazu wurden nach Kultivierung der Zellen in 10 ml LB-Medium ohne Selektionsdruck die
Kulturiiberstinde durch TCA-Fillung konzentriert (2.10) und mittels SDS-PAGE (2.19)
analysiert (Abbildung 3.16). Wie in Abbildung 3.16 gezeigt, unterscheidet sich das
Proteinbandenmuster des sprS-negativen Stammes (AsprS) deutlich vom Wildtyp-Stamm
PAOI1. Insbesondere im hohermolekularen Bereich um 100 kDa sind signifikante
Unterschiede zu erkennen. So fehlt im Fall des sprS-negativen Stammes (AsprS) im Bereich
um 100 kDa eine Proteinbande. Dabei handelt es sich nicht um das SprS-Protein selbst, da es
stets in so geringen Mengen exprimiert wird, dass es in SDS-PAGE-Analysen nicht sichtbar

ist.

Die im Wildtyp PAO1 noch vorhandene aber im sprS-negativen Stamm (AsprS) fehlende
Proteinbande wurde aus dem Gel isoliert und mittels Peptidmassen-Fingerprinting (2.22.2)
analysiert. Es wurde ein als hypothetisch annotiertes Protein identifiziert, welches von dem
ORF pa0572 kodiert wird. Es handelt sich hierbei um ein Protein, mit prognostizierter
Lokalisation in der dufleren Membran oder im Kulturiiberstand. Welche genaue Funktion das
Protein einnimmt, ist bisher nicht bekannt.

Offensichtlich wird das Protein PA0572 nur im Wildtyp PAOI in den Kulturiiberstand
abgegeben. Zur Komplementierung wurde das Gen sprS auf einem Plasmid kodiert
(pBBRsprS) in beide Stdmme eingebracht. Die Proteinbande von PA0572 konnte nach
Einbringen des Plasmides ebenfalls in AsprS im Kulturiiberstand identifiziert werden

(Abbildung 3.16).

Der Wildtyp-Phinotyp konnte somit wieder hergestellt werden. Mittels real time-PCR wurde
die relative Menge des Transkriptes von pa0572 quantifiziert (ohne Abbildung).

Es wurde beobachtet, dass sich die Transkriptmengen von pa0572 im Wildtyp P. aeruginosa
PAO1 und in der Mutante AsprS nicht unterscheiden. Somit kann ausgeschlossen werden,
dass eine verdnderte Transkriptionsrate das Fehlen von PAO0572 im Kulturiiberstand
verursacht. Damit scheint fiir die Freisetzung von PA0572 in den Kulturiiberstand die

Anwesenheit von SprS notwendig zu sein.
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Abbildung 3.16 SDS-PAGE Analyse (12 %) der Kulturiiberstiinde von Pseudomonas aeruginosa PAO1
und AsprS. Die Proteine aus einem Kulturvolumen, das einer ODsgg,,, = 1,8 entsprach, wurden prizipitiert. Zur
Visualisierung der Proteine wurde das Gel mit Coomassie Brillant Blue gefirbt. PAO1 Wt = P. aeruginosa
PAOI1, AsprS = sprS-negativer Stamm, SprS++ = Uberexpression von sprS im Wildtyp, pPBBRIMCS =LV im
Wildtyp, AsprS/SprS++ = Komplementationsstamm, S = Standard (Precision Plus Protein™  Standard
(BioRad).

Bei der Identifizierung der im sprS-negativen Stamm verdnderten Proteine wurde zudem ein
Protein 1identifiziert, von dem in der Mutante signifikant geringere Mengen im
Kulturiiberstand vorhanden sind. Es handelt sich dabei um die Elastase LasB (PA3724), die
im Kulturiiberstand am stirksten prisent ist und einen bedeutenden Virulenzfaktor von
P. aeruginosa darstellt. Um die weiteren Verdnderungen des Proteinbandenmusters der
beiden Stimme genauer analysieren zu konnen wurde das Sekretom mittels

2D-Gelelektrophorese untersucht.
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3.6 Identifizierung SprS-abhingiger Proteine

Die mittlerweile als Standardmethode fiir die Aufkldrung zellulirer Funktionen und
Regulationsmechanismen etablierte Analyse bakterieller Proteome findet zunehmend ihre
Anwendung. In dieser Arbeit wurde die Methode der 2D-Gelelektrophorese genutzt, um einen
Uberblick iiber sekretierte Proteine zu gewinnen, die durch SprS kontrolliert bzw. beeinflusst

werden.

Dazu wurde das Sekretom des P. aeruginosa Wildtyps PAO1 mit dem der
korrespondierenden sprS-Deletionsmutante verglichen (Abbildung 3.17). Zellen aus UK
beider Stimme wurden geerntet und die Kulturiiberstinde isoliert (2.9). Jedes der
durchgefiihrten Experimente wurde dabei mit mindestens drei unabhidngigen
Proteinpriparationen durchgefiihrt. Die erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung, IEF)
wurde unter Verwendung von IPG-Streifen, die einen pH-Bereich von 3-11 abdeckten,
durchgefiihrt. Die weitere Auftrennung der Proteine nach deren GroBe erfolgte mittels
12 %-iger SDS-PAGE (2.19). Die Abbildung 3.17 zeigt die Aufnahmen der 2D-Gele des
Wildtyps P. aeruginosa PAO1 und des P. aeruginosa sprS-negativen Stammes AsprS. Unter
Verwendung der 2D-Software Delta2D (Decodon) wurden die miteinander zu vergleichenden
Gele tiibereinander gelegt (Abbildung 3.17), wobei die Protein-Spots des Wildtyp-Stammes
blau und die des sprS-negativen Stammes orange eingefarbt sind. Existieren die jeweiligen
Protein Spots in beiden Stimmen, so werden diese durch die Uberlagerung in schwarz
dargestellt. Der Bereich der IEF liegt zwischen pH 3 und pH 11, wobei die meisten dieser
Proteinspots einen isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 8 haben. Die Auswertung der 2D-
Gele ergab fiir die Gegeniiberstellung des P. aeruginosa Wildtyps PAO1 mit der
P. aeruginosa sprS-Mutante unter normalen Wachstumsbedingungen 416 veridnderte
Proteinspots, wobei nur die Proteine beriicksichtigt wurden, die mindestens 2fach reguliert

vorlagen.
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Abbildung 3.17 2D-SDS-PAGE des Sekretoms extrahierter Proteine von Pseudomonas aeruginosa PAO1
und AsprS nach Bebriitung bei 37 °C fiir 16 h. Die oberen beiden Gele zeigen das Proteinmuster des
Wildtyps P. aeruginosa PAO1 (links) und das Proteinmuster des sprS-negativen Stammes AsprS (rechts). Das
untere Bild zeigt die Uberlagerung der beiden Gele. Die Kulturiiberstinde der verschiedenen Stimme wurden
so eingestellt, dass sie der gleichen ODsg,, entsprachen. Unter Verwendung der 2D-Software Delta2D
(Decodon) wurden die miteinander zu vergleichenden Gele tiberlagert, wobei die Protein-Spots des Wildtyp-
Stammes blau und die des sprS-negativen Stammes orange eingefarbt sind.
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Von diesen Proteinen sind 45 Spots (t-Test mind. 90 %) um mindestens das Doppelte im
sprS-negativen P. aeruginosa Stamm erhoht, wihrend 28 Spots (t-Test mind. 90 %) mit einer
von mehr als der Hilfte verminderten Intensitit im Sekretom der sprS-Mutante detektiert
wurden.

Die Proteine einiger Spots, die ausschlielich in einem der beiden Stimme oder aber in
unterschiedlicher Intensitdt mittels der 2D-Software Delta2D identifiziert wurden, wurden
massenspektrometrisch  identifiziert. Das entstandene Massenspektrum wurde zur
Identifizierung der Proteine mit Spektren-Datenbanken verglichen und bei einer
Ubereinstimmung als Treffer angegeben. Diese Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau
Dr. Melanie Brocker und Frau Christina Mack im Labor von Prof. Dr. M. Bott am Institut fiir
Biotechnologie 1 (IBT-1) im Forschungszentrum Jiilich.

Insgesamt konnten 16 Protein-Spots erfolgreich massenspektrometrisch identifiziert werden.
Die restlichen Proben zeigten, vermutlich aufgrund einer zu geringen Proteinmenge nur
unzureichende Massenspektren, die beim Vergleich mit den Datenbanken kein Ergebnis
lieferten. Haufig konnten mehrere Spots einem Protein zugeordnet werden, was auf
Proteinmodifikationen hinweist. Die Ergebnisse des Proteinmustervergleichs nach

erfolgreicher Identifikation mittels MALDI-TOF sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

75


http://www.fz-juelich.de/ibt/bott
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Tabelle 3.2 Ausgewiihlte Ergebnisse der Proteine, die wihrend der Kultivierung des Pseudomonas

aeruginosa Wildtyps PAO1 und der sprS-Mutante differentiell produziert werden.

Die Proteine von Interesse wurden nach ihrem tryptischen Verdau mittels Massenspektrometrie und
Datenbankvergleich identifiziert. Weiterhin sind zu jedem Protein der korrespondierende Genname und der
Genlocus anhand der Bezeichnung des P. aeruginosa-Genomprojektes (PA-Nummer) angegeben.

Spot-
Nr.

1

10
11
12
13
14

15

PA MW Expressions-
Funktion Gen ¥
Nr. [KDa] level
____________________________________________________________________________________|

PA4TA]l  Chaperone protein donall dnakl 684 479 T

Pa04E2 Lialatsynthase gicE TET 547 T

FA4385  GroEL protein grolL Tl 504 T

FA2R39  probable aminopeptidasze 85 497 |
chititn-binding protein ChpD

PANZ52 precutsor chpl 420 660 1

FANRSE  porin OpeD precursor opr D 424 498 T

PALTTT outer th emmbrane porin OpeF oprF 376 499 o
precursor

PART24  elastaseLazB iasE 537 8,238 1

FA4175  proteaseIV piv 422 @45 1

PA1094  flagellar cappingprotein FID Firye 494 6,52 T

PA2O01  acetyl-Cod acetidtransferaze afoF 40,4  a,03 T

PAZ250  lipoamide dehydrogenasze Val Ipd¥ 426 4,16 T

PALSET  lipoamide dehydrogenase-ge IpdG 50,2 648 T
probable bindingprotein

Pads00 com ponert of ABC transporter 39T g0 T

PADZ00  polyaminetransport protein spul 4006 697 T

PAS313  hypothetical protein 365 9482 T

1&

Die Symbole repriasentieren die differentielle Expression der Proteine des
Stammes AsprS im Vergleich zum Wildtyp PAOI.

T
!

O

hoch reguliert

herunter reguliert

gleich reguliert

P. aeruginosa sprS-negativen
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3 Ergebnisse

Es lassen sich generell drei Gruppen von Proteinen festlegen; Proteine, die im P. aeruginosa
sprS-negativen Stamm verstdrkt exprimiert werden (orange), Proteine, die weniger stark
exprimiert werden als im Wildtyp PAOI1 (blau) und Proteine, deren Intensitdt in beiden
Stimmen nahezu identisch ist (schwarz) (Abbildung 3.17).

Die verstarkt in dem sprS-negativen Stamm im Kulturiiberstand befindlichen Proteine sind
zum Grofiteil in Molekiiltransport und Membranaufbau involviert. Auch Chaperone konnten
identifiziert werden. Viele der im sprS-negativen Stamm schwicher sekretierten Proteine,
sind an der Virulenz des Bakteriums beteiligt. Hierbei handelt es sich um die Elastase LasB,
die Protease IV, eine vorhergesagte Aminopeptidase und um das Chitin-bindende Protein. Es
wurde beschrieben, dass durch die Freisetzung der Zink-Metalloprotease Elastase (LasB)
sowie der Protease IV Zellen und Gewebe des Wirts geschddigt werden (Engel et al., 1998b;
Kamath et al., 1998).

Um heraus zu finden, ob die enzymatische Aktivitit der beiden Proteasen im sprS-negativen
Stamm ebenfalls reduziert ist, wurden die Elastase- und Protease-IV-Aktivitit im
Kulturiiberstand ermittelt. Der photometrische Test der Elastaseaktivitit beruht auf der
Spaltung von mit Congo red gekoppeltem Elastin. Je hoher die Elastaseaktivitit ist, desto
mehr Elastin wird gespalten, und desto mehr freies Chromophor kann im Uberstand bei einer
Wellenlidnge von 496 nm gemessen werden. Der photometrische Test der Protease IV beruht
auf der Spaltung von Chromozym PL (tosyl-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide) nach (O'Callaghan et
al., 1996). EDTA wurde zusidtzlich in den Test gegeben, um die Aktivitdit von

Metalloproteasen, wie der Elastase LasB, zu hemmen.
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Abbildung 3.18 2D-SDS-PAGE der extrazelluliiren Fraktion extrahierter Proteine von Pseudomonas
aeruginosa PAO1 und AsprS in einem pH-Bereich von 3-11. (a) 2-D-Gele der Kulturiiberstande des
P. aeruginosa Wildtyps PAO1 und des sprS-defizienten Stammes AsprS. (b) Relative Spotintensitdt der

hervorgehobenen,

stark verdnderten Proteinspots.

(¢) Photometrischer Nachweis der Elastase- und

Protease IV-Aktivitidt im Kulturiiberstand von P. aeruginosa Wildtyp PAOI und im sprS-defizienten Stamm
AsprS. Es wurden zellfreie Kulturiibersténde in den Test eingesetzt. Die Kulturiiberstdnde wurden nach Zugabe
des Substrates fiir 4 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die optische Dichte der Uberstinde gemessen.
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In Abbildung 3.18¢ sind die relativen LasB- und Protease IV-Aktivititen des P. aeruginosa
sprS-negativen Stammes im Vergleich zum P. aeruginosa Wildtyp PAO1 angegeben. Die
Aktivititen der beiden Proteasen LasB und Protease IV haben im sprS-negativen Stamm
deutlich abgenommen, wobei die Aktivitit von LasB im sprS-negativen Stamm nicht mehr
messbar ist und die Protease IV lediglich eine Aktivitit von 2 % im Vergleich zum Wildtyp
aufweist. Damit konnten die Beobachtungen aus der 2D-SDS-PAGE-Analyse bestitigt

werden.

3.7 Transkriptomanalysen

Die Ergebnisse der 2D-Gele geben einen Uberblick dariiber, welche Proteine im sprS-
negativen Stamm beeinflusst wurden. Es wurde gezeigt, dass vor allem zwei der
prominentesten Proteasen von P. aeruginosa, die Elastase LasB und die Protease IV, eine
Verdanderung in der Proteinmenge zeigen. Der néchste Schritt sollte nun kldren, ob die
Verdnderung posttranskriptional stattfindet oder ob es sich um einen transkriptionellen Effekt
oder sogar eine Regulation handelt. Da es sich wie bei der Elastase LasB und der Protease IV
auch bei SprS um eine Protease handelt, sollte im Folgenden untersucht werden, ob eine Form
von koordinierter Regulation der P. aeruginosa-Proteasen nachgewiesen werden kann. Dafiir
wurde die Expression einer Auswahl an Proteasen aus P. aeruginosa mittels real time-PCR
quantifiziert. Die analysierten Proteasen sind zur Veranschaulichung in einer Tabelle
aufgelistet und absteigend nach Expressionsstéirke sortiert (Tabelle 3.3).

Die differentielle Expression der Protease-Gene wurde bestimmt, indem die Genexpression in
P. aeruginosa AsprsS auf die Expression in P. aeruginosa PAO1 bezogen wurde.

Die Hauptkulturen der beiden Stimme wurden bis zum Erreichen einer Zelldichte, die einer
ODsgonm = 3 entsprach, kultiviert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA aus den Stimmen
isoliert (2.7) und 250 ng der isolierten MRNA unter Verwendung spezifischer
Oligonukleotide (2.3) durch reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese in der
real time-PCR nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurden alle Ansétze zusétzlich ohne
reverse Transkriptase in die PCR eingesetzt. Bei der Quantifizierung der Transkription wurde
die Expression der untersuchten Gene auf das housekeeping-Gen rpoD bezogen, das
gleichzeitig als Positivkontrolle diente. Die Berechnung der Expressionsunterschiede erfolgte

iiber die Bestimmung der AACt (cycle threshold)-Werte.
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Das Diagramm der real time-PCR (Abbildung 3.19) stellt die relative Expression der
ausgewihlten Gene aus P. aeruginosa AsprS im Vergleich zum Wildtyp PAO1 dar. Dabei
verdeutlichen 2" -Werte groBer 1 eine erhohte Transkriptmenge bzw. 2 -Werte kleiner
1 eine verringerte Transkriptmenge in P. aeruginosa AsprS. Der fold change
(x-fache Anderung) stellt die quantitative Beurteilung der differentiellen Genexpressionen
dar.

Dieser Wert ist positiv, wenn die Transkription eines Gens gegeniiber der zu vergleichenden
Bedingung erhoht ist, bzw. negativ wenn die Transkription eines Gens geringer ist. Es
konnten deutliche Unterschiede beziiglich der Transkription der ausgewédhlten Gene
festgestellt werden. Eine erhohte Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp PAOI konnte
bei pal832 (sohB), pal242 (sprP), pa5474 und pa3649 beobachtet werden. Wesentlich
geringere Expressionslevel im sprS-negativen Stamm konnten bei pa0328, pa0766 (mucD),
pa0372, pa3986, pa0580 (gcp), pal871 (lasA), pa4275 (piV), pa2939 (pepB) und pa3724
(lasB) beobachtet werden. Desweiteren gibt es auch Proteasen, die in beiden Stidmmen
unverandert exprimiert werden, so dass man die untersuchten Gene generell in drei Gruppen

einteilen kann (Tabelle 3.3).

10 ~

0.1 A

n-fache Expressionsveranderung (fold change)

pal832
sprP
pas474
pa36d49
pa32s7
apra
pasi34
pa0328
mucD
pa0372
pa308e6
cp
lasA
piv
pa2939
1asB

Abbildung 3.19 Relative Expression diverser fiir Proteasen kodierender Gene von Pseudomonas
aeruginosa AsprS im Vergleich zum Wildtyp Pseudomonas aeruginosa PAO1. Dargestellt sind die 27!
Werte auf einer logarithmisch (log2) skalierten Ordinate. 2724 _Werte groBer 1 veranschaulichen eine erhéhte
Genexpression bzw. 2 -Werte kleiner 1 eine verringerte Genexpression in P. aeruginosa AsprS im
Vergleich zu P. aeruginosa PAOL.
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Es stellte sich heraus, dass es sich in der Gruppe, der im sprS-negativen Stamm geringer
exprimierten Proteasen, bei fiinf der neun Gene um die bereits als Virulenzfaktoren
beschriebenen Gene handelte. Insbesondere die Expression von /asB und piv ist in dem sprS-
negativen Stamm deutlich geringer als im P. aeruginosa Wildtyp PAO1. Aus den zuvor
gezeigten Ergebnissen der Sekretomanalysen lédsst sich schlieen, dass die auf Proteinebene
gezeigten Verdnderungen der Expression der Elastase LasB und der Protease IV bereits auf

Transkriptebene stattgefunden haben.

Tabelle 3.3 Ausgewiihlte Protease-Gene, die mittels real time-PCR analysiert wurden.
Kriterium fiir die Auswahl der Gene war das Vorhandensein einer putativen Signalsequenz. Die
Gene sind absteigend nach der Expressionsstirke im sprS-negativen Stamm angeordnet. Zu jedem
Gen wurde der korrespondierende Genlocus anhand der Bezeichnung des P. aeruginosa-
Genomprojektes (PA-Nummer), der Genname sofern vorhanden, sowie die Funktion des

PA-Nr. Gen-Name Funktion Expressions-
level
PA1832 probable protease 1
PA1242 sprP Peptidase S8, Subtilase farmily 1
PAS5474 probable metalloprotease 1
PA3649 Peptidase M50, Peptidase family M50 1
PA3257 periplasmic tail-specific protease o
PA1249 aprA alkaline metalloproteinase o
PA5134 probable carboxyl-terminal protease o
PA032S Pept:ldaseiMZS, Peptidase family MZS . .
Peptidase M42, M42 glutamyl aminopeptidase
PA0766 much serine protease l
PA0372 probable zinc protease 1
PA3086 Rhomboid, Rhomboid farmily l
PA0O580 gep O-sialoglycoprotein endopeptidase 1
PA1871 lasA LasA protease l
PAAL175 piV protease IV 1
PA2939 probable aminopeptidase l
PA3724 lasB neutral metalloproteinase l

In der Gruppe der im sprS-negativen Stamm verstérkt exprimierten Protease-Gene wurde deutlich,
dass die Expression des Gens einer weiteren Subtilisin-Protease aus P. aeruginosa hochreguliert
ist. P. aeruginosa besitzt lediglich zwei Subtilisin-dhnliche Proteasen; die in dieser Arbeit
beschriebene Autotransporter-Protease SprS (pa3535) und die Subtilisin-dhnliche Protease SprP
(pal242).
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Dieses Protein ist in der Pseudomonas-Datenbank (Winsor et al., 2009) als hypothetisches Protein
mit unbekannter Funktion annotiert. Es besteht aus 590 AS mit einer N-terminalen putativen
Signalsequenz von 22 AS. Es besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 64,9 kDa und das
kodierende Gen umfasst 1773 bp. Die Lokalisation des Proteins ist bislang unbekannt und wird im
Rahmen einer Dissertation analysiert. Es weist ein Signalpeptid auf, was fiir einen
extracytoplasmatischen Aufenthaltsort spricht. Das Protein beinhaltet eine fiir Subtilisin-dhnliche
Serinproteasen konservierte PeptidaseS8-Doméne am C-Terminus. Im Rahmen einer assoziierten
Diplomarbeit wurde das Protein nidher charakterisiert (Pelzer, 2009).

Um einen moglichen funktionellen Zusammenhang der beiden Proteasen zu untersuchen, wurden

im Folgenden transkriptionelle /acZ-Fusionen konstruiert.

3.8 Transkriptionelle /lacZ-Fusionen

Die Ergebnisse der real time-PCR-Analyse wiesen darauf hin, dass es eine Form von
koordinierter Regulation der Proteasen in P. aeruginosa gibt. Es sollte im Weiteren untersucht
werden, ob sich speziell die beiden Subtilisin-Proteasen SprS und SprP gegenseitig

beeinflussen, indem sie sich z. B. kompensieren.

Um die Expression der Gene liber eine ldngere Wachstumsphase zu untersuchen, wurden
transkriptionelle /acZ-Fusionen erstellt. Fiir die Reportergenfusion wurde ein 540 bp groBes
DNA-Fragment stromaufwirts des pal242-Gens (sprP) und ein 800 bp groBes DNA-
Fragment stromaufwirts des pa3535-Gens (sprS) ausgewihlt, welche die putativen nativen
Promotorbereiche enthalten. Nach Insertion in den Vektor pTZ110, der das promotorlose
lacZ-Gen tragt, wurde die Reportergenfusion in den Wildtypstamm PAO1 eingebracht. Um
Hintergrundaktivititen des lacZ-tragenden Vektors pTZ110 zu beriicksichtigen, wurde dieser
ebenfalls in den P. aeruginosa-Wildtyp eingebracht. Als MaB fiir die pal242 bzw. pa3535-
Promotoraktivitdit wurde die intrazelluldre PB-Galaktosidase-Aktivitit zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Wuchskurve bestimmt. Um festzustellen, ob die beiden Gene sprS und sprP
in der gleichen Phase des Wachstums exprimiert werden, wurde zunichst die

Promotoraktivitit beider Gene im Wildtyp P. aeruginosa PAOI betrachtet (Abbildung 3.20).
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Die Expression der beiden Gene sprS und sprP steigt mit zunehmender Wuchsdauer an. In der
stationdren Wachstumsphase wurde nach 11 h die maximale Expression beider Gene mit 2221
Miller-Units fiir sprP und 1779 Miller-Units fiir sprS bestimmt. Darauthin fallen die Werte ab
und bleiben dann, unter Berlicksichtigung der Standardabweichung, weitestgehend konstant.
Die Daten veranschaulichen zum einen, dass die beiden Gene zum gleichen Zeitpunkt
exprimiert werden und zum anderen, dass sprP stets stirker exprimiert wird als sprS. Die
dargestellten Wuchskurven wurden parallel zur Bestimmung der zelluldren B-Galaktosidase-
Aktivitdt bestimmt. Die Wuchskurven beider Stimme wiesen keine signifikanten

Unterschiede auf.

2500 ~ r 10

2000 H

ol 4

1500 4

oD 580 nm

1000 4

miler units/ min

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 123 24
Zeit [h]

sprS:lacZ W sprP:lac  ~O-sprS  —k—sprP

Abbildung 3.20 Expression der beiden Gene sprS und sprP in Pseudomonas aeruginosa PAO1. Die
dargestellten Miller-Units (Saulendiagramm) sind die Messwerte der episomalen Transkriptionsfusion
abziiglich der Hintergrundaktivitidt des Leervektors pTZ110. Die Wuchskurven (Liniendarstellung) wurden
parallel zur Bestimmung der [-Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Zelldichte wund die f-
Galaktosidaseaktivitit wurden in Dreifachbestimmung gemessen. Aus Griinden der Ubersicht sind die
Standardabweichungen nicht dargestellt. Diese waren fiir die Zelldichte nie groBer als 5 % und fiir die -
Galaktosidaseaktivitdt nie grofer als 33 % (Grafik mit dazugehdrigen Standardabweichungen: siche Anhang).
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Um das in der real time-PCR gezeigte Ergebnis der verstarkten Expression von sprP im sprS-
negativen Stamm néher zu untersuchen, wurden die beiden plasmidkodierten /acZ-Fusionen
sprS:lacZ und sprP:lacZ in den sprS-negativen Stamm eingebracht. Fiir die weiteren
Analysen wurde die B-Galaktoseaktivitit zu einem Zeitpunkt gemessen, an dem nahezu
gleiche Zelldichten vorlagen und sich die Zellen bereits in der stationdren Phase befanden.
Dazu wurde jeweils nach 8 h eine Probe entnommen und die f-Galaktoseaktivitdt bestimmt.
In Abbildung 3.21 ist zu erkennen, dass die Promotoraktivitit beider Gene im sprS-negativen
Stamm im Vergleich zur Promotoraktivitit im P. aeruginosa Wildtyp PAO1 etwa 10-fach
erhoht ist.
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Abbildung 3.21 B-Galaktosidaseaktivitit als Mafl der Promotoraktivititen im Wildtyp Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (rote Balken) und dem sprS-negativen Stamm AsprS (graue Balken). Es wurden Proben
nach Kultivierung von 8 h bei 37 °C in LB-Medium in den Test eingesetzt. Zu den promotortragenden
Plasmiden sprS:lacZ und sprP:lacZ wurde jeweils der Leervektor pBBRIMCS fiir die folgenden
Komplementationsstudien (siche Abbildung 3.22) eingebracht.
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Im sprS-negativen Stamm wird der Promotor der zweiten Subtilisin-Protease sprP verstérkt
abgelesen, was ebenfalls duch die real time-PCR Analyse gezeigt wurde. Dariiber hinaus ist
auch die Promotoraktivitit von sprS im sprS-negativen Stamm gesteigert, was darauf
hindeutet, dass das Fehlen von SprS durch eine verstirkte Transkription des eigenen Gens
kompensiert werden soll. Auch um diese Annahme zu bestitigen, wurden
Komplementationsstudien durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie sich die Promotoraktivititen
der beiden Gene im sprS-negativen Stamm durch Wiedereinbringen einer sprS-Plasmid-

kodierten, SprS-Kopie verdndern.
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Abbildung 3.22 B-Galaktosidaseaktivitit als Mafl der Promotoraktivititen im sprS -negativen
Pseudomonas aeruginosa Stamm AsprS. Es wurden Proben nach einer Kultivierung von 8 h bei 37 °C in
LB-Medium in den Test eingesetzt. Zusétzlich zu den promotortragenden Plasmiden sprS:lacZ und sprP:lacZ
wurde jeweils der Vektor pBBRsprS und der entsprechende Leervektor pPBBRIMCS in den sprS- negativen
Stamm eingebracht.
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Anhand der gewonnenen Daten (Abbildung 3.22) ist zundchst deutlich zu erkennen, dass
durch das Einbringen des auf dem Plasmid pBBRsprS unter Kontrolle des konstitutiven
lacZ-Promotors kodierten sprS-Gens die Promotoraktivitit von sprP wieder abfillt. Das
Einbringen des Leervektors pBBRIMCS diente dabei als Kontrolle. Der entsprechende
Stamm zeigte keinen Abfall der sprP-Promotoraktivitidt. Hiermit konnte der direkte Einfluss
von sprS auf die Promotoraktivitit von sprP bestitigt werden. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass auch die Promotoraktivitit von sprS selber durch Einbringen des sprS-Gens in

die Mutante absinkt, was die Prisenz eines Riickkopplungsmechanismus bestétigt.

3.9 Einfluss von SprS auf die Pathogenitit von Pseudomonas aeruginosa

Durch die vorangegangenen Experimente konnte gezeigt werden, dass die Produktion
verschiedener Virulenzfaktoren, z. B. die Rhamnolipid-Synthese, die Produktion der Elastase
LasB und der Protease IV oder die Hémolyse, durch SprS beeinflusst wird. Um die
Bedeutung der Protease fiir die Pathogenitit von P. aeruginosa in vivo untersuchen zu
konnen, wurde in Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr. Laurence Rahme der Harvard Medical
School, Massachusetts General Hospital in Bosten, durchgefiihrt von Herrn Rien Hoge, der
sprS-defiziente Stamm in die beiden etablierten Virulenzmodelle Drosophila melanogaster

und Arabidopsis thaliana eingesetzt und jeweils mit dem Wildtyp PAO1 verglichen.

3.9.1 Pathogenitiit von AsprS im Pflanzenmodell Arabidopsis thaliana

Um den Einfluss von SprS auf die P. aeruginosa-induzierte Phytopathogenitit zu
untersuchen, wurden Blitter von A. thaliana mit Zellen einer Ubernachtkultur des
P. aeruginosa-Wildtyps Stammes PAO1 und des sprS-negativen Stammes (AsprS) infiziert,
indem 10 ml der Bakteriensuspensionen, die zuvor auf eine Zelldichte entsprechend einer
ODggp von 0,002 eingestellt wurden, auf die Unterseite der Blitter aufgebracht wurden
(Abbildung 3.23) (Starkey & Rahme, 2009). Nach Infektion von jeweils vier Bldttern jeder
Pflanze mit den beiden Stdmmen erfolgte die Betrachtung des Infektionsverlaufs iiber vier
Tage. Die Anzahl der CFUs (colony-forming units), und damit die Anzahl lebensfdhiger
P. aeruginosa-Zellen innerhalb der Blitter, wurde am Tag der Infektion (Tag 0) sowie am

zweiten und vierten Tag nach der Infektion bestimmt.
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AP

Abbildung 3.23 Uberblick iiber die Infizierung des Pflanzenmodells Arabidopsis thaliana mit
Pseudomonas aeruginosa-Kulturen. Die Unterseiten der Blatter werden mit leichtem Druck durch die Spritze
mit den entsprechenden Kulturen infiziert. Es ist deutlich zu erkennen, wie die Fliissigkeit sich durch das Blatt
zieht. Nach der Infektion werden die Blitter {iber vier Tage inkubiert. Zum Auszédhlen der noch lebensféhigen
Bakterienzellen werden mit einem Korkbohrer Teile der Blétter entnommen, die Bakterien ausgewaschen und
in verschiedenen Verdiinnungen auf Agarplatten ausplattiert (modifiziert nach Starkey, 2009).

Am Tag der Infektion konnte sowohl in den mit dem Wildtyp infizierten Pflanzen als auch in
den Pflanzen, die mit dem sprS-negativen Stamm infiziert wurden, eine vergleichbare Anzahl
an CFUs bestimmt werden (Abbildung 3.24). Somit wurde sichergestellt, dass die
verwendeten Pflanzen mit einer vergleichbaren Bakterienzahl infiziert wurden. Im weiteren
Verlauf ergab sich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Vermehrungsrate der beiden

Stimme in den Pflanzen (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24 Vergleich der Virulenz von Pseudomonas aeruginosa PAO1 Wildtyp und der
sprS-Mutante (AsprS) in Arabidopsis thaliana. Angegeben ist die Anzahl der CFUs in A. thaliana am Tag
der Infektion (0) sowie zwei und vier Tage nach der Infektion. Dargestellt sind die Mittelwerte einer
Vierfachbestimmung mit den dazugehérigen Standardabweichungen.
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Wihrend aus den mit dem Wildtyp infizierten Blittern nach 2 Tagen im Mittel 4,2 x 10° und
nach 4 Tagen 16,4 x 10° CFUs isoliert werden konnten, wurden aus den mit der sprS-
defizienten Mutante infizierten Blitter 4,6 x 10° am zweiten und nur 3,9 x 10° CFUs am
vierten Versuchstag gewonnen. Diese Daten verdeutlichen, dass die Zelldichte des sprsS-
negativen Stammes im Wirt A. thaliana tiber den Zeitraum der Messung signifikant geringer
war als die des Wildtyps PAOI, was darauf hindeutet, dass der sprS-negative Stamm
verglichen mit dem Wildtyp in dem verwendeten Modellorganismus ein geringeres

phytopathogenes Potential aufweist.

3.9.2 Pathogenitit von AsprS in Drosophila melanogaster

Der Modellorganismus D. melanogaster zeichnet sich neben seiner geringen Grofle und der
damit verbundenen leichten Handhabbarkeit im Labor durch eine hohe Fortpflanzungsrate mit
Generationszeit von zwolf Tagen aus. Es gibt zwei unterschiedliche Methoden, um die Tiere
zu infizieren: das needle pricking und der feeding assay (Apidianakis & Rahme, 2009). Beide
Methoden wurden in dieser Arbeit verwendet, um die Pathogenitit der beiden Stdmme
P. aeruginosa PAO1 und AsprS in D. melanogaster vergleichend zu untersuchen. Die

Methode des needle pricking ist in Abbildung 3.25 veranschaulicht.

Abbildung 3.25 Uberblick iiber die Infizierung von Drosophila melanogaster mit Pseudomonas
aeruginosa-Kulturen. Fiir das needle pricking, d. h. fir die Infizierung mit einer 0,2 mm dicken Nadel, wurde
diese in die jeweilige Bakterienkultur eingetaucht und der dorsolaterale Thorax anschlieBend punktiert
(modifiziert nach Starkey, 2009).
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Die Mortalitdt der Fliegen korreliert mit der Fiahigkeit des Bakteriums, sich innerhalb des
Wirtsorganismus vermehren zu kénnen. Die Uberlebensrate der Tiere wurde auf signifikante
Unterschiede in den verglichenen Gruppen iiberpriift und in Abbildung 3.26 graphisch
dargestellt. Alle mit dem P. aeruginosa Wildtyp PAO1 infizierten Tiere verstarben signifikant
frither als die mit AsprS infizierten Tiere (Abbildung 3.26).

Wihrend die mit dem Wildtyp PAO1 infizierte Gruppe nach 40 h eine Uberlebensrate von
25 % aufwies, konnte beim sprS-negativen Stamm noch eine Uberlebensrate von etwa 70 %

ermittelt werden.
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Abbildung 3.26 Vergleich der Pathogenitit von Pseudomonas aeruginosa PAO1 Wildtyp und der
sprS-Mutante (AsprS) in einem Drosophila melanogaster Modell. Es wurde die Methode des needle
prickings angewandt und die Uberlebensrate in % zu bestimmten Zeiten [h] bestimmt.

Der Einfluss von SprS auf die Pathogenitit der Bakterien in D. melanogaster wurde durch
eine zweite, auf der feeding-Methode beruhende Versuchsreihe bestdtigt. Auch hierbei
ergaben sich signifikante Unterschiede in den Uberlebensraten der Tiergruppen nach
Infektion durch den P. aeruginosa Wildtyps PAO1 im Vergleich zum sprS-negativen Stamm
AsprS (Abbildung 3.27).
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Wihrend keines der mit dem Wildtyp PAOI1 infizierten Tiere nach 10 Tagen mehr

lebensfahig waren, konnten noch iiber 70 % der Tiere liberleben, die mit dem sprS-negativen

Stamm infiziert wurden.
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Abbildung 3.27 Vergleich der Pathogenitit von Pseudomonas aeruginosa PAO1 Wildtyp und der
sprS-Mutante (AsprS) in Drosophila melanogaster. Es wurde die Methode des feedings angewandt und die
Uberlebensrate in % einmal tiglich iiber insgesamt 15 Tage bestimmt.

Zur Veranschaulichung sind die Rohrchen abgebildet, in denen die Tiere gehalten und

ausgezdhlt wurden (Abbildung 3.28). Die Tiere, die mit dem Wildtyp-Stamm P. aeruginosa

PAOI infiziert wurden (links), waren nicht mehr lebensfahig, wiahrend die Tiere, die mit der

Mutante infiziert wurden, auch nach 15 Tagen eine deutliche Lebensfahigkeit zeigten (rechts).

Fagré

PAO1

AsprS

Abbildung 3.28 Vergleich der
Pathogenitit von Pseudomonas
aeruginosa PAO1 Wildtyp und
der sprS-Mutante (AsprS) in
einem Drosophila melanogaster
feeding-Modell. Links die nicht
mehr lebensfahigen Tiere, die mit
dem  Wildtyp-Stamm  PAOI1
geflittert wurden und rechts die
lebenden Tiere, die mit der
Mutante gefiittert wurden.
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4 Diskussion

4.1 Homologievergleiche und strukturelle Analyse der Serinprotease SprS

P. aeruginosa ist ein fakultativ pathogener Keim, der eine wichtige Rolle als Erreger bei
nosokomialen Infektionen und bei Patienten mit CF spielt. MaB3geblich fiir die Pathogenitit
von P. aeruginosa ist ein Arsenal an Virulenzfaktoren. Eine Gruppe von Proteinen, die mit
der Virulenz des jeweiligen Organismus in Verbindung stehen, sind die
Autotransporterproteine (AT-Proteine). Der Prototyp der AT-Proteine ist die I[gA-Protease aus
Neisseria gonorrhoeae, deren Proteasedomédne nach autoproteolytischer Spaltung in die
Umgebung entlassen wird (Pohlner et al., 1987). Durch Sequenzanalysen mit dem C-
Terminus des Esterase-Autotransporters EstA aus P. aeruginosa konnte ein weiterer ORF im
Genom von P. aeruginosa identifiziert werden, der Homologien zu Autotransportern aufweist
(Serci, 2006). Das Protein konnte anhand seiner Primarstruktur in drei konservierte Bereiche
eingeteilt werde. Es beinhaltet am N-Terminus den fiir PeptidasenS8 charakteristischen
Bereich. In der PeptidaseS8-Doméne ist die katalytische Triade mit den fiir Subtilisine
charakteristischen hoch konservierten Aminosédureresten (His, Asp und Ser) zu finden sowie
das fiir Subtilisin-Proteasen charakteristische GTSMA-Motiv. Das Protein wurde aufgrund
seiner Homologie zu Serinproteasen als SprS (Serinprotease S) bezeichnet.

Mittels dem SignalP-Server wurde in der Proteinsequenz ein Signalpeptid fiir SprS von 30 AS
vorhergesagt. Der C-Terminus von SprS enthélt den fiir Autotransporter charakteristischen
Bereich. AT-Proteine weisen eine Anordnung aus mindestens zwei Doménen auf, wovon die
N-terminale Translokationseinheit eine Signalsequenz fiir die Uberquerung der
Cytoplasmamembran iiber den Sec-Komplex beinhaltet und einen [-Faltblatt-reichen
C-Terminus. Mit dem C-Terminus bilden die AT-Proteine ihre eigene Translokationspore und
iiberqueren so die OM (Henderson et al., 1998; Yen et al., 2002). Die Sequenzanalysen
bestitigen, dass der C-terminale Teil von SprS einen hohen Anteil von B-Faltblatt-Strangen
mit einem periodischen Wechsel zwischen hydrophoben und hydrophilen Abschnitten
aufweist. Auch die vorhergesagte Grofie von 30-35 kDa ist typisch fiir Transportdoménen von
AT-Proteinen. Aus Alignments mehrerer bekannter, bakterieller Autotransporter war bekannt,
dass die letzte Aminosdure am C-Terminus bakterieller Autotransporter vom Typ Va meist

ein Phenylalanin oder Tryptophan ist (Jose et al, 1995; Henderson et al., 1998).
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An Position 3, ausgehend vom C-Terminus, wird Tyrosin bevorzugt, an Position 5 eine
weitere hydrophobe Aminosdure (Struyve et al., 1991). Der C-Terminus von SprS besitzt
ebenfalls an letzter Position ein Phenylalanin und ist an Position 3 und 5 durch hydrophobe
Aminosduren (W und V) besetzt. Somit ist die Zuordnung zur Gruppe der AT-Proteine sehr
wahrscheinlich. Bei der Typ V-Sekretion wird die OM im ungefalteten Zustand iiberquert, die
Ausbildung von Disulfidbriicken im Periplasma — ein oxidatives Millieu bei Gram-negativen
Bakterien — wiirde zur Ausbildung ungeeigneter Sekundérstrukturen flihren und die
Translokation storen (Klauser et al., 1992). Wie die meisten AT-Proteine besitzt SprS nur 2
Cysteine, wobei die Bildung von Disulfidbriicken bei AT-Proteinen selten auftritt. Es konnte
eine weitere Domédne in der Sequenz von SprS gefunden werden, die jedoch keinerlei
Ahnlichkeit zu anderen bisher bekannten Domiinen aufweist und sich zwischen den schon
beschriebenen N- und C-terminalen Doménen befindet.

Mit Hilfe der Rontgenkristallographie konnte bestétigt werden, dass die Autotransporter NalP
aus N. meningitidis und EstA aus P. aeruginosa eine raumliche Anordnung annehmen, die als
ein aus gegenldufigen  P-Faltblittern  bestehendes  Fass  umschrieben  wird
(van den Berg, ; Oomen et al., 2004). Wie die Integration in die Membran vonstatten geht
konnte bisher allerdings noch nicht geklart werden. Eine Hypothese ist, dass die C-terminale
hydrophobe aromatische Aminosdure (F oder W) Kontakt mit den Phospholipiden der
duBeren Membran aufnimmt, wonach sich die restlichen Aminosduren des B-Fasses spontan
in die Membran einfalten und eine porendhnliche Struktur bilden (Pohlner ef al., 1987; Jose et
al., 1995). Die erste und die letzte membrandurchspannende Region interagieren miteinander
und kniipfen Wasserstoftbriickenbindungen (Henderson et al, 1998). Weiterhin wird
vermutet, dass das Membranprotein Omp85 die Aufgabe eines periplasmatischen Chaperons
iibernimmt und die Faltung und Insertion vermitteln konnte (Voulhoux & Tommassen, 2004),
was jedoch fiir AIDA-I aus E. coli bisher nicht nachgewiesen werden konnte (Miiller et al.,
2005). Mit der Aufkldrung der dreidimensionalen Anordnung der Linker- und B-Fass-Domaine
von NalP und EstA konnte gezeigt werden, dass der a-helikale Linker das hydrophile Innere
des B-Fasses durchzieht.

Da die Rontgenstruktur von SprS bisher noch nicht bekannt ist, wurde in dieser Arbeit ein
Modell des C-Terminus von SprS angefertigt, um die Homologie zu den bisher bereits
vorhandenen Rontgenkristallstrukturen der beiden AT-Proteine NalP und EstA zu
vergleichen. Es konnte gezeigt werden, dass der C-Terminus von SprS ebenfalls die

Anordnung einer B-Fass-Doméne besitzt, sowie einen a-helikalen Linker, der das hydrophile
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Innere des B-Fasses durchzieht. Der das B-Fass durchziehende a-Helix konnte eine Rolle als
Faltungshelfer (Chaperon) zugesprochen werden (Oliver et al., 2003; Mogensen & Otzen,
2005; Mogensen et al., 2005; Berthiaume et al., 2007). Um Homologien zu AT-Proteinen zu
finden, wurde eine BLAST-Analyse durchgefiihrt. Diese zeigte eine starke Verbreitung des
AT-Proteins SprS in zahlreichen human- und phytopathogenen Pseudomonas-Spezies.
Weiterhin wurden auch homologe Proteine in anderen pathogenen Bakterien-Spezies
gefunden. Zur weiteren Spezifikation wurde die Pfam protein families database verwendet.
Die Analyse ergab insgesamt 153 Proteinsequenzen, die eine PeptidaseS8 Doméne und
zugleich eine Autotransporter Domine besitzen. Zur Ubersicht sind in der folgenden Tabelle

4.1 Subtilisin-dhnliche AT-Proteine gezeigt, die Homologien zu SprS und ebenfalls eine

PeptidaseS8 Doméne und eine C-terminale Autotransporter-Doméne aufweisen.

Tabelle 4.1 Ubersicht iiber Subtilisin-ihnliche Autotransporter verschiedener human- und
pflanzen-pathogener Bakterien. Die Proteine besitzen Homologie zu SprS und bestehen ebenfalls aus
den konservierten Bereichen der PeptidaseS8 Doméne und der C-terminalen Autotransporter Doméne.

Identitit [%]

Protein Spezies Literatur
zu SprS
SSP-h2 Serratia marcescens 38 (Ohnishi et al., 1997)
SSP-hl Serratia marcescens 37 (Ohnishi et al., 1997)
PspB Pseudomonas brassicacearum 44 (Chabeaud et al., 2001)
PrtB Pseudomonas fluorescens 43 (Woods et al., 2001)
SphB1 Bordetella pertussis 30 (Coutte et al., 2001)
NalP Neisseria meningitidis 27 (van Ulsen et al., 2001)
Serinprotease Pseudomonas fluorescens 67 (Kawai et al., 1999)
Serinprotease Xanthomonas axonopodis pv. citri 28 (da Silva et al., 2002)
. Xanthomonas campestris pyv. .

Serinprotease 27 (da Silva et al., 2002)

campestris
Putativer

Pseudomonas syringae pv. tomato 66 (Buell et al., 2003)
Autotransporter
Autotransporter Pectobacterium atrosepticum 32 (Bell et al., 2004)
Serinprotease, Subtilase ~ Burkholderia mallei 51 (Nierman et al., 2004)
Extrazelluldre
Serinprotease Burkholderia pseudomallei 50 (Holden et al., 2004)
EC=3.4.21.

. Xanthomonas campestris pv. .

Serinprotease 27 (Qian et al., 2005)

campestris
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Fortsetzung Tabelle 4.1

Xanthomonas campestris pv.

Autotransporter Subtilase 27 (Thieme et al., 2005)
vesicatoria
Putative Serinprotease
Pseudomonas entomophila 46 (Vodovar et al., 2006)
PspB EC=3.4.21.
Putative Serinprotease Pseudomonas aeruginosa 99 (Lee et al., 2006)
Autotransporter
) Proteus mirabilis 31 (Pearson et al., 2008)
(Serinprotease)

Es handelt sich dabei um Proteine verschiedenster Spezies, von denen bisher jedoch nur ein
geringer Teil charakterisiert wurde. Nur SphB1 aus B. pertussis und NalP aus N. meningitidis

konnten bisher beschrieben werden.

SprS zeigt zudem 24 % Homologie zu eukaryotischen Pro-Protein-Convertasen. In
Eukaryoten werden viele Pro-Hormone durch die Spaltung von speziellen Pro-Protein-
Convertasen (PPC) aktiviert. Die Subtilisin-&hnlichen Pro-Protein-Konvertasen wurden durch
Untersuchungen an Hefepilzen Mitte der 80er Jahre entdeckt. Es wurde nachgewiesen, dass
das Enzym Kexin aus

Saccharomyces cervisiae pro-hormonelle Vorldufer in Saugetierzellen korrekt spaltet
(Thomas et al., 1988). PPCs und andere Proteinkonvertasen spalten Vorldaufer von
Polypeptiden an spezifischen Resten und generieren damit bioaktive Peptide und Proteine.
Unter den Substraten der PPCs befinden sich zahlreiche Molekiile wie Prohormone, Vorlaufer
von Wachstumsfaktoren, Zelloberflichenrezeptoren und virale Oberflichen-Glykoproteine

(Van de Ven et al., 1993; Seidah et al., 1994; Richt et al., 1998).
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4.2 Heterologe Synthese und Versuche zur Aufreinigung des SprS-Proteins

Bei der Synthese von heterologen Membranproteinen, wozu ebenfalls die
Autotransporterproteine gehdren, kommt es aufgrund ihrer Topologie, die grofle hydrophobe
Bereiche aufweist, in der Regel zur Bildung unldslicher Proteineinschlusskorper, aus denen
die Riickfaltung in die native Form des Membranproteins nur selten gelingt. Fiir die
proteinbiochemische Analyse von SprS sollte dennoch versucht werden, dass Protein in
ausreichender Menge zu synthetisieren und aufzureinigen.

Um das Gen sprS im heterologen Wirt exprimieren zu konnen, wurden verschiedene
Expressionssysteme verwendet (Serci, 2006). Nach Klonierung in einen Expressionsvektor
erfolgte die heterologe Uberexpression u. a. in E. coli BL21(DE3), da dieser Stamm das Gen
der T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des /acUV5-Promotors im Genom integriert tragt.
Als Expressionsvektor diente pET22b(+), in dem das zu exprimierende Gen stromabwiérts des
T7-Promotors liegt. SprS konnte erfolgreich exprimiert werden, was sich bei der SDS-PAGE-
Analyse des GZE durch eine zusitzliche Proteinbande im Vergleich zur Leervektorkontrolle
zeigte. Frithere Analysen zeigten, dass die Proteinausbeute von SprS mit zunehmender
Expressionsdauer nach Induktion mittels IPTG bei 37 °C zunahm und nach 16 h eine
Abnahme der Proteinmenge zu verzeichnen war (Serci, 2006), was eine Folge von
proteolytischer Degradation des Proteins bei iiberméfBiger Produktion sein kann. Die
Uberexpression des Proteins kann toxisch fiir die Zelle sein und das Protein somit zum
Schutze der Zelle abgebaut werden. Da es moglich ist, SprS im heterologen Wirt E. coli
effizient zu exprimieren, wurde in der vorliegenden Arbeit zusitzlich ein Konstrukt von SprS
erstellt, dass einen C-terminalen Hexahistidin-7ag beinhaltet, um das Protein nach erfolgter
Uberexpression affinititschromatographisch mittels IMAC aufzureinigen. Um zu ermitteln,
ob SprS in Form unloslicher Aggregate synthetisiert wurde, schloss sich an die erfolgreiche
Uberexpression eine Loslichkeitsanalyse an. Diese Aggregate entstehen insbesondere, wenn
bei der rekombinanten Genexpression eine ungeniigende Anzahl von Chaperonen fiir eine
korrekte Faltung zur Verfiigung steht (Carrio & Villaverde, 2002), die Membranoberflidche,
wie bei vielen heterologen Expressionswirten, limitiert ist oder der Sekretionsapparat eine
rasche Absittigung erreicht, sodass die Translation der gebildeten Transkripte schneller
erfolgt, als der Einbau der Genprodukte in die Membran des Expressionswirts (Arechaga et
al., 2000; Drew et al., 2003). Eine SDS-PAGE-Analyse der entsprechend aufgetrennten

Fraktionen der sprS-Uberexpression zeigte, dass sich das Protein in der unldslichen
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Proteinfraktion befand. Ein vergleichbares Ergebnis wurde ebenfalls bei der Variante
erhalten, die den C-terminalen Hexahistidin-7ag enthielt. Mit dem Ziel, das SprS-Protein in
l6slicher  Form  zu  gewinnen, wurden  verschiedene  Modifikationen  der
Expressionsbedingungen durchgefiihrt, um die Aggregation des rekombinanten Proteins zu
verhindern. Eine Reduktion der Wachstumstemperatur, eine verkiirzte Expressionsdauer
sowie eine Verringerung der IPTG-Konzentration fiihrten zu keiner Verbesserung der
Loslichkeit von SprS. Es wurde ebenfalls versucht, dass Expressionsmedium zu wechseln und
mittels Autoinduktionsmedium eine moderatere Induktion zu erreichen, was sich jedoch als
erfolglos herausstellte. Der E. coli Expressionsstamm C43(DE3), der von Miroux und Walker
durch Screening-Methoden aus dem E. coli Stamm BL21(DE3) generiert wurde (Miroux &
Walker, 1996) und sich u. a. durch einen im Vergleich zu E. coli BL21(DE3) schwécheren
lacUV5-Promotor besser fiir die Expression von Membranproteinen auszeichnet, wurde
zusdtzlich als Expressionswirt verwendet. Wie in E. coli BL21(DE3) konnte das untersuchte
Zielprotein SprS auch in E. coli C43(DE3) lediglich unldslich akkumuliert exprimiert werden.
Aus diesem Grund wurde die Isolierung des SprS-Proteins nach Expression in Form von
inclusion bodies durch eine denaturierende Reinigung mittels IMAC durchgefiihrt. Somit
musste sich an die denaturierende Reinigung des unldslichen Proteins dessen Riickfaltung
anschliefen, sodass das Protein in einen katalytisch aktiven Zustand tliberfiihrt wurde. Die
Reinigung war zum Teil erfolgreich, wobei das Protein jedoch nicht selektiv mit der
Sdulenmatrix interagierte, sondern bereits in der Waschfraktion eluierte. Das Protein konnte
jedoch fiir weitere Tests in diesem angereicherten Zustand verwendet werden. Die Lauthéhe
der Proteinbande entsprach dem Molekulargewicht von 105 kDa, was der erwarteten
VolllangengroBe des zu charakterisierenden Proteins entsprach. Es wurde eine in vitro-
Riickfaltung durchgefiihrt und diese durch verschiedene Proteaseaktivititstests {iberpriift. Es
konnte jedoch in keinem Fall eine messbare Aktivitit gegeniiber géngigen Protease-
Substraten beobachtet werden.

Die Mehrheit der Subtilisine wird als Prd-Proenzym mit einem N-terminalen Signalpeptid,
gefolgt von einem Prosegment, synthetisiert (Siezen & Leunissen, 1997). Das Prosegment ist
allgemein nicht konserviert und kann als intramolekulares Chaperon fungieren (Ohta et al.,
1991). Wir konnten nur das Volllingenprotein SprS in E. coli nachweisen. Dies kann
einerseits bedeuten, dass SprS keiner Autoproteolyse unterliegt und die N-terminale
Verldngerung nicht abgespalten wird, oder aber, dass es nicht korrekt zuriickgefaltet wurde

und somit noch immer in einer fehlgefalteten und inaktiven Konformation vorliegt. Auch die
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Abwesenheit spezifischer Proteasen im heterologen Wirt konnte die fehlende Aktivitdt
erkliren. Es ist zu diesem Zeitpunkt nicht moglich, eine Aussage iiber den Erfolg der
Riickfaltung zu machen, da bisher kein Substrat fiir SprS bekannt ist. Andere Vertreter aus der
Gruppe der Subtilisin-dhnlichen Proteasen spalten beispielsweise nur sehr spezifisch und
zeigen keine Aktivitdt bei herkdmmlichen Substraten wie Casein (Ohnishi et al., 1997; Kawai

et al., 1999; Chabeaud et al., 2001).

Um das Protein 16slich exprimieren zu konnen und das Ereignis der korrekten Faltung in der
duBeren Membran zu umgehen, wurde in einem weiteren Versuch anhand einer
Motivvorhersage nur die den N-terminalen Teil des Proteins kodierende Gensequenz, d. h. der
Bereich, der den katalytisch aktiven Teil beinhaltet, so kloniert, dass das Protein mit einem C-
terminalen Hexahistidin-7ag produziert wurde. Das Fragment konnte erfolgreich kloniert
werden, und das konstruierte Plasmid wurde fiir die Expression in den E. coli-Stamm
BL21(DE3) eingebracht. Es konnte jedoch zu keiner Zeit der Expression eine zum Leervektor
deutlich zu unterscheidende Proteinbande in der SDS-PAGE identifiziert werden. Anhand des
vorhandenen Hexahistidin-7ags wurde die Expression des Proteins unter Verwendung eines
spezifischen Antiserums (Anti-His6-Antikdrper) mittels Westernblotanalyse untersucht. Das
Ergebnis bestétigte eine erfolgreiche, 16sliche Expression des N-Terminus von SprS, die
allerdings so schwach war, dass sie auf der SDS-PAGE nicht zu erkennen war.

Weitere Versuche, dass verkiirzte Protein effektiver zu produzieren, blieben erfolglos. Es
wurde ebenfalls die Expressionstemperatur, die IPTG-Konzentration, die Dauer der
Expression und auch der Expressionsstamm variiert. In den verwendeten
Proteaseaktivitétstests konnte keine Aktivitit des N-Terminus von SprS gegeniiber gingigen
Substraten verzeichnet werden.

Es ist somit davon auszugehen, dass die angenommene inkorrekte Faltung des C-Terminus in
der dufleren Membran nicht der alleinige Grund fiir die fehlende, messbare Aktivitdt war. Da
es sich bei SprS um eine Subtilisin-dhnliche AT-Protease handelt, ist es nicht auszuschlieBen,
dass das Protein SprS ein Propeptid besitzt, welches unter bestimmten Bedingungen
autokatalytisch oder aber durch andere Proteasen abgespaltet wird und erst danach in aktiver
Form vorhanden ist. Demzufolge wurde SprS im homologen Wirt P. aeruginosa
iiberexprimiert, da dort die zur vermuteten Prozessierung notwendigen Proteine oder
mogliche Chaperone vorhanden sein sollten. Dazu wurde ebenfalls ein T7-Expressionssystem

verwendet. Bereits die Anzucht der Zellen, die das Expressionsplasmid beinhalteten, erwies
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sich als aussichtslos. Die starke Expression von sprsS fiihrte zu einer Aggregation der Zellen,
so dass eine vergleichbare Messung der optischen Dichte nach Anzucht iiber Nacht nicht
moglich war. Dieses Ergebnis legt jedoch nahe, dass die Protease SprS im homologen Wirt
Pseudomonas in aktiver Form produziert wird und somit Mechanismen existieren, die eine
korrekte Faltung oder aber eine Aktivierung der AT-Protease bewirken. Da die
Uberexpression mittels eines T7-Expressionssystems offenbar zu stark war, wurde fiir die
folgenden Versuche ein moderateres System unter der Kontrolle eines /ac-Promotors

verwendet.

4.3 Abhiingigkeit der sprS-Expression von der Wuchsphase und der Temperatur

Da die AT-Protease SprS in P. aeruginosa im Gegensatz zur heterologen Expression in
E. coli in aktiver Form produziert wird und eine sprS-Uberexpression zu Verinderungen der
Zellmorphologie fiihrt, wurden zur weiteren Charakterisierung Transkriptionsanalysen
durchgefiihrt, um einen Einblick iiber den zeitlichen Verlauf der Transkription von sprS zu
bekommen. Es wurde zunichst untersucht, zu welchem Zeitpunkt des Wachstums die
Transkription von sprS erfolgt, um somit erste Schliisse iiber die evtl. Funktion des Proteins
treffen zu konnen. Es wurden /acZ-Fusionen konstruiert und die Transkription von sprS
indirekt iiber die f-Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass sprS unter
Laborbedingungen in P. aeruginosa transkribiert wird und nach 11 h Wachstum die maximale
Genexpression erreicht wurde. Damit scheint sprS in der spdt-logarithmischen Phase des
Wachstums seine physiologische Aufgabe zu erfiillen, so wie es von diversen
Virulenzfaktoren bekannt ist, dass sie Zelldichte-abhidngig in einer spidten Wachstumsphase
gebildet werden (Withers et al., 2001; Smith & Iglewski, 2003). Zudem konnte im Wildtyp
P. aeruginosa PAO1 unter Labordedingungen nur eine relativ schwache Expression von sprS
verzeichnet werden, was ebenfalls fiir andere Gene von Virulenzfaktoren gezeigt wurde; die
nur unter bestimmten Expressionsbedingungen z. B. in Gegenwart eines Wirtes, verstirkt
abgelesen werden (Hu et al., 2009; Termine & Michel, 2009). Der Wildtyp P. aeruginosa
PAOI1 wurde bei verschiedenen Temperaturen kultiviert und die Expression von sprS mittels
real time-PCR nachverfolgt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Expression
von sprS bei niedrigen Temperaturen verstirkt erfolgt. Bei einer Temperatur von 25 °C

konnte eine 2,5-fach stirkere Expression von sprS im Vergleich zu 37 °C gemessen werden.
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Die Temperatur-abhdngige Expression der Protease spiegelt die Anpassungsfihigkeit von
P. aeruginosa an verinderte Bedingungen wider, die das Uberleben des Keimes bei
niedrigeren Temperaturen ermdglicht, wie sie beispielsweise in Krankenhdusern, an Kathetern
und Drainagen auftreten konnen. P. aeruginosa ist in der Lage bei Raumtemperatur zu
wachsen, wodurch eine Infektion mit dem Bakterium erleichtert wird. Die Virulenz dieses
opportunistischen Pathogens ist multifaktoriell und von der Freisetzung vieler extrazellulédrer
Toxine wund degradierender Enzyme abhéngig, die durch die verschiedensten
Sekretionssysteme  transportiert werden. Die Expression der Komponenten der
Sekretionssysteme und der sekretierten Proteine selbst muss somit bereits bei niedrigen
Temperaturen erfolgen (Termine & Michel, 2009), was ein Grund fiir die Expression von

SprS bei niedrigen Temperaturen darstellt.

4.4 Phanotypische Verinderungen des sprS-negativen Stammes

Bisherige Untersuchungen zur Funktion von SprS konnten zeigen, dass das Protein in der
spiaten Wuchsphase gebildet wird. Zur genaueren Aufklidrung der Funktion des Proteins
wurde ein sprS-negativer Stamm (AsprS) konstruiert, dessen sprS-Gen durch Insertion einer
selektierbaren Gentamycin-Resistenzkassette (Q2-Gm') ausgetauscht wurde (Serci, 2006).

Es musste ausgeschlossen werden, dass ein Einfluss der Deletion von sprS auf das
Wachstumsverhalten von P. aeruginosa besteht, da bereits in vorherigen Studien gezeigt
werden konnte, dass Membranproteine das Wachstumsverhalten des jeweiligen Organismus
beeinflussen konnen (Sauer & Camper, 2001). Es ist essentiell fiir phénotypische
Untersuchungen, gleiche Zelldichten heranzuziehen, weshalb der erste Schritt der
phénotypischen Analysen die Uberpriifung des Wachstumsverhaltens der beiden Stimme
AsprS und PAO1 war. Wachstumstest mit beiden Stimmen wurde in Vollmedium (LB) unter
standardisierten Laborbedingungen durchgefiihrt und iiber 25 h analysiert. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Stammen. Die Zelldichten der beiden
Stamme konnten somit verglichen werden, wobei Unterschiede des Wuchses in fliissigem
Medium der beiden Kulturen auftraten. Wéhrend die Zellen des Wildtyps P. aeruginosa
PAOI1 ein normales Wachstum ohne Verklumpung zeigten, konnte im sprS-negativen Stamm
eine starke Aggregation in UK festgestellt werden. Diese Verinderung der adhisiven

Eigenschaft weist auf eine verdnderte Zelloberfliche der Zellen von AsprS hin.
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Die Aggregatbildung wurde néher untersucht, indem beide Stimme zu gleichen Zelldichten
angezogen und anschlieBend mikroskopisch analysiert wurden. Der sprS-negative Stamm
zeigte im Vergleich zum Wildtyp die Ausbildung von Zell-Zellaggregaten und somit ein
verstarktes Anheften der Zellen untereinander. Das Anheften von Bakterienzellen an
Wirtsepithelzellen stellt den ersten Schritt einer Infektion dar, wofiir beispielsweise Flagellen,
Pili, Adhédsine oder andere Membranproteine verantwortlich sind (Donlan & Costerton, 2002).
Aber auch das Anheften der Zellen untereinander spielt eine entscheidende Rolle
insbesondere bei der Biofilmbildung; hierbei bilden sich Mikrokolonien aus, die in der Folge
durch Zellaggregation und Einbettung in eine Exopolysaccharid-Matrix zum reifen Biofilm
akkumulieren (Stoodley et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass der Ubergang von einer
planktonischen in eine sessile Lebensform, wie sie im Biofilm vorkommt, durch
Genregulationsvorgénge kontrolliert wird (Prigent-Combaret et al., 1999; Stoodley et al.,
2002).

Ob die vermehrte Bildung von Zellaggregaten in AsprS Einfluss auf die Biofilmbildung hat,
wurde in Biofilmstudien analysiert. Hierzu wurde der P. aeruginosa Wildtyp PAO1 und der
sprS-negative Stamm in Mikrotiterplatten iGN kultiviert, die planktonischen Zellen entfernt
und die adhédrierten Zellen mit dem Farbstoff Kristallviolett angeféarbt. Durch Extraktion des
Farbstoffes mit Ethanol konnte eine quantitative Aussage iiber die Biofilmbildung getroffen
werden. Es wurde beobachtet, dass beim sprS-negativen Stamm AsprS gegeniiber dem
Wildtyp die fiinffache Menge an Biomasse an die Mikrotiterplatten-Oberfldche adhirierte.
Dieses Ergebnis weist darauthin, dass die verstirkte Zellaggregation mit der Biofilmbildung
korreliert, moglicherweise hervorgerufen durch eine Verdnderung der Zelloberfliche des
sprS-negativen Stammes. Es ist bekannt, dass sich im Verlauf der Biofilmbildung die im
planktonischen Zustand motilen Bakterien von den Flagellen trennen und somit ihre
Beweglichkeit verlieren. In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der sprsS-
negative Stamm die Fahigkeit zur Fortbewegung verloren hat (Serci, 2006). In dieser Arbeit
wurden weitere phinotypische Untersuchungen in Bezug auf die Beweglichkeit und die
Virulenz der beiden Stimme durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass die Fahigkeit von
P. aeruginosa sich durch Schwirmen fortzubewegen, die Produktion des Biodetergenz
Rhamnolipid voraussetzt (Kohler ef al., 2000). Daraufhin wurde die Rhamnolipidproduktion
in beiden Stimmen durch einen drop-collapse-Test ndher untersucht. Hierbei stellte sich
heraus, dass der Kulturiiberstand des sprS-negativen Stammes weniger Biodetergenz enthilt,

was durch eine kugelrunde Form des Tropfens zu beobachten war. Der Tropfen des
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Kulturiiberstandes des Wildtyps hingegen zeigte eine durch Herabsetzen der
Oberflichespannung ausgebreitete Form und somit das verstirkte Vorhandensein von
Biodetergenz.

Das Biodetergenz Rhamnolipid wurde zuerst mit der Eigenschaft zur Himolyse und somit mit
der Auflosung von Erythrozyten in Verbindung gebracht (Sierra, 1960). P. aeruginosa besitzt
die Féhigkeit zur B-Hadmolyse, wobei die Erythrozyten geschddigt werden und das
Hiamoglobin freigesetzt wird. Dort wird es zum Teil an Haptoglobin gebunden und teilweise
als freies Himoglobin an das Plasma abgegeben. Die Himolyse wurde als weiterer Phénotyp
in den beiden Staimmen PAO1 und AsprS zunichst qualitativ auf Frischblutagar untersucht.
Wihrend der P. aeruginosa Wildtyp PAOI1 eine deutliche Himolyse aufzeigte, konnte beim
sprS-negativen Stamm keine Hamolyse und damit keine Auflésung der Erythrozyten
festgestellt werden. Die Hamolyse wurde ebenfalls quantitativ analysiert, indem die
Konzentration des durch die Himolyse ausgetretenen Himoglobins photometrisch ermittelt
wurde. Diese Analyse ergab, dass der Stamm AsprS eine um 2,5-fach reduzierte
Héamolysefahigkeit besitzt.

Die Ergebnisse der bisher untersuchten Phinotypen lieBen die Vermutung autkommen, dass
die sprS-Deletion einen Einfluss auf die Virulenz haben konnte. Darauthin wurden weitere
Phanotypen untersucht, die mit der bakteriellen Bindung an die Epithelzellen des
Respirations- oder des Gatsrointestinaltraktes sowie anderer Organe zusammenhédngen. Fiir
diesen Vorgang sind u. a. das Flagellin und das FliD-Protein (Scharfman et al., 2001), sowie
die Typ IV Pili (Hahn, 1997) verantwortlich. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass
YadA-exprimierende Bakterien die Féhigkeit besitzen, zu aggregieren (Skurnik et al., 1984).
Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde festgestellt, wie die YadA-Lollipops
bei der Autoagglutination &hnlich einem Reilverschluss miteinander in Kontakt treten
(Hoiczyk et al., 2000). Es wird diskutiert, dass die Autoagglutination die Bildung von
Mikrokolonien in infizierten Geweben oder Organen induzieren bzw. stabilisieren konnte und
als Zwischenschritt der Biofilmbildung diskutiert wird (Hendrixson & St Geme, 1998). Die
Bildung von Mikrokolonien stellt daher fiir Bakterien einen Schutzmechanismus gegen die
Wirtsabwehr und die Wirkung antimikrobieller Peptide dar (Donlan & Costerton, 2002). Die
verstirkte Fihigkeit zur Autoagglutination des sprS-negativen Stammes und damit zur
verstiarkten Bildung von Biofilm konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden. Weitere

wichtige Adhéasionsfaktoren neben den bisher benannten sind die filamentosen
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Hamagglutinine. Die Hidmagglutination ist hédufig mit der Expression von Adhéisinen

assoziiert, die an der Kolonisation von Schleimhéuten beteiligt sind (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1 Bildliche Darstellung einer
Pseudomonas-Infektion der Lungenepithelzellen.
Der erste Schritt der Infektion ist die Adhdsion von
Pseudomonas (oberer, braun gefirbter Teil) an die
Wirtszellen (unterer, blau gefarbter Bereich). Dafiir
sind u. a. Adhiésine, Flagelline, Typ IV Pili und
filamentdses Himagglutinin verantwortlich (hier als
rot gefirbte Filamente abgebildet) (Graham Johnson,
http://www.molecularmovies.com/showcase).

In B. bronchiseptica wird das filamentdse Hamagglutinin (FhaB) als der wichtigste
Adhésionsfaktor angesehen, da seine Expression fiir die erfolgreiche Kolonisierung des
respiratorischen Trakts unbedingt erforderlich ist (Cotter ef al., 1998). Am N-terminalen Ende
befinden sich mehrere Proteindoménen, die fiir die Anheftung an eukaryotische Zellen
verantwortlich sind (Arico et al., 1993). Das N-terminale Ende von FhaB kann allerdings
auch von der Bakterienoberfliche abgespalten werden, was fiir die Verbreitung der Bakterien
innerhalb des Wirtsorganismus bzw. auf einen Folgewirt erforderlich ist (Menozzi et al.,
1994). Da P. aeruginosa ebenfalls Proteine besitzt, die hdmagglutinierende Eigenschaften
aufweisen, z. B. die beiden Lektine LecA und LecB, sowie das filamentdose Himagglutin
PA0041, wurden Untersuchungen iiber die Fahigkeit der beiden Stimme PAO1 und AsprS zur
Hamagglutination von Schafserythrozyten durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchung
zeigten, dass der sprS-negative Stamm eine verstirkte Fahigkeit zur Himagglutination besitzt,
was durch eine eingeschrinkte Prozessierung adhdrierender Proteine durch das Fehlen von
SprS an der Zelloberfldche erkldrt werden konnte. Somit konnte eine mdgliche Funktion von
SprS der Abbau bzw. die Prozessierung von Adhédsinen an der Zelloberflache sein.

Durch die vermehrte Zell-Zellaggregation und die verstirkte Hamagglutination wurde eine
Verdnderung der Zelloberfliche des sprS-negativen Stammes vermutet. Bereits aus anderen
Arbeiten ist bekannt, dass Subtilisin-dhnliche AT-Proteasen an der Prozessierung von
Zelloberflichen-exponierten Proteinen beteiligt sind. So ist SphB1 aus B. pertussis an der

Prozessierung des filamentdsen Hamagglutinins (FHA) beteiligt (Coutte et al., 2001), AasP
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aus Actinobacillus pleuropneumonia modifiziert das Lipoprotein OmlA (Ali et al., 2008) und
NalP aus N. meningitidis prozessiert die Proteasen App und IgA (van Ulsen ef al., 2003).

4.5 Studien zum Einfluss von SprS auf die Proteinzusammensetzung der dufleren
Membran und des Sekretoms

Um die prozessierende Féhigkeit von SprS zu untersuchen, wurde als ndchster Schritt die
duBere Membran der Zellen der beiden Stimme PAO1 und AsprS isoliert und durch SDS-
PAGE analysiert. Es gab deutliche Abweichungen in den Proteinmustern der beiden Stimme.
Die unterschiedlichen Banden wurden aus dem Gel eluiert, tryptisch verdaut und
massenspektrometrisch analysiert. Dabei zeigte sich, dass vor allem Proteine der dufleren
Membran, die beim Transport von Néhrstoffen eine Rolle spielen, in der Mutante verstarkt
vorhanden sind. Das Protein OprQ (pa2760) zeigt im sprS-negativen Stamm eine deutlich
prominentere Proteinbande als im Wildtyp PAO1. Das duflere Membranprotein OprQ gehort
zur Familie der OprD-Proteine (Jaouen et al., 2006; Tamber et al., 2006). Es wurde gezeigt,
dass das Protein OprQ ein bedeutender Virulenzfaktor bei der Infektion durch P. aeruginosa
ist und an der Adhésion an Wirtszellen beteiligt zu sein scheint (Arhin & Boucher). Die
verstiarkte Adhdsion des sprS-negativen Stammes kann somit zum Teil auch durch die
Uberexpression des Proteins OprQ erklirt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass SprS die Proteinzusammensetzung der dufleren Membran
beeinflusst. Weiter sollte untersucht werden, ob ebenfalls Proteine des Kulturiiberstandes
verdndert werden, indem sie beispielsweise von SprS prozessiert und freigesetzt werden und
somit im sprS-negativen Stamm in einer geringeren Menge vorhanden sind.

Dazu wurde die Proteinzusammensetzung des extrazelluldren Bereiches mittels SDS-PAGE
analysiert. Es gab auch hier Unterschiede in der Proteinzusammensetzung, die nach
tryptischen Verdau massenspektrometrisch analysiert wurde. Im hochmolekularen Bereich
wurde ein Protein identifiziert, das im sprS-negativen Stamm nicht vorhanden war. Es handelt
sich hierbei um das Protein, das durch den ORF pa0572 kodiert wird. Die genaue Funktion
des Proteins ist bisher nicht bekannt. Es beinhaltet ein Zink-Metalloproteasemotiv und wurde
als mogliches Substrat des Xcp-Apparates beschrieben (Seo ef al., 2009). Ein moglicher
Defekt des Xcp-Apparates und dadurch das Fehlen von PA0572 im Kulturiiberstand des sprS-

negativen Stammes kann zwar nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Jedoch konnte bei
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anderen Substraten des Typll-Sekretionsapparates, wie bei der Lipase LipA und LipC
(Martinez et al., 1999; Rosenau & Jaeger, 2000) eine verstirkte Aktivitiat im Kulturiiberstand
des sprS-negativen Stammes im Vergleich zum Wildtyp-Stamm PAOI1 gezeigt werden
(Tabelle 3.1). Somit ist nicht anzunehmen, dass ein mdglicher Deffekt des Xcp-Apparates die
Ursache fiir das Fehlen von PA0572 im Kulturiiberstand von AsprS ist. Weiterhin scheint
SprS die Freisetzung von PA0572 in den Kulturiiberstand zu beeinflussen. Real time-PCR-
Analysen ergaben, dass die Transkriptmenge von pa0572 in beiden Stimmen vergleichbar
war, so dass davon auszugehen ist, dass die reduzierte Menge des Proteins im Kulturiiberstand
nicht mit der Transkription des Gens in Verbindung steht. Es bleibt somit festzuhalten, dass
die Freisetzung von PA0572 in den Kulturiiberstand die Anwesenheit von SprS benétigt. Ein
weiteres, sekretiertes Protein, das im sprS-negativen Stamm weniger stark vorhanden ist, als
im Wildtyp PAOL ist die Elastase LasB (pa3724). Das Protein stellt einen der bedeutendsten
Virulenzfaktoren von P. aeruginosa dar.

Um einen besseren Uberblick iiber die Verinderung der extrazelluldren
Proteinzusammensetzung im sprS-negativen Stamm zu bekommen, wurde eine
Sekretomanalyse mittels differentieller 2D-Gelelekrophorese durchgefiihrt. Es wurden IPG-
Streifen, die einen pH-Bereich von 3-11 abdeckten und eine darauf folgende 12 %-ige SDS-
PAGE eingesetzt. Die 2D-Gele wurden nach dem Lauf mit der Software Delta2D (Decodon)
verglichen und analysiert. Es wurden insgesamt 416 verdnderte Proteinspots identifiziert. Es
fiel auf, dass im sprS-negativen Stamm die Anzahl der Proteinspots im Vergleich zum
Wildtyp PAOI1 erhoht war. Eine Zelllyse des sprS-negativen Stammes kann jedoch
ausgeschlossen werden, da weitere Ergebnisse zeigten, dass dieser Stamm im Vergleich zum

Wildtyp eher weniger stark lysiert (Anhang, Abbildung 8.3).
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Die Analyse der 2D-Gele ergab, dass 45 Proteinspots im sprS-negativen Stamm um
mindestens das Doppelte erhoht sind und 28 Proteinspots mit einer um mehr als der Halfte
verminderten Intensitdt im Sekretom von AsprS vorhanden sind. Zur weiteren Analyse wurde
eine Auswahl der in der Intensitdt verdnderten Proteinspots aus den Gelen eluiert, tryptisch

verdaut und massenspektrometrisch identifiziert.

Die Ergebnisse zeigten, dass im sprS-negativen Stamm vor allem Proteine vermehrt
vorhanden sind, die mit der Adhdsion des Bakteriums in Verbindung stehen, wie das Protein
FliD (Arora ef al., 1998). Somit konnten die zuvor beschriebenen Ergebnisse einer verstirkten
Adhisionsfahigkeit von AsprS bestitigt werden. Ferner ergaben die FErgebnisse der
massenspektrometrischen Analyse, dass im sprS-negativen Stamm insbesondere Proteasen
herunterreguliert sind, vor allem die prominentesten Proteasen aus P. aeruginosa, die Elastase
LasB und die ProteaselV. Somit konnte das Ergebnis der SDS-PAGE-Analyse der
untersuchten Kulturiiberstinde bestétigt werden. Zur Quantifizierung wurde die Menge der
Proteinspots bestimmt. Es konnte eine Differenz der Proteinmenge im sprS-negativen Stamm
von 55 % im Vergleich zum Wildtyp PAOL fiir die Elastase LasB und 66 % fiir die Protease

IV gemessen werden.

Die verdnderte Proteinmenge bedingt jedoch nicht zwangsweise auch eine Verdnderung der
Aktivitdt der jeweiligen Proteasen. Da die enzymatische Aktivitit aber die entscheidende
Rolle bei der Virulenz des Organismus spielt, wurde die Aktivitdt der Proteasen LasB und
Protease IV in einem Proteaseaktivititstest photometrisch bestimmt. Der photometrische Test
zur Bestimmung der FElastase-Aktivitit beruht auf der Spaltung von mit Congo red
gekoppeltem Elastin. Die Aktivitdt der Elastase LasB im sprS-negativen Stamm war so
gering, dass sie unter die Nachweisgrenze fiel. Das Protein konnte allerdings auch im sprS-
negativen Stamm in geringen Mengen mittels SDS-PAGE detektiert werden, zeigte allerdings
keine messbare Aktivitdt. Die Protease IV-Aktivitit wurde mit Hilfe eines photometrischen
Tests analysiert, der auf der Spaltung von Chromozym PL (tosyl-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide)
beruht. Die Protease IV wies im sprS-negativen Stamm noch eine Restaktivitit von 2 % im

Vergleich zum Wildtyp PAOL1 auf.
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Die Ergebnisse stimmen somit mit der Bestimmung der Proteinmenge iiberein und es kann
festgehalten werden, dass die beiden Proteasen LasB und Protease IV in AsprS in deutlich

geringeren Mengen vorhanden sind.

4.6 Transkriptionsanalysen

Es sollte analysiert werden, ob die durch proteinbiochemische Methoden ermittelten
Veridnderungen der Proteasemengen in der Mutante bereits auf transkriptioneller Ebene
eingeleitet werden. Dafiir wurde mittels real time-PCR das Transkriptlevel einer Auswahl an
Proteasen untersucht. Die Proteasen reprédsentieren eine Auswahl an intra- und extrazellularen
Proteasen, die alle eine Signalsequenz besitzen. Die differentielle Expression der
Proteasegene wurde bestimmt, indem die Genexpression in P. aeruginosa AsprS auf die
Expression in P. aeruginosa PAO1 bezogen wurde. Es konnten deutliche Unterschiede
beziiglich der Transkription der ausgewéhlten Gene festgestellt werden. Generell konnten drei
Gruppen definiert werden, die im Vergleich zum Wildtyp PAO1 erhdht, erniedrigt oder
unverdndert exprimiert wurden. Zu den im sprS-negativen Stamm verstdrkt exprimierten
Proteasegene zdhlen pal832, auch als sohB bekannt, pal242, welches der zweiten Subtilisin-
dhnlichen Protease sprP entspricht, pa5474 und pa3649. Sehr viel geringere Expressionslevel
in AsprS konnten bei pa0328, pa0766, auch als mucD bekannt, pa0372, pa3986, pa0580
(gep), pal871 (lasA), pa2939 (pepB) und pa3724 (lasB) gemessen werden. Finf der neun
schwicher exprimierten Proteasegene konnten bisher bekannten Virulenzfaktoren von
P. aeruginosa zugeordnet werden. Auch fiir die beiden in den Sekretomanalysen
identifizierten Proteasen LasB und Protease IV konnte hier eine deutlich verringerte
Transkription beobachtet werden. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Verdnderung
der Proteinmengen dieser beiden Proteasen im sprS-negativen Stamm bereits auf

transkriptioneller Ebene bedingt wurden.
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4.7 Koregulation der beiden Subtilisin-dhnlichen Proteasen SprS und SprP

Das Gen pal242 der zweiten Subtilisin-dhnlichen Protease SprP aus P. aeruginosa wird im
sprS-negativen Stamm verstarkt exprimiert. Da P. aeruginosa nur zwei Subtilisin-dhnliche
Proteasen besitzt kann ein funktioneller Zusammenhang der beiden Proteasen auf
transkriptioneller Ebene vermutet werden. Um diese Vermutung ndher zu untersuchen,
wurden transkriptionelle /acZ-Fusionen konstruiert. Hierbei wurde der jeweilige Promotor der
beiden Gene pal242(sprP) und sprS in den Vektor pTZ110 stromaufwirts des promotorlosen
lacZ-Gens kloniert. Zunichst wurde untersucht, wie die Transkription der beiden Gene im
Wildtyp PAOI1 ablduft. Die Promotoraktivitdit der beiden Gene wurde iiber die B-
Galaktosidase-Aktivitdt bestimmt und tiber 24 h gemessen. Es konnte gezeigt werde, dass
beide Gene zur gleichen Zeit transkribiert werden und nach 11 h die starkste Transkription
ablauft. Der Promotor von pal242 wird generell stirker abgelesen, verhélt sich vom
zeitlichen Verlauf her aber dhnlich zum Promotor von sprS. Beide Gene werden am stérksten
in der spit-logarithmischen Phase des Wachstums transkribiert, was fiir Gene anderer
Virulenzfaktoren bereits bekannt ist. Dadurch, dass die beiden Gene in der gleichen Phase des
Wachstums transkribiert werden, kann eine gegenseitige Beeinflussung moglich sein.

Das Ergebnis der real time-PCR zeigte, dass pal242 (sprP) im sprS-negativen Stamm
verstarkt transkribiert wird. Um dieses Ergebnis ndher zu analysieren, wurden die
transkriptionellen /acZ-Fusionen ebenfalls in den Stamm AsprS eingebracht. Um einen
direkten Vergleich der Promotoraktivititen zu erhalten, wurde ein Zeitpunkt gewihlt, an dem
die beiden Promotoren von pal242 und sprS im P. aeruginosa Wildtyp PAO1 gleich stark
transkribiert werden. Hierfiir wurde der Zeitpunkt nach 8 h gewihlt, an dem die Zellen sich
bereits in der spédt-logarithimischen Phase befinden. Es wurde gezeigt, dass die
Promotoraktivititen beider Gene (sprP und sprS) im sprS-negativen Stamm um mehr als das
10-fache verstirkt sind. Das Ergebnis der real time-PCR-Analyse wurde somit bestétigt und
es konnte zudem gezeigt werden, dass auch der Promotor des fehlenden sprS-Gens im sprS-
negativen Stamm verstirkt abgelesen wird. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das Fehlen
des SprS-Proteins durch eine verstirkte Transkription des Gens zu kompensieren versucht
wird. Durch das Fehlen von SprS wird aber nicht nur der eigene Promotor verstérkt aktiviert
sondern auch der des Gens pal242 (sprP), das ebenfalls fiir eine Subtilisin-dhnliche Protease
kodiert. Eine mogliche Erklarung fiir die verstiarkte Expression von pal242 (sprP) ist eine
Kompensation durch pal242 (sprP) von sprS. Zur Bestitigung der Beobachtungen wurden
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Komplimentationsstudien durchgefiihrt. Nach Einbringen einer Plasmid-kodierten sprS-Kopie
in den sprS-negativen Stamm wurde die Promotoraktivitit der beiden Gene pal242 und sprS
erneut gemessen. Auch hier wurde der Zeitpunkt nach 8 h gewihlt und die Promotoraktivitét
indirekt iiber die B-Galaktosidase-Aktivitit bestimmt. Anhand der gewonnenen Daten konnte
gezeigt werden, dass durch das Einbringen des auf dem Plasmid unter Kontrolle des
konstitutiven /acZ-Promotors kodierten sprS-Gens die Promotoraktivitdt von pal242 wieder
abfillt. Es konnte somit ein direkter Einfluss von sprS auf die Promotoraktivitit von pal242
gezeigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch die Promotoraktivitit von sprS
selbst durch das Einbringen des sprS-Gens abnimmt, was die Pridsenz eines

Riickkopplungsmechanismus vermuten lasst.

4.8 Einfluss von SprS auf die Virulenz von Pseudomonas aeruginosa

Zu den Virulenzfaktoren von P. aeruginosa zihlen im Allgemeinen verschiedene Proteasen,
Lipasen, Phospholipasen, das Exotoxin A und das Exotoxin S. P. aeruginosa sekretiert
verschiedene Proteasen, von denen vor allem die alkalische Protease AprE und die beiden
Zink-Metalloproteasen FElastase LasA und Elastase LasB von groem medizinischem
Interesse sind. Die Elastase besitzt neben ihrer Fdhigkeit Elastin abzubauen auch die
Fahigkeit, Kollagen zu spalten (Heck ef al., 1986), inaktiviert Bestandteile des Immunsystems
wie Immunglobulin A (Heck et al, 1990) und Substanzen, die am Schutz des
Respirationstraktes vor Proteasen beteiligt sind, wie den humanen a-1-Proteaseinhibitor
(Morihara et al., 1979). Wie zuvor beschrieben, wurde beobachtet, dass eine Reihe von
Virulenzfaktoren im sprS-negativen Stamm in verdnderter Menge produziert wird.

An der Harvard Medical School, Massachusetts General Hospital in Bosten wurden zwei
Tiermodelle eingesetzt, in denen die Pathogenitit der beiden Stimme PAO1 und AsprS
vergleichend iiberpriift werden sollte. Zum einen wurde die Taufliege Drosophila
melanogaster gewidhlt, da sie sich vor allem durch ihre geringe Gréfe und der damit
verbundenen leichten Handhabbarkeit im Labor sowie durch eine hohe Fortpflanzungsrate mit
einer Generationszeit von zwolf Tagen auszeichnet. Dabei wurden zwei verschiedene
Methoden verwendet, um die Tiere zu infizieren. Bei der needle pricking-Methode erfolgt die
Infizierung mit den beiden P. aeruginosa-Stimmen PAO1 und AsprS durch Eintauchen einer

Nadel in die jeweilige Bakterienkultur und anschlieBender Punktierung des dorsolateralen
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Thorax der Tiere. Dabei korreliert die Mortalitit der Tiere mit der Fahigkeit des Bakteriums,
sich innerhalb des Wirtsorganismus vermehren zu konnen. Die Ergebnisse zeigten deutlich,
dass die Tiere, die mit dem P. aeruginosa Wildtyp PAOI infiziert wurden, signifikant frither
verstarben als die Tiere, die mit dem sprS-negativen Stamm infiziert wurden. Selbst nach 40 h
waren noch knapp 70 % der Fliegen, die mit der Mutante infiziert worden waren, lebensfahig.
Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Pathogenitit von AsprS im Modell von D.
melanogaster herabgesetzt ist. Die zuvor gezeigten Ergebnisse einer verminderten Produktion
einiger an der Virulenz beteiligter Proteine, wie der Elastase LasB und auch die beobachtete
verminderte Fahigkeit zur Hamolyse, werden somit in diesem Modellorganismus
unterstrichen. Eine weitere Methode der Infektion, die verwendet wird, um die Pathogenitit
von Mikroorganismen in D. melanogaster zu untersuchen, ist die Methode des feedings.
Hierbei wurden die Tiere mit einer Anzahl von
10* — 10° Bakterien infiziert und dariiber hinaus mit Bakterien-haltigem LB-Medium
gefiittert. Bei dieser Methode wird eine Langzeitinfektion des Gastrointestinaltrakts ausgelost.
Hierbei wurden die infizierten Tiere {iber 14 Tage beobachtet. Es stellte sich heraus, dass die
Tiere, die mit dem sprS-negativen Stamm infiziert wurden nach 14 Tagen noch zu 80 %
lebensfiahig waren, wohingegen alle Tiere, die mit dem Wildtyp PAO1 infiziert wurden,
bereits nach 10 Tagen verstorben sind. Anhand des Modellorganismuses D. melanogaster
konnte somit gezeigt werden, dass der sprS-negative Stamm, wie zuvor bereits durch die
Ergebnisse beziiglich der verminderten Synthese verschiedener Virulenzfaktoren vermutet,
eine geringere Pathogenitét aufweist.

Wie =zuvor beschrieben, wurde der beobachtete Einfluss von SprS auf einzelne
Virulenzfaktoren in einem in vivo-Pathogenititsmodell bestdtigt, bei dem das
Zusammenwirken verschiedener Virulenzfaktoren betrachtet wurde. P. aeruginosa verursacht
Infektionen und ist fiir die Entstehung von Krankheiten sowohl bei Tieren als auch bei
Pflanzen verantwortlich. Insbesondere Arabidopsis thaliana hat sich als Modellorganismen
fiir Studien tier- oder humanpathogener Bakterien etabliert (Rahme et al., 2000). Um
Aufschluss tiber den Einfluss von SprS auf die Phytopathogenitit zu erhalten, wurden
A. thaliana-Bléitter mit den P. aeruginosa-Kulturen PAO1 und AsprS beimpft. Die
Untersuchungen wiesen darauf hin, dass ein deutlicher Unterschied des phytopathogenen
Potentials der beiden Stimme vorlag. Nach einem Infektionsverlauf von 4 Tagen wurde die
Anzahl lebensfahiger P. aeruginosa-Zellen innerhalb der Blétter bestimmt. Bei anfangs

vergleichbaren Bakterienzahlen konnte bereits nach 2 Tagen eine signifikant geringere
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Zelldichte des sprS-negativen Stammes gemessen werden, was darauf hindeutet, dass der
sprS-negative Stamm verglichen mit dem Wildtyp PAO1 in dem verwendeten
Modellorganismus ein geringeres phytopathogenes Potential aufweist. Die Untersuchungen
eines weiteren Modellorganismus zeigten somit, dass die Deletion von sprS zu einer

signifikanten Verminderung der Virulenz von P. aeruginosa fiihrt.

Mit SprS konnte ein weiteres AT-Protein in P. aeruginosa identifiziert werden. Diese
Subtilisin-dhnliche AT-Protease ist an der Ausprdgung diverser Virulenz-assoziierter
Phénotypen beteiligt. Sowohl auf Proteinebene als auch auf transkriptioneller Ebene
beeinflusst SprS vor allem weitere Proteasen aus P. aeruginosa. Da bisher sowohl fiir SprS
als auch fiir andere Proteasen dieser Untergruppe keine Aktivitit gegeniiber kommerziell
erhdltlichen Subtraten beobachtet werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass SprS eine
spezifische Prozessierung in P. aeruginosa ausfiihrt. Schon fiir andere Subtilisin-dhnliche
Proteasen wurde gezeigt, dass sie Virulenzfaktoren auf der Zelloberfliche spezifisch
prozessieren. So prozessiert SphB1 das filamentdse Hamagglutinin FhaB in B. pertussis
(Coutte, et al., 2001). NisP ist eine Subtilisin-dhnliche Protease, die an der Prozessierung
eines Vorldufers des sekretierten, antibiotischen Peptids Nisin beteiligt ist (Kleerebezem &
Quadri, 2001) und AasP aus Actinobacillus pleuropneumoniae, das an der Prozessierung von
OmlA beteiligt ist. Die beobachteten Verdnderungen der Proteinzusammensetzung in der
duBeren Membran des sprS-negativen Stammes im Vergleich zum Wildtyp PAO1 geben
weitere Hinweise darauf, dass SprS die Prozessierung spezifischer Substrate vornimmt. In
weiterfilhrenden Studien soll versucht werden, die Aufreinigung von SprS zu optimieren, um
mogliche Substrate der Protease in vitro zu identifizieren. Die Expression im homologen Wirt
konnte durch Einsatz schwicherer Promotoren wie z. B. dem fac-Promotor, die Ausbeute an

funktionalem Protein steigern.

Das Fehlen von SprS fiihrt zu einer verénderten Regulation weiterer Virulenzfaktoren, was
darauf hindeutet, dass durch die Abwesenheit von SprS selbst oder aber durch die
Abwesenheit eines Spaltproduktes von SprS regulatorische und phéinotypische
Verdnderungen in der Zelle ablaufen. Um weitere Erkenntnisse iiber eine mogliche

Regulation von sprS zu erhalten, wurde zum Ende dieser Arbeit eine Transposonmutagenese
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im sprS-negativen Stamm durchgefiihrt, die in Zukunft ndher untersucht wird.
Expressionsstudien in dieser Arbeit zeigten, dass sprS in der spit-logarithmischen Phase des
Wachstums und vergleichsweise schwach exprimiert wird. Es soll weiter untersucht werden,
ob die Expression von sprsS in Gegenwart eines Wirtsorganismus gesteigert werden kann, wie
es bereits fiir andere homologe Proteine gezeigt werden konnte (Hu ef al., 2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Deletion des Gens sprS zu einer verminderten
Virulenz fithrt. Um weitere Einblicke in die Pathogenitit des sprS-negativen Stammes zu
erhalten, wird ein sprS-negativer Stamm in P. aeruginosa PA14 erzeugt, der anschlieend in

einem  Mausmodell auf seine Pathogenitit hin  untersucht werden  soll.
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5 Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa, ein Gram-negativer opportunistischer Krankheitserreger, ist
Ausloser einer Vielzahl verschiedenster Infektionen und z&hlt zu den héufigsten Erregern
nosokomialer Infektionen. Die Virulenz des Bakteriums beruht auf der Produktion eines
Arsenals zellassoziierter und extrazelluldrer Faktoren. Eine groBe Bedeutung haben hier die
Autotransporter-Proteine  (AT-Proteine), denen eine Eigenschaft als Virulenzfaktor
zugesprochen wird. Diese Proteine bilden mit einer C-terminalen Doméne eine Pore in der
duBeren Membran, durch welche die katalytisch aktive Doméne in den extrazelluldiren Raum
transportiert wird. Durch Sequenzanalysen konnte das Gen sprS im Genom von P. aeruginosa
identifiziert werden. Ein angefertigtes Homologiemodell des C-Terminus des entsprechenden
Proteins zeigt die Zugehorigkeit von SprS zu bereits charakterisierten AT-Proteinen, wie EstA
aus P. aeruginosa oder NalP aus N. meningitidis. Aufgrund des Konsensusmotivs GTSMA
um das katalytisch aktive Serin 308 kann SprS zur Familie der Subtilisin-dhnlichen Proteasen
gezahlt werden. Die katalytische Triade besteht neben Serin 308 aus Histidin 122 und
Aspartat 79. Eine BLAST-Analyse ergab eine weite Verbreitung von SprS-Homologen in
zahlreichen human- und phytopathogenen Pseudomonaden sowie in anderen pathogenen
Bakterien-Spezies.

In dieser Arbeit wurde SprS, das bislang als putative Serinprotease PA3535 annotiert ist, als
moglicher Virulenzfaktor sowohl auf molekularer Ebene als auch hinsichtlich seiner
biologischen Funktion charakterisiert.

SprS konnte erfolgreich heterolog in E. coli exprimiert und in einer anndhernd reinen Form
fiir Aktivitdtstest gewonnen werden. Eine Aktivitit gegeniiber géngigen Protease-Substraten
konnte nicht nachgewiesen werden, wobei unklar bleibt, ob hierfiir eine Fehlfaltung des
rekombinanten Proteins verantwortlich ist, oder aber, ob von dieser Untergruppe der
Subtilisin-dhnlichen Proteasen, zu der auch Ssp-hl aus S. marcescens zahlt, spezifische,
bislang unbekannte Substrate gespalten werden. Auch die Expression des proteolytisch
aktiven N-Terminus allein fiihrte zu keiner messbaren Aktivitit gegeniiber herkdmmlichen
Substraten.

Transkriptionsstudien von sprS zeigten, dass das Gen in der spit-logarithmischen Phase des
Wachstums exprimiert wird. Interessanterweise konnte zudem nachgewiesen werden, dass die

Expression von sprS bei niedrigen Temperaturen verstarkt induziert wird.
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Es konnte ein deutlicher Einfluss von SprS auf verschiedene, mit der Virulenz in Verbindung
stehende Phinotypen von P. aeruginosa beobachtet werden. Der sprS-negative Stamm zeigte
eine starke Tendenz zur Zellaggregation und eine damit verbundene, verstirkte
Biofilmbildung. Dieser adhdsive Phéanotyp weist auf eine verdnderte Oberfliche der Zellen
von AsprS hin, was durch eine Proteomanalyse der dulleren Membran bestitigt werden
konnte. Die Analyse extrazellulirer Proteine im sprS-defizienten Stamm zeigte u. a.
Verianderungen beziiglich der Proteinmenge und der Aktivitdt zweier als Virulenzfaktoren
beschriebener Proteasen, der Elastase LasB und der Protease IV. In weiterfilhrenden
Transkriptionsstudien wurde beobachtet, dass die verdnderten Proteinmengen dieser beiden
Proteasen im sprS-negativen Stamm bereits auf transkriptioneller Ebene beeinflusst wurden.
Anhand von real time-PCR-Analysen ergaben sich deutliche Unterschiede beziiglich der
Transkription weiterer ausgewihlter Protease-Gene im sprS-negativen Stamm, was auf eine
koordinierte Regulation der Proteasen in P. aeruginosa hindeutet. Eine zweite Subtilisin-
dhnliche Protease, SprP aus P. aeruginosa, wurde im sprS-negativen Stamm verstarkt
exprimiert, was einen funktionellen Zusammenhang der beiden Proteasen nahelegt. Anhand
von Reporterfusionen konnte ein direkter Einfluss von sprS auf die Promotoraktivitit von
sprP beobachtet werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch die Promotoraktivitit von
sprS selbst durch das Wiedereinbringen einer Plasmid-kodierten Kopie des sprS-Gens in den
sprS-negativen  Stamm auf Wildtyp-Niveau absinkt, was die Prdsenz eines
Riickkopplungsmechanismus vermuten lésst.

Aufgrund der Beobachtung, dass eine Reihe wichtiger Virulenzfaktoren im sprS-negativen
Stamm in verdnderter Menge produziert werden, wurde in den Modellorganismen
Arabidopsis thaliana und Drosophila melanogaster die Pathogenitit der beiden Stimme
PAOI1 und AsprS vergleichend iiberpriift. In beiden Modellen konnte eindeutig gezeigt

werden, dass die Pathogenitit von AsprS herabgesetzt ist.

SprS, ein weiteres AT-Protein, ist an der Modulation virulenzassozierter Funktionen beteiligt
und kann damit als ein bislang unbekannter Virulenzfaktor aus P. aeruginosa angesehen

werden.
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The opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa is a causative agent of a variety of
chronic and acute infections and an important cause of nosocomial pneumonia. The bacterium
produces several cell-associated and extracellular virulence factors, including the family of
autotransporter proteins (AT proteins). A C-terminal domain of these proteins forms a pore
within the outer membrane, through which the catalytically active N-terminus is translocated
into the extracellular space. By sequence alignments the gene sprS was identified in the
genome of P. aeruginosa. Homology modeling of the C-terminus suggested that SprS belongs
to the group of already characterized AT proteins, such as EstA from P. aeruginosa and NalP
from Neisseria meningitidis. Moreover, the presence of a GTSMA consensus sequence
surrounding the catalytic serine 308 suggests that SprS is a member of the family of subtilisin-
like proteases. In addition to serine 308, the catalytic triad of SprS is composed of histidin 122
and aspartate 79. Blast analyses revealed a wide distribution of SprS-homologous proteins in
numerous human- and phytopathogenic pseudomonades as well as in other pathogenic
bacteria.

In the present study SprS, which is annotated as putative serine protease PA3535, was
characterized structurally and its physiological function was investigated.

SprS was successfully overexpressed in E. coli and was purified for subsequent activity
assays. However, proteolytic activity against common substrates, neither of the full length
protein nor of the N-terminal catalytic domain alone, could be observed. Whether this lack of
activity is caused by misfolding of the recombinant protein, or members of this subgroup of
subtilisin-like proteases, including Ssp-hl of S. marcescens, cleave specific and yet unkown
substrates, remains uncertain.

Studies on the transcription of sprS revealed that the gene is expressed in the late logarithmic
growth phase. Interestingly, expression of sprS was shown to be upregulated at lower
temperatures.

Phenotypic studies using a sprS-deficient strain indicated that SprS has a significant impact on
several virulence-associated phenotypes, such as rhamnolipid production and hemolysis.
sprS-negative cells tend to aggregate in culture and form biofilms thicker than the wild type
strain, suggesting a modified cell surface of AsprsS, which was verified by proteomic analyses

of the outer membrane.
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In addition, the sprS-negative strain secreted different amounts of the elastase LasB and the
protease IV, two proteases, which were shown to contribute to the pathogenicity of
P. aeruginosa. The altered protease concentrations in AsprS were already induced on the
transcriptional level as shown by detailed transcription studies.

Real time-PCR analyses demonstrated that the genes of several proteases are differentially
expressed in the sprS-negative strain, suggesting a coordinated regulation of the
P. aeruginosa proteases in a network-like manner. Expression of the second subtilisin-like
protease SprP of P. aeruginosa was upregulated in AsprsS, indicating a functional relation of
these two proteases.

By the use of reporter fusion constructs it was shown that SprS directly influences the
promoter activity of sprP. Upon reconstitution of the sprS-negative strain with an episomal
copy of the gene, both the expression levels of sprP and sprS itself, which are significantly
increased in AsprsS, dropped to wild type levels, suggesting a feedback regulation of sprS.

The aberrant levels of several virulence determinants in AsprS lead us to investigate the
pathogenicity of the mutant strain in two different model organisms, Arabidopsis thaliana and
Drosophila melanogaster, and compare it to the wild type PAOIL. In both models a

significantly reduced pathogenicity of the AsprS strain was observed.

SprS, a novel AT protein, modulates several virulence-assocciated functions, and hence may

be regarded as a so far unknown virulence factor of P. aeruginosa.
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der Kulturen erfolgte iiber 68 h bei 37 °C und die Zelllyse wurde anhand der optischen Dichte bei einer
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