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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Bakterien wurden lange Zeit als einzellige Lebewesegesehen, die unabhéngig voneinan-
der ihre biologischen Funktionen ausfiihren. Seit ¢zten vier Jahrzehnten héauften sich
jedoch die Erkenntnisse, dass diese Art der stitktelligen Lebensweise eher die Ausnahme
darstellt. Stattdessen leben Bakterien in multudg@&en Gemeinschaften und zeigen ein auf-
einander abgestimmtes Verhalten. So existiert diBtg Teil aller in der Natur vorkommen-
den Bakterien in Biofilmen (Costertah al., 1999; Costertomt al., 1995). Innerhalb dieser,
an einer Oberflache angehefteten, Bakterienpopmiabnnen die Zellen an unterschiedli-
chen Stellen unterschiedliche Aktivitdten zeigemdass innerhalb eines Biofilms eine Spe-
zialisierung der Zellen vorliegt (Wimpenmyal., 2000; Xuet al., 1998).

Voraussetzung fur die Organisation in einer mulig&en Gemeinschaft ist die Zell-Zell-
Kommunikation. Entdeckt wurde das Phanomen derzeli@laren Kommunikation in den
60er Jahren anhand der Zelldichte-abhangigen Regulder Biolumineszenz beYibrio
fischeri (Kempner & Hanson, 1968; Nealsetral., 1970).

1.1 Quorum-sensing (QS) bei Vibrio fischeri: das Modellbeispiel der AHL-abhangigen

Regulationsmechanismen

Die Zelldichte-abhangige Regulation der Biolumiresz beiV. fischeri konnte 1981 auf die
Produktion niedermolekularer Substanzen, der sam@en Autoinducer” zurlckgefihrt
werden (Eberhardt al., 1981). DieseN-Acyl-L-Homoserinlactone (AHLs) werden von der
Signalmolekul-Synthase Luxl synthetisiert. Bei zZumender Populationsdichte steigt die
Konzentration dieser Signalmolekile, die durchiMembran diffundieren kdnnen und somit
auch aulRerhalb der Zelle akkumulieren (Abb. 1). Beeichen der so genannten Schwellen-
wertkonzentration binden die Signalmolekile an deanskriptionsaktivator LuxR. Dieser
Komplex bindet an die Promotorregion des Biolumaeez-Operonsuxl CDABEG und akti-
viert dessen Transkription (Engebreehtal., 1983; Swartzmaset al., 1990). Dadurch wird
sowohl die Biolumineszenz als auch eine verstdPkoeluktion der Signalmolekile induziert.
Da auch dasuxl-Gen durch die Signalmolekile positiv reguliertdyiverstarken sie ihre ei-
gene Produktion und wurden daher astpinducer bezeichnet (Eberharet al., 1981).

Die Bindung von AHL-aktivierten Transkriptionsregtdren an die DNA erfolgt an so ge-
nannte lux-Boxen (Abb. 1). Diese 20 bp grol3en invertiertenqugmzwiederholungen
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(inverted repeats) befinden sich ca. 40 bp stromaufwarts von Gedengdurch LuxR-homo-
loge Proteine reguliert werden, und wurden auchieten anderen Organismen identifiziert
(Devineet al., 1989; Egland & Greenberg, 1999).

A Geringe Zelldichte

<+— 18 G >
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Abb. 1: Regulation der Biolumineszenz beVibrio fischeri (modifiziert nach Whiteheae al., 2001).A: Bei
geringer Zelldichte findet aufgrund der niedrigenrigentration des Signalmolekils 3-oxo-C6-HSL nureei
schwache Transkription der Biolumineszenzgehsl CDABEG) statt. B: Bei hohen Zelldichten wird eine
Schwellenwertkonzentration von 3-oxo-C6-HSL errgiaas Signalmolekil bindet an LuxR und aktiviei d
Transkription vorluxlCDABEG. Es kommt zur verstarkten Produktion der Signadkidle sowie zur Emission
von Licht.

Kommunikationssysteme, Uber die Bakterien die Zadiig wahrnehmen und physiologische
Prozesse in Abhangigkeit der Populationsdichtelregun konnen, werden in der Literatur als
Quorum-sensing-Systeme zusammengefasst, wobei die kleinste Ejntiei zu Zelldichte-
abhangigen Reaktionen befahigt ist, per DefinidlasQuorum darstellt (Fuquat al., 1994).

So wird die Biolumineszenz b¥i fischeri erst bei einer Zelldichte ausgeldst, die hoch genu
ist, um sichtbares Licht zu emittieren. Derart hdeddichten werden im freien Meerwasser
nicht erreicht, so dass die Bakterien in dieserstaffarmen Umgebung keine Energie fur
2
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eine unndtige Lichtproduktion vergeuden (NealsoHa&stings, 1979). Die hochsten Zelldich-
ten (ca. 18" Zellen pro ml) erreichV. fischeri im Lichtorgan der mit ihnen in Symbiose le-
benden marinen Fische und Tintenfische (Boettch&ufy, 1995). Innerhalb dieser Licht-
organe werden die Bakterien mit Nahrstoffen vernsargl der Wirt profitiert von der Licht-

produktion.

1.2 Signalmolekille Gram-negativer Bakterien:N-Acyl-L-Homoserinlactone (AHLS)

Nach der Entdeckung des LuxRjliorum-sensing-Systems beV. fischeri wurden auch bei
vielen anderen Bakterien QS-Systeme identifiziemt] seit den 90er Jahren ist die Zell-Zell-
Kommunikation Uber AHL-Signalmolekile als weit vezibetes Phanomen unter Gram-
negativen Bakterien akzeptiert (Fugetaal., 1996; Swiftet al., 1999). Tabelle 1 zeigt eine
Ubersicht verschiedener QS-Systeme, die eine \lielzarschiedener Phanotypen regulieren.
Dazu gehdren unter anderem die Produktion und Sekrgon Virulenzfaktoren, Antibio-
tikaproduktion, Beweglichkeit, Biofiimbildung undokjugativer Plasmid-Transfer. Die QS-
Systeme bestehen jeweils aus Proteinen mit Hometopgu Lux| und LuxR, die von LuxI-
homologen Proteinen synthetisierten Signalmolekgigdoéren zur Klasse deX-Acyl-L-
Homoserinlactone. Diese Molekile bestehen aus eibationring und einer Acyl-Seiten-
kette. Unterschiede liegen in der Lange diesereSkétte (bisher wurden Molekile mit 4 bis
14 C-Atomen beschrieben) sowie der Modifikationdmr Position C3 (3-oxo- bzw. 3-hy-
droxygruppe). Die Strukturen einiger AHL-Signalmalée sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Tab. 1: Ubersicht verschiedeneQuorum-sensing-Systeme Gram-negativer Bakterien.

Spezies Signalmolekil QS-System Phéanotyp Referenz

Vibrio fischeri 3-0x0-C6-HSL Luxl/LuxR Biolumineszenz Eberhaatchl., 1981

Vibrio harveyi 3-hydroxy-C4- LuxLM/LuxN Biolumineszenz Basslat al., 1994

HSL

Pseudomonas 3-0x0-C12-HSL  Lasl/LasR Exoenzyme, RhIR, Passadoet al., 1993;

aeruginosa Xcp, Biofilmbildung, Gambello &
Iglewski, 1991

C4-HSL RhlI/RhIR Exoenzyme, Brint & Ohman,

Pyocyanin,Rhamno- 1995; Pearsost al.,
lipide, ... 1997

Pseudomonas C6-HSL Phzl/PhzR Phenazin-Antibiotika  Piersbml., 1994

aureofaciens

Agrobacterium 3-0x0-C8-HSL Tral/TraR konjugativer Plasmid-Piperet al., 1993

tumefaciens Transfer

Erwinia carotovora 3-0x0-C6-HSL Expl/ExpR Exoenzyme Pirhoretral., 1993

Carl/CarR Carbapenem- Baintonet al., 1992

Antibiotika

Erwinia 3-0x0-C6-HSL EXxpl/ExpR Pectatlyase Nasateal., 1998

chrysanthemi

Chromobacterium C6-HSL Cvil/CviR Exoenzyme, McCleanet al., 1997

violaceum Antibiotika, Violacein

Burkholderia C8-HSL Cepl/R Protease, Siderophore Lewestzd., 1999

cepacia

Ralstonia C8-HSL Soll/SolR ? Flaviegt al., 1997

solanacearum

Serratia liquifaciens ~ C4-HSL Swrl/SwrR Extrazellulare Eberletal., 1996
Protease, Schwarmen

Rhodobacter 7-Cis-C14-HSL Cerl/CerR Ablésung von Puskast al., 1997

sphaeroides Bakterienaggregaten

Enterobacter 3-0x0-C6-HSL Eagl/EagR ? Swidt al., 1993

agglomerans

Escherichia coli ? ?/SdiA Zellteilung Withers &

Nordstrom, 1998

Yersinia C6-HSL Yenl/YenR ? Througt al., 1995

enterocholitica

Yersinia C8-HSL Yesl/YesR ? Atkinsoet al., 1999

pseudotuberculosis
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Abb. 2: Strukturen von Quorum-sensing-Signalmolekilen.Dargestellt sindyenerelle Strukturen dét-Acyl-

L-Homoserinlactone Gram-negativer Bakterien mit q¥0; hydroxy- 8) oder keiner SubstitutiorC) an Posi-
tion C3.P. aeruginosa produziert die AHLs C4-HSLL) und 3-0xo0-C12-HSLK) sowie dasPseudomonas-

quinolone-Signal (PQS) 2-heptyl-3-hydroxy-4-QuinoloR)(und das Diketopiperazin (DKP) cyclofla- -Val)

(G). (H) und () zeigen dieQuorum-sensing-Peptide der Gram-positiven BakteriS@aphylococcus aureus und
Enterococcus faecalis (aus Camarat al., 2002).

1.3 Quorum-sensing bei Pseudomonas aeruginosa

Eines der bestuntersuchten bakteriellen Zell-Z@irknhunikationssysteme ist das QS-Netz-
werk vonP. aeruginosa. Dieses besonders vielseitige und ubiquitar vediey-Proteobakte-
rium kann Infektionen bei Menschen, Tieren und fdén hervorrufen (Smith & Iglewski,
2003b). Als opportunistischer Krankheitserregeraliefdieser Organismus insbesondere
immunsupprimierte Patienten, die an Krebs, AlDSar8iwunden oder der Erbkrankheit
cystische Fibrose (CF) leiden (Fergteal., 1994; Lyczaket al., 2002; Richarckt al., 1994;
Smith et al., 1996). Infektionen des bronchopulmonalen Trakhkesh P. aeruginosa gelten
bei CF-Patienten als Haupttodesursache (Jaeget).129dem ist dieser Keim fur die meis-
ten, durch Gram-negative Bakterien verursachterokuwmialen Infektionen verantwortlich
(Picardet al., 1994; Romlinget al., 1994). Therapien gegdh aeruginosa-Infektionen wer-
den durch die hohe intrinsische Antibiotikaresigtepowie durch die Ausbildung von Biofil-
men auf dem Wirtsgewebe erschwert (Conwtast., 2003; Hagiby, 2002).
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Das pathogene Potential dieses Stammes ist aldrdotuktion und Sekretion einer Vielzahl
von Virulenzfaktoren zurtckzufiihren, von denen evidurch QS reguliert werden, z. B.
Elastase, Exotoxin A, Phospholipase C, Pyocyanid Rhamnolipide (Whiteheast al.,
2001; Winzer & Williams, 2001)P. aeruginosa hat zwei QS-Systeme des LuxR/I-Typs
(Abb. 3). Zunachst wurde das fur die ExpressionElastase LasB verantwortliche Regula-
tionssystem beschrieben, welches als Las-Systemidbeet wird (Gambello & Iglewski,
1991). Die Signalmolekuil-Synthase Lasl synthetisias langkettig&\-(3-oxo-dodecanoyl)-
L-Homoserinlacton (3-oxo0-C12-HSL) (Pearsost al., 1994). Der Transport dieses
Signalmolekiils aus und . aeruginosa-Zellen erfolgt tber eine langsame Diffusion sowie
einen aktiven Export tGber die MexAB-OprM Pumpe, elaburde eine dreifach hohere Kon-
zentration des Signalmolekils in den Zellen errtitfeearsoret al., 1999). Durch Bindung
des 3-0x0-C12-HSL an den entsprechenden Transkmgaktivator LasR kommt es zur ver-
starkten Transkription volasl und damit zum rapiden Anstieg an verflgbavutoinducer.
Das Las-System reguliert neben der Produktion vasBLunter anderem auch LasA, Exo-
toxin A und das Xcp-Sekretionssystem (Chapon-Hetvd., 1997; Gambellat al., 1993;
Passadoet al., 1993; Todeket al., 1991).

Das zweite QS-System ist das Rhl-System mit denetzirggen kurzkettigen Signalmolekdl
N-Butanoyl+-Homoserinlacton (C4-HSL) (Pearsetnal., 1995). C4-HSL kann frei durch die
P. aeruginosa-Membran diffundieren, so dass sich schnell eindBtgewicht zwischen intra-
und extrazellularer Konzentration einstellt (Pearaoal., 1999). Als erste vom Rhl-System
abhangige Expression wurde die delAB-Operons entdeckt. Dieses Operon kodiert fur eine
Rhamnosyltransferase, die fur die Rhamnolipid-Sssgherforderlich ist (Ochsner & Reiser,
1995). Weiterhin beeinflusst das Rhl-System diedBktion der Virulenzfaktoren LasA,
LasB, LecA und Pyocyanin (Brint & Ohman, 1995; fiagt al., 1995; Winzeet al., 2000).

Die beiden QS-Systeme agieren nicht unabhangiginanéer, sondern sie unterliegen einer
hierarchischen Anordnung, in der das Las-SystemRidsSystem kontrolliert (Abb. 3). Das
AHL-aktivierte LasR-Protein aktiviert nicht nur dEexpression vonasl, sondern auch die
rhiR-Expression, so dass eine Aktivierung des Las-8ysteine Aktivierung des Rhl-Sys-
tems nach sich zieht. Eine weitere, posttranslateoiontrolle Uber das Rhl-System ergibt
sich durch die von Pesei al. (1997) beschriebene Inhibierung der Bindung dé44SL an
das zugehorige RhIR-Protein durch das 3-oxo-C12-H& wurde gezeigt, dass die Anwe-
senheit des 3-0x0-C12-HSL die RhIR/C4-HSL-abhanggperession vomhlA reduziert. Hier

wurde postuliert, dass die kompetitive Bindung degkettigen Signalmolekils an RhIR no-
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tig ist, um eine frihe Induktion varhll sowie der Rhl-abhéngigen Gene zu verhindern. Je-
doch wurden die Untersuchungen im heterologen Bacherichia coli durchgefuhrt. Spater
wurde von Winzemrt al. (2000) gezeigt, dass die RhIR/C4-HSL-abhangigpré&ssion von
lecA nur im heterologen WirE. coli, nicht aber irP. aeruginosa durch 3-oxo-C12-HSL ver-
ringert wird. Diese Art der Kontrolle des Las-Systelber das RhIR-System bleibt also vor-
erst ungeklart.

Eine weitere Verbindung zwischen dem Las- und ddrihSgstem stellt daPseudomonas-
guinolone-Signal (PQS) dar. Dieses 2-heptyl-3-hydroxy-4-@lon unterscheidet sich
strukturell stark von den anderen beiden Signalkidéa (Abb. 2.F). Es dhnelt den Quinolon-
Antibiotika, zeigt aber keine antibakterielle Wirlgi Die PQS-Produktion ist vom Las-Sys-
tem abh&ngig, fur die Bioaktivitat wird RhIR bemgit{Pesciet al., 1999). Die Produktion
dieses Signalmolekils unterliegt einer komplexemguRdion und ist vom Verhaltnis zwi-
schen 3-0x0-C12-HSL und C4-HSL abhéngig. Es komeizeigt werden, dass sowohl die
PQS-Synthese als auch die Transkription des ewmtspneen OperonpgqsABCDE positiv
vom Las- und negativ vom Rhl-System beeinflussderr(McGratlet al., 2004).

PQS wird in der friihen Stationérphase gebildetenhéht die Expression vdasB, rhIR und
rhil (Diggle et al., 2003; McKnightet al., 2000; Pescet al., 1999). Eine Beteiligung an der
Wahrnehmung der Zelldichte wird fir PQS nicht arayemen (McKnightet al., 2000). Ob-
wohl das RhI-System bei Abwesenheit von PQS aktivsind bestimmte Rhl-abhangige Pha-
notypen, wie die Produktion von Pyocyanin und destins LecA, strikt vom PQS abhangig
(Diggle et al., 2003). Durch die exogene Zugabe von PQS wirdBé&Imbildung sowie die
Produktion verschiedener QS-abhangiger Virulenpiakt verstarkt (Calfeet al., 2001;
Diggle et al., 2003; McKnightet al., 2000; Pescgt al., 1999). Eine Produktion des PQS wéh-
rend einer Infektion wurde durch die direkte Deitmkidieses Signalmolekils im Sputum von
CF-Patienten nachgewiesen (Colletral., 2002), sowie durch Befunde, die eine erhdhte

PQS-Synthese iR. aeruginosa-Isolaten aus CF-Lungen belegen (Guwehal., 2003).
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Abb. 3: Quorum-sensing bei P. aeruginosa (modifiziert nach Whiteheae al. (2001) und Juhaet al. (2005)).
Die hierarchisch angeordneten QS-Systeme Las uhdeBhlieren die Produktion verschiedener Virulexto-
ren Uber die Signalmolekile 3-oxo-C12-HSL bzw. C3tHBei hohen Zelldichten akkumulieren die von Lasl
bzw. Rhll synthetisierten Signalmolekiile, die beieithen einer Schwellenwertkonzentration an di@nskrip-
tionsregulatoren LasR bzw. RhIR binden. Die aktieie Komplexe LasR/3-0x0-C12-HSL bzw. RhIR/C4-HSL
induzieren sowohl die Synthese der Signalmolekéilgdinduktion) als auch die Expression verschiedéfie
rulenzfaktoren. Dabei ist das Las-System dem REle&3y Ubergeordnet, eine weitere Verbindung entslaith
dasPseudomonas-quinolone-Signal (PQS). Beide QS-Systeme werden von Ubedgeten, globalen Regulato-
ren kontrolliert, von denen hier die aktivierend®agulatoren GacA und Vfr sowie der reprimierendguRaor
Rsal dargestellt sind.

1.4 Quorum-sensing und Virulenz bei P. aeruginosa

Die QS-Systeme sind entscheidend fir die PathagieroinP. aeruginosa. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass Stamme mittidoen in den QS-Gendasl, rhil oder
lasR eine stark abgeschwachte Virulenz aufweisen. Qatit wurden u. a. Infektionen des
respiratorischen Traktes sowie Brandwunden bei Eléudie Mortalitat von Nematoden und
Infektionen vonArabidopsis-Blattern (Pearsost al., 2000; Rumbaugkht al., 1999; Taret al.,
1999).

Der grol3e Vorteil der QS-regulierten Expression Vamlenzfaktoren fur die Bakterien liegt
darin, einen ,Angriff* auf den Wirt so lange zu ¥égern, bis die Population (d&siorum)

ausreichend grol3 ist, um den Wirt effektiv zu saewl Eine frihzeitige Produktion von

8
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Virulenzfaktoren einiger weniger Bakterien konnendirt alarmieren und Abwehrmecha-
nismen einleiten. Bei einer Synchronisation deruMinzfaktorproduktion einer grof3en Po-
pulation hingegen bleibt den Wirtsabwehrmechanismeht gentigend Zeit, um eine Infek-
tion zu bekampfen.

Eine verzdgerte Produktion von Virulenzfaktoreneminen die Zellen einerseits durch die
QS-kontrollierte Transkription dieser Faktoren. @zéich wird aber auch der Export vieler
dieser Exoproteine durch QS gesteuert. Der Trahgpmr die duRere Membran erfolgt bei
vielen Virulenzfaktoren, wie z. B. Exotoxin A, Etase und Phopholipase Uber das Xcp-
Sekretionssystem (Tommassetral., 1992). Die fir Komponenten dieses Sekretionseyste
kodierenden GenecpP und xcpR bendtigen fur ihre volle Expression funktionellast und
Rhl-Systeme (Chapon-Henet al., 1997). Damit habeR. aeruginosa-Zellen einen weiteren
Kontrollmechanismus entwickelt, um die ProduktiamnWirulenzfaktoren in Abhangigkeit
der Zelldichte zu regulieren.

Bei der Ausbildung von Infektionen haben die AHIgi&almolekile vorP. aeruginosa nicht
nur die Funktion, die Expression der Virulenzfaktorzu regulieren, sie sind auch selbst Vi-
rulenzfaktoren, indem sie Entziindungsreaktioneleiggm. Studien von Telforet al. (1998)
und Smithet al. (2001; 2002) belegen, dass 3-oxo-C12-HSL die R«bolu von Zytokinen,
Lymphozyten und Antikdrpern beeinflusst und als lnmsuppressor agieren kann. Weiterhin
inhibiert diesesP. aeruginosa-Signalmolekil die Muskelkontraktion in BlutgefalRd&mi
Schweinen (Lawrencet al., 1999). Dadurch kénnten die. aeruginosa-Populationen die
Blutversorgung und damit ihre eigene Nahrstoffvegang erhéhen.

Ein direkter Einfluss von QS auf Infektionsprozesasarde auch durch den Nachweis von
AHL-Signalmolektlen im Sputum von CF-Patienten soder AHL-abh&ngigen Expression
von Reportergenen in den Lungen von infizierten 8ésugezeigt (Middletoa al., 2002; Wu

et al., 2000).

In den Lungen von CF-Patienten sowie auf einer 2digl anderer Oberflachen bildet
P. aeruginosa Biofilme aus, die ein enormes medizinisches, a@umh industrielles Problem
darstellen. Denn innerhalb dieser in eine Matrig aelbst produzierten extrazellularen poly-
meren Substanzen (EPS) eingebetteten Populati@emwdie Bakterien eine hthere Resistenz
gegenuber verschiedenen Antibiotika und der Immuwam des Wirtes auf (Mah & O'Toole,
2001; Stewart & Costerton, 2001).

Die Entwicklung der komplexen Biofilmstruktur isbwohl von externen Umweltsignalen als
auch vom QS abhéngig (Daviesal., 1998). Die Zusammensetzung des umgebenden Medi-

ums, Sauerstoff- und Nahrstoffgehalt sowie der peHWiehmen groRen Einfluss auf den
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mehrstufigen Entwicklungsprozess (Saeteal., 2002; Tolker-Nielsemt al., 2000). Als erste
Voraussetzung fur die Biofilmbildung wurde die Beehkeit der P. aeruginosa-Zellen
beschrieben (O'Toole & Kolter, 1998). Planktonis&da#ien kdnnen mittels der polaren Fla-
gelle in fluissigen Umgebungen schwimmen, eine Benmggentlang fester Oberflachen, die
so genanntawitching motility, erfolgt durch Ausdehnung und Retraktion der TygPili
(Bradley, 1980; Meret al., 2000).

Diesen beiden Oberflachenstrukturen wird je nacBe&en Bedingungen eine unterschied-
liche Bedeutung fir die Adhasion an das Substratugewiesen (De Kievigt al., 2001;
Klausenet al., 2003a; Klauseret al., 2003b; O'Toole & Kolter, 1998). O'Toole & Kolter
(1998) zeigten, dass ditevitching motility eine Aggregation angehefteter Zellen zu Mikro-
kolonien ermoglicht, welche die Basiseinheit eiBe&dilms bilden (Costertomt al., 1995). In
neueren Studien wurde gezeigt, dass die BildungMitinokolonien auch Typ IV-Pili-unab-
hangig durch die Teilung einzelner angeheftetetedetrfolgen kann (De Kievit al., 2001;
Klausenet al., 2003b). Durch die Produktion der EPS entwickieh schliel3lich der differen-
zierte und heterogene Biofilm, der von wasserfutieenKanélen durchzogen ist, welche ei-
nen Transport von Nahr- und Abfallstoffen ermogiich(Costertoret al., 1995; 1999). Vor-
aussetzung fir die Bildung und Aufrechterhaltungsdr Kanéle ist die QS-abhangige Syn-
these von Rhamnolipiden (Davey al., 2003; Espinosa-Urgel, 2003). QS-Systeme wurden
von Davieset al. (1998) als notwendige Voraussetzung zur Differenzig von Biofilmen
beschrieben. Da innerhalb von Biofilmen hohe Zehtgn erreicht werden und die Diffusion
limitiert ist, liefern Biofilme optimale Bedingungefir eine Kommunikation tber QS-Sys-
teme. Sessile Bakterien innerhalb von Biofilmen sgai einen von planktonischen Zellen
stark abweichenden Phéanotyp auf (Déefall., 2001; Pratt & Kolter, 1999). Auch die AHL-
Signalmolekile weisen ein verandertes Profil auiihvénd in Flissigkulturen das langkettige
Signalmolekul (3-oxo-C12-HSL) uberwiegt, wurderBiofilmen vermehrt kurzkettige AHLs
(C4-HSL) nachgewiesen (Singhal., 2000).

Eine Bedeutung wird den Signalmolekilen auch beiAdd#6sung von Zellen aus Biofilmen
zugesprochen. Dieser Wechsel von der sessilenlaoktpnischen Lebensweise ermdglicht
die Besiedelung neuer Oberflachen und wird mogitiwbese durch einen Nahrstoffmangel
ausgelost (Klauseet al., 2003b; Sauett al., 2002).

10
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1.5 Quorum-sensing und globale Regulation beP. aeruginosa

Die grol3e Bedeutung der QS-Systeme wird auch diieclbetrachtliche Anzahl der QS-re-
gulierten Gene deutlich. Durch die vollstandige &sgierung des 6,3 Mb grolien
P. aeruginosa-Genoms (Stoveet al., 2000) war es mdglich, mittels Microarray-Studotas
QS-regulierte Transkriptom vorP. aeruginosa zu analysieren. Dabei wurden in drei
unabhangigen Studien 3 % bis 7 % aller Gene alseQ6liert identifiziert (Hentzeet al.,
2003; Schusteet al., 2003; Wagneret al., 2003). Die meisten dieser Gene haben eine
unbekannte Funktion, andere kodieren fur Membraepre, Transkriptionsfaktoren oder
Enzyme, die an Zwei-Komponenten-Systemen oder Exgmhanismen beteiligt sind. In
allen drei Studien wurden viele Virulenzfaktor-kedinde Gene gefunden. Neben vielen
Ubereinstimmungen wurden in den drei Studien autbrachiedliche Gene als QS-reguliert
beschrieben, was zum Teil auf unterschiedliche Wb#dingungen zurtickgefuhrt wird.
Verdanderungen der Medienzusammensetzung, Sauerstafid Eisengehalt haben
signifikanten Einfluss auf die QS-Regulation (Kenal., 2005; Smith & Iglewski, 2003a;
Wagneret al., 2003).

Interessanterweise wiesen nur 7 % der QS-reguti€denelux-Box-homologe Sequenzen in
ihrem stromaufwarts-Bereich auf (Schusterl., 2003; Wagnegt al., 2003). Dieses eher
geringe Vorkommen von spezifischen DNA-Bindedomafiandie LuxR-homologen Pro-
teine LasR und RhIR weist auf eine indirekte Refyutavieler Gene Uber QS hin. Dazu passt
die Beobachtung, dass viele QS-regulierte GenesKrgotionsregulatoren oder Mitglieder
von Zwei-Komponenten-Systemen sind. Uber eine Itidakdieser regulatorischen Faktoren
kénnte QS indirekt eine Reihe von Mechanismen lfiessen, die die Genexpression regulie-
ren.

Hinzu kommen globale Regulatoren, die den QS-Syateiivergeordnet sind und somit eine
weitere Ebene der QS-Regulation bilden. Ein widttigraktor ist der globale Aktivator
GacA, ein hoch konservierter Zwei-Komponentegponse regulator, der dierhlR-Expres-
sion aktiviert (Reimmanet al., 1997). Die Expression vdask undlasl ist von dem CRP-
homologen Transkriptionsregulator Vir abhéngig (#dlet al., 1997). Negative Regulatoren
sind RsalL, welcher mit dem LasR/3-ox0-C12-HSL-Koexpum die Bindung anhasl-Pro-
motor konkurriert (De Kievitet al., 1999), sowie MvaT, welcher fir das Timing der QS-
Induktion verantwortlich zu sein scheint (Diggkeal., 2002). Die alternativen Sigmafaktoren
RpoN und RpoS zeigten sowohl positive als auch theg&ffekte auf QS-abhangige Gene
(Heurlieret al., 2003; Schusteat al., 2004; Whiteleyet al., 2000).

11
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Neben LasR und RhIR wurde Hiaeruginosa ein weiteres LuxR-homologes Protein, QscR,
identifiziert (Chuganiet al., 2001). QscR, selbst abhangig von GacA, reprimoke
Transkription vordasl und ist an der ,Feinabstimmung“ des QS-Netzweleadsiligt. Je nach
Anwesenheit von AHLs bildet es inaktive Heterodimerit LasR oder RhIR und verhindert
somit die Expression von QS-abhangigen Genen (Ladghal., 2003).

1.6 Interspezies-Kommunikation

Zell-Zell-Kkommunikationssysteme auf der Basis Wcyl-L-Homoserinlactonen sind unter
Gram-negativen Bakterien weit verbreitet (vgl. Tap.Diese Signalmolekile sind strukturell
sehr ahnlich, dennoch weisen sowohl die Luxl- alshadie LuxR-homologen Proteine eine
hohe Spezifitat bei der Synthese bzw. der Bindimegsi entsprechenden Signalmolekuls auf
(Watsonet al., 2002; Zhangt al., 2002b). Eine Interaktion zwischen Bakterien vieisgener
Spezies findet dennoch statt, und es konnte geaeigien, dass einige LuxR-homologe Pro-
teine auch mit nicht-zugehdrigen AHLs interagiekénmnen. Dabei wurde sowohl eine Akti-
vierung des Transkriptionsregulators nachgewiesemuch die Blockierung dieser Aktivie-
rung durch um die Bindestelle konkurrierende fremAdiL.s (Greenberg, 1979; McCleaa
al., 1997; Schaefest al., 1996).

Ein Beispiel fur die Aktivierung des QS-SystemsdaiuAHL-Molekuile artfremder Bakterien
liefert Burkholderia cepacia. Dieses pathogene Bakterium reguliert die Produktion extra-
zellularen Faktoren durch das CepR/Cepl-QS-Systérdem entsprechenden Signalmolekl
N-octanoylt-Homoserinlacton (C8-HSL) (Lewenz al., 1999). In den Lungen von CF-
Patienten kommt es haufig zu einer Co-Infektion Bomepacia und P. aeruginosa und zur
Bildung gemischter Biofilme. Da beide Organismea gleiche chemische Sprache benutzen,
um die Biofilmbildung und die Virulenzfaktor-Prodin zu regulieren, wurden Studien zur
interzellularen Kommunikation zwischen diesen bei@&ammen durchgefuhrt. Dabei zeigte
sich, dass eine unidirektionale Kommunikation @naeruginosa zu B. cepacia erfolgt
(McKenneyet al., 1995; Riedekt al., 2001). Kulturtiberstande vdh aeruginosa stellten die
Protease-Produktion einegpl-negativenB. cepacia-Mutante wieder her, umgekehrt erfolgte
keine Komplementation des QS-negativen PhanotypsteWiin wurde Uber die Expression
AHL-abhéangiger Reportergene eine Interspezies-Komkation in artifiziellen Biofilmen
sowie infizierten Mausen nachgewiesen. Wiederurgieeten dieB. cepacia-Zellen auf die
von P. aeruginosa synthetisierten Signalmolekile, dieser Stamm peofialso von QS-Sys-

temen anderer, um die eigene Pathogenitat zu ezgali
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Die Hemmung des QS-Systems durch artfremde AHL-Ko& ist von Chromobacterium
violaceum bekannt. Die nattrlicherweise C6-HSL-abhangige latein-Produktion wird
durch langkettige Signalmolekile, wie z. B. dasx8-€12-HSL vonP. aeruginosa, inhibiert
(McCleanet al., 1997). Dieses Signalmolekil scheint durch koitigetHemmung das ei-
gentliche Signalmolekll vom zugehdrigen Transkoipgiregulator CviR zu verdrangen.
Interspezies-Kommunikation findet aber nicht nurisolen verschiedenen Bakterienspezies
statt, sondern auch zwischen Bakterien und Euk&eyorwWie bereits beschrieben, 16st das
3-0x0-C12-HSL vonP. aeruginosa immunomodulatorische Effekte bei Saugetieren aus
(Telford et al., 1998). Hohere Pflanzen, z. Bisum sativum, produzieren AHL-Mimetika, die
bakterielle QS-Systeme stimulieren. Dadurch kanB. -das QS-abhé&ngige Schwéarmen indu-
ziert und somit eine Konzentrierung der Bakterishder Pflanzenoberflache verhindert wer-
den (Bauer & Robinson, 2002). Bislang ist die Stmuklieser AHL-imitierenden Substanzen
unklar, jedoch scheinen sie sich chemisch von aditebiellen AHL-Signalmolekilen zu un-
terscheiden (Teplitsleat al., 2000).

1.7 Inhibierung der interzellularen Kommunikation ( Quorum-quenching)

QS-Systeme sind von enormer Bedeutung fur die Bathtitt von Bakterien. Daher kdnnte
die Hemmung dieser QS-Systeme ein therapeutisclediZ die Behandlung bakterieller
Infektionen darstellen (Camaset al., 2002; Smith & Iglewski, 2003a). Mechanismen zur
Interferenz mit bakteriellen QS-Systemen sind berais der Natur bekannt. Als erstes Bei-
spiel der QS-Hemmung durch einen eukaryontischeya@®mus wurde die Furanon-Pro-
duktion der Meeresalg®elisea pulchra beschrieben (Givskoet al., 1996). Durch die
Produktion dieser Metabolite schitzt die Alge sseftbst vor einem UberméaRigen Bewuchs
durch marine Bakterien. Neben der QS-abhangigew&chbewegung konnte auch die Bio-
lumineszenz von Reporterstdammen durch Furanonbiérhiverden (Manefieldt al., 1999).
Zunachst wurde vermutet, dass diese Molekile nmtlibkteriellen Signalmolekilen um die
Bindestelle an LuxR-homologen Proteinen konkurrneideuere Studien zeigten jedoch eine
gesteigerte Degradation der LuxR-Proteine in Gegehder Furanone, so dass die intrazel-
lulare LuxR-Konzentration gesenkt und die AHL-Antivgestoért wird (Manefieldet al.,
2002).

Die spezifische Funktion von Furanonen als QS-Amtiégien konnte mit Hilfe von Micro-
array-Analysen bestatigt werden. Hentetesl. (2003) zeigten, dass 80 % der Gene, die durch

Furanon-Einwirkung bdp. aeruginosa reprimiert waren, tatsachlich QS-regulierte Gand.s
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Weiterhin konnten Furanona vivo als effektive QS-Inhibitoren bei Infektionen eisgezt
werden. In einem Mausmodell einer chroniscliReraeruginosa-Lungeninfektion wurde die
Anzahl der Bakterien in den Lungen durch die Behargl mit synthetischen Furanonen
drastisch gesenkt (Hentzerral., 2003). Als weitere QS-Inhibitoren wurden AHL-dadie-
rende Enzyme beschrieben, welche sowohl in Prokéeyoals auch in Eukaryonten identifi-

ziert wurden.

1.7.1 AHL-degradierende Enzyme bei Bakterien

Bakterien sind hoch anpassungsfahige Organismersatiinell auf sich &ndernde Umweltbe-
dingungen reagieren kénnen. Ermdglicht wird diesckwzahlreiche Regulationsmechanis-
men, die je nach Wuchs- und Umweltbedingungen dar abgeschaltet werden. Ein Regula-
tionssystem mit groRem Wirkungsbereich stellt @aorum-sensing dar. Mit Hilfe dieses
Systems erfolgt die Aktivierung einer Vielzahl v@enen bei Erreichen einer genugend ho-
hen Populationsdichte. Auch das Verlassen dieseakip8erten Zustandes kénnte eine Not-
wenigkeit zur Anpassung an die aktuellen Bedingarsgn. Das Ausschalten QS-abhéangiger
Genexpression konnte ausreichend Energie und Ressosichern, um z. B. essentielle Pro-
teine und Enzyme der Stressantwort zu synthetrsi@tieang & Dong, 2004). Deswegen wird
fur einige QS-fahige Bakterien ein ,QS-Signatnover-System* vermutet, unter dessen
strikter Kontrolle AHL-degradierende Enzyme das l¥ssen des QS-aktivierten Zustandes
ermdglichen.

AHL-degradierende Enzyme bieten jedoch nicht noeriVorteil fur QS-fahige Bakterien,
indem sie kontrolliert die eigenen Signalmolekibdauen und dadurch der Population das
Verlassen des QS-aktivierten Zustandes ermoglickendern auch fir Organismen, die
durch eine Hemmung der QS-Systeme konkurrierendkteliien profitieren. Denn sehr hau-
fig werden durch QS Prozesse reguliert, die an@eganismen in der Umgebung schadigen.
So verschafft sich z. Berwinia carotovora durch die QS-induzierte Carbapenem-Produktion
einen Vorteil gegentber anderen Bakterien in deeselNische (Baintoret al., 1992;
McGowanet al., 1995). Sind diese konkurrierenden Bakterien jadocder Lage, das QS-
System vorE. carotovora zu hemmen, indem sie die entsprechenden Signadlifleleegra-
dieren, verhindern sie die Antibiotikaproduktionduwerden nicht vorkE. carotovora ver-
drangt (Rochet al., 2004).
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Das erste AHL-degradierende Enzym wurde in eiBawillus-Stamm aus einer Bodenprobe
identifiziert (Donget al., 2000). BeiBacillus-Spezies, sowie allen anderen Gram-positiven
Bakterien, sind bisher keine Signalmolekile des AHfps identifiziert worden. Stattdessen
nutzen Gram-positive Bakterien Oligopeptide alsn8imolekile (Abb. 2.H, 1), die Uber
ABC-Transporter exportiert werden. Die Wahrnehmualeg in Abhangigkeit der Zelldichte
akkumulierenden Oligopeptide erfolgt entweder Uber Zwei-Komponenten Signaltrans-
duktions-System, bei dem eine PhosphorylierungSésisorkinase auf dessponse regulator
Ubertragen wird, der die Transkription der Zielgeeguliert, oder Uber einen aktiven Trans-
port der Oligopeptide in die Zelle mittels eineesgischen Oligopeptid-Permease. In diesem
Fall bindet das Peptid an ein entsprechendes Regulatein, welches dann die Transkrip-
tion der Zielgene reguliert (Kleerebezehal., 1997).

Das AHL-degradierende Enzym AiiA aBsacillus hat demnach keine Funktion fur das eigene
QS-System. Die physiologische Rolle kdnnte darstdtgen, Signalmolekile Gram-negativer
Bakterien zu degradieren und somit fremde QS-Systamhemmen. Die Aminoséauresequenz
von AiiA zeigte keine signifikanten Ahnlichkeiten bekannten Proteinen, weist aber das bei
zahlreichen Metallohydrolasen konservierte, voniiMekt al. (1998) als Zink-Bindemotiv
beschriebene, HXHXDH-Motiv auf. Dieser konservieBereich ist essentiell fur die AiiA-
Aktivitat (Donget al., 2000; Donget al., 2002), jedoch wurden widersprichliche Befunde zur
Notwendigkeit von Zink oder anderen Metall-lonenrdftentlicht (Thomaset al., 2005;
Wanget al., 2004). Biochemische Analysen ergaben, dass kdsicAiiA um eine Lactonase
handelt, die die Esterbindung des Homoserinlaatgsriverschiedener AHL-Signalmolekile
spalten kann (Abb. 4, Dorggal., 2001).

R O
AHL-Lactonase W OH
E— n N OH

R O .

M/u\ /QO + H0 Acyl-Homoserin
n N
H

0 AHL-Acylase R O
AHL > L 0
n oH  HN

e}
Fettsaure Homoserinlacton|

Abb. 4: Mechanismen zur AHL-Degradatio durch AHL-Lactonasen und AHL-Acylasen.

15




EINLEITUNG

Die heterologe Expression vanA in dem Pflanzenpathogdh carotovora fuhrte zu einer
fehlenden AHL-Akkumulation im Kulturiberstand, eineduzierten Produktion der extra-
zellularen Pectatlyase und einer abgeschwachtdrogtitat gegeniber den Wirtspflanzen
Kartoffel, Tabak und Chinakohl (Abb. 5, Domg al., 2000). Auch dieaiiA-Expression in
Pflanzen bewirkte eine Stérung descarotovora QS-Systems und eine erhéhte Resistenz
gegen Infektionen mit diesem Pflanzenpathogen (Bbab, 2001).

Es konnte also gezeigt werden, dass die AHL-Lac®rauBacillus spec. bakterielle Infek-
tionen bei Pflanzen verhindern kann. Auch bei dgmootunistisch humanpathogenen Bakte-
rium P. aeruginosa wurde durch diaiiA-Expression eine Reduktion der Virulenzfaktorpro-
duktion erreicht (Reimmanet al., 2002). Dieaii A-Expression verhinderte eine Akkumulation
von C4-HSL und fuhrte zu einer reduzierten Meng&-axo-C12-HSL, Elastase, Rhamnoli-

piden und Pyocyanin und verringerte die Schwarmigewg vonP. aeruginosa.

Tage nach
Beimpfen: £

Abb. 5: Einfluss der AHL-Lactonase
AilA auf die Pathogenitdt von

E. carotovora (Donget al., 2000). China-
kohl, der mit denE. carotovora-Wildtyp
(WT) bzw. der Leervektorkontrolle (LV)
beimpft wurde, zeigt 3 bzw. 6 Tage spéater
starke Faulnissymptome. Die heterologe
Expression vonaiiA in E. carotovora
verhindert den Verfall.

E. carotovora; aiiA

Kurz nach der Identifizierung der AHL-LactonaseA&usBacillus wurden eine Reihe wei-
terer ,Quorum-quenching-Enzyme* beschrieben (Tab. 2). AHL-Lactonasen wardieht nur

in weiteren, keine AHLs produzierendeBacillus-Stammen identifiziert, sondern auch bei
dem AHL-Produzenter\grobacterium tumefaciens. Fir diesen Stamm wurde die Existenz
eines QS-Signaldrnover-Systems vorgeschlagen, welches den Zellen dasdsem des QS-

aktivierten Zustandes, den konjugativen Ti-Plasimansfer, ermoéglicht (Zhangt al.,
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2002a). Es konnte gezeigt werden, dass die Exprestr AHL-Lactonase AttM durch den
Suppressor AttJ reguliert wird und die Mutationsdi® Suppressors zu einer konstitutiven
AHL-Lactonase-Produktion fiihrt, wodurch eine 3-a@8-HSL-Akkumulation sowie der Ti-

Plasmid-Transfer verhindert wird.

Tab. 2: Vorkommen AHL-degradierender Enzyme bei Prdaryonten und Eukaryonten.

Spezies Gen Mechanismus Referenz
Prokaryonten

Bacillus spec. 240B1 aiiA AHL-Lactonase Dongt al., 2000

Bacillus spec. A24 aiiAhomolog AHL-Lactonase Reimmanet al., 2002

B. thuringiensis aiiAhomolog  AHL-Lactonase Dong al., 2002;
Leeet al., 2002

B. cereus aiiAhomolog  AHL-Lactonase Dong al., 2002

B. anthracis aiiAhomolog  AHL-Lactonase Ulrich, 2004

Agrabacterium tumefaciens attM, aiiB AHL-Lactonase Carlieet al., 2003;
Zhanget al., 2002a

Arthrobacter spec. IBN110 ahlD AHL-Lactonase Parkt al., 2003

Klebsiella pneumoniae ahlK AHL-Lactonase Parkt al., 2003

Variovorax paradoxus nicht bekannt  AHL-Acylase (?) Leadbetter & Greeigher
2000

Ralstonia Stamm XJ12B aiiD AHL-Acylase Linetal., 2003

Pseudomonas Stamm pvdQ AHL-Acylase Huanggt al., 2003

PAI-A, P. aeruginosa PAO1

Streptomyces spec. ahlM AHL-Acylase Parlet al., 2005

Eukaryonten
Mensch (Lungenepithel) PONs Lactonase Cétuad., 2004
Diverse Saugetiere (Serum) PONs Lactonase éaalg, 2005

Neben AHL-Lactonasen, die die Esterbindung des Hamolactonrings spalten, wurde eine
weitere Klasse AHL-degradierender Enzyme beschniebdee AHL-Acylasen. Diese AHL-
inaktivierenden Enzyme hydrolysieren die Amidbinduiso dass die Fettsaure-Seitenkette
vom Homoserinlactonring abgespalten wird. Besclemelvurden AHL-Acylasen bei den
Gram-negativen Bakterienstammeseudomonas PAI-A, Variovorax paradoxus VAI-C und
Ralstonia XJ12B (Huanget al., 2003; Leadbetter & Greenberg, 2000; Etral., 2003). Bei

V. paradoxus wurde das entsprechende Gen jedoch nicht klordestFahigkeit, AHLs als
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einzige Energie- und Stickstoffquelle zu nutzenydeuaber auf die Existenz eines solchen
Enzyms zurlckgefuhrt (Leadbetter & Greenberg, 2080¢h bei denPseudomonas-Stamm
PAI-A wurde das Wachstum mit langkettigen AHLs a@ilsziger Energiequelle auf eine AHL-
Acylase zurlckgefuhrt und entsprechende Degradairodukte konnten auch in dem Stamm
P. aeruginosa PAOL1 detektiert werden (Huarg al., 2003). Die AHL-Acylase-Aktivitat
konnte auf dapvdQ-Gen zurtickgefiihrt werden. Bei Expressioftircoli erfolgte die Degra-
dation langkettiger AHLS, die konstitutive Expressin P. aeruginosa PAOL1 verhinderte die
Akkumulation von 3-oxo-C12-HSL. DpvdQ-Deletionsmutanten voR. aeruginosa jedoch
immer noch in der Lage waren, langkettige AHLseateige Energiequelle zu nutzen, wurde
die Existenz weiterer AHL-degradierender Enzymeruget (Huanget al., 2003).

1.7.2 AHL-degradierende Enzyme bei Eukaryonten

Wie bereits erwahnt, haben auch héhere OrganisrbgreArmechanismen entwickelt, die die
Zell-Zell-Kommunikation von Bakterien storen. Nebgilanzlichen AHL-Mimetika und QS-
hemmenden Furanonen aus Algen wurde bei Saugetsmeninaktivierung von AHL-Sig-
nalmolekilen nachgewiesen. Chuh al. (2004) fihrten die AHL-Inaktivierung durch
menschliches Lungenepithel auf Zell-assoziierteylrez zurtick. Dabei zeigte sich eine Spe-
zifitat far langkettige Signalmolekule wie 3-oxo-ZHSL und C6-HSL. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Fahigkeit zur AHL-Inaktivierunger verschiedenen Zelltypen variiert. Vor
allem Gewebetypen, die haufig einem Kontakt mittBekn ausgesetzt sind, wie Lunge und
Darm, zeigten eine effektive Inaktivierung von AHLEIne kirzlich veroffentlichte Studie
belegt, dass AHL-inaktivierende Enzyme im Serunseliedener Saugetiere verbreitet sind
(Yang et al., 2005). Analysen der Degradationsprodukte zeigtss es sich hierbei um
Lactonasen handelt, die den Lactonring von AHLsé@lfft Aufgrund der &hnlichen Enzym-
eigenschaften handelt es sich vermutlich um Parsasen (PONs). PONs haben verschie-
dene Funktionen bei Saugetieren, sie kdnnen eiifeeRen Estern und Lactonen hydrolysie-
ren und sind durch ihre antioxidativen Eigensclmatia der Entgiftung diverser Metabolite
beteiligt (Draganowet al., 2000). Die Expression drei verschiedener PON-GarssMausen

in CHO-Zelllinien verifizierten die AHL-Inaktivienugs-Aktivitdt von PONs (Yangt al.,
2005).

Auch die Expression der bakteriellen AHL-Lacton@sé in Pflanzen lieferte vielverspre-
chende Ergebnisse. So zeigten transgene Kartofiiel-Tabakpflanzen eine erhdhte Resistenz

gegenuber Infektionen mi. carotovora (Donget al., 2001). Diese Befunde verdeutlichen,
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dass es moglich istQuorum-quenching-Pflanzen* zu entwickeln und QS-abhangige bakteri-

elle Infektionen zu blockieren.

1.7.3 Inhibierung der interzellularen Kommunikation als antimikrobielle Therapie

Die Bedeutung der QS-Systeme fur die PathogendétBRakterien wurde in verschiedenen
Studien demonstriert. Dabei wurde nicht nur gezelgss die Expression einer Vielzahl von
Virulenzfaktoren durch QS reguliert wird, sondenrcla, dass Bakterien mit Mutationen in
QS-Genen eine abgeschwéchte Pathogenitat aufwéleitere Studien zeigten aul3erdem,
dass es moglich ist, durch QS-Inhibitoren bzw. Aidaktivierende Enzyme bakterielle In-
fektionenin vivo zu verhindern bzw. zu mildern. Diese Befunde ewif neue Mdglichkeiten
der antimikrobiellen Therapie.

QS-Inhibitoren kdénnen die Virulenz von Bakteriersatwachen, ohne sie abzutéten oder das
Wachstum zu inhibieren. Es wird also kein selektdeuck zur Entwicklung von resistenten
Mutanten ausgeibt. Angesichts der zunehmenden Amzahiresistenter Bakterienstamme
ist dies ein groR3er Vorteil gegentber konventia@relAntibiotika. Ein weiterer Unterschied
zu konventionellen Antibiotika ist der vermutlichge Wirkungsbereich der QS-Inhibitoren,
denn es scheint kein universelles Virulenz-regahdes QS-System im Bakterienreich zu
geben. Darin kbnnte jedoch der Vorteil liegen, ddigsnitzliche Bakterienflora geschuitzt
wird (Camaraet al., 2002).

Aus bisheriger Sicht sind die moglichen Angriffsgtenfir eine Inhibierung von QS-Syste-
men folgende:
1. Inhibierung der Signalmolekll-Synthese
2. Inhibierung der Aktivierung LuxR-homologer Prioi
- R-Protein-Degradation (z. B. Furanone)
- AHL-Analoga als Antagonisten
3. Degradation der AHL-Signalmolekile
- AHL-Acylasen

- AHL-Lactonasen

Die Inhibierung der QS-Systeme ist ein vielverspeses Ziel fur die Bekdmpfung bakteri-
eller Infektionen. Um die Einsatzfahigkeit fur Mewh, Landwirtschaft und Industrie zu pri-

fen, missen jedoch noch eine Reihe von Mechanismfgeklart werden und Studien beziig-
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lich moglicher Nebenwirkungen sowie der Stabiligid Effektivitdt entsprechender Wirk-

stoffe erfolgen.

1.8 Ziele dieser Arbeit

Viele Bakterien nutzen Zell-Zell-Kommunikationsssiste, um ihre eigene Zelldichte zu er-
mitteln und die Genexpression Zelldichte-abhangigegulieren. Dazu werden niedermole-
kulare Signalmolekiile produziert und ins umgebevdeu abgegeben. Eine Akkumulation
dieser Signalmolekile wird von allen Bakterienzelger Population wahrgenommen und
bewirkt die koordinierte Expression bestimmter Gaend somit die Synchronisation des Ver-
haltens der gesamten Bakterienpopulation. BesonBedeutung haben derartigguorum-
sensing-Systeme durch die Regulation von Virulenzfaktgoathogener Bakterien.

P. aeruginosa ist ein tier-, pflanzen- und humanpathogenes Bakte welches die Expres-
sion einer Vielzahl von Virulenzfaktoren Zelldickabhangig reguliert. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Storung der QS-Systeme zu elrsmhivachung der Virulenz fihrt. Daher
wird die Storung der QS-Systeme als eine neue Mikgit angesehen, bakterielle Infektio-
nen zu bekampfen. Ein nattrlich vorkommender Meisdmans zur Stérung von QS-Systemen
ist die enzymatische Degradation von AHL-Signalrkdlen. Zu Beginn dieser Arbeit war
lediglich ein einziges AHL-degradierendes Enzym dvek, die AHL-Lactonase AiiA aus
Bacillus spec. (Donget al., 2000). Nachdem beschrieben wurde, dass ein Gigassi der
selbst keine AHLs produziert, fahig ist, diese Mdille enzymatisch zu degradieren, sollte
untersucht werden, ob auch Organismen, die UbersAkimmunizieren, dazu in der Lage
sind. Durch Homologievergleiche mit deamA-Gen wurde ein entsprechender ORF im Ge-
nom vonP. aeruginosa identifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbesllte das putative
AHL-Lactonase-homologe Protein HalS d&iseruginosa untersucht werden.

Um den Einfluss von HalS auf die QS-Systeme Roaeruginosa zu analysieren, sollten so-
wohl ein halS-negativer als auch eimlS-UberexprimierendeP. aeruginosa-Stamm erzeugt
werden. Es sollte geprift werden, inwieweit dieeaig Signalmolekuil-Produktion beeinflusst
wird und welche Auswirkungen HalS auf verschied¥imelenzfaktoren vonP. aeruginosa
hat. Als Beispiele fur QS-abhangige Phanotypertesoltlie Biofilmbildung und die Beweg-
lichkeit, sowie die Produktion verschiedener exfadarer Metabolite und Enzyme unter-
sucht werden. Durcin vitro-Analysen sollte ferner ein direkter Einfluss voal8 auf Sig-

nalmolekule geprift werden.
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Da QS furP. aeruginosa von grol3er Bedeutung ist, wurde vermutet, das$ tdéd putative
AHL-Lactonase unter der strikten Kontrolle einesgiigherweise komplexen Regulations-
systems steht. Daher sollten Reportergenfusionegesellt und Untersuchungen zur Expres-
sion deshalS-Gens durchgefihrt werden.

Des Weiteren sollte der Einfluss des HalS-Enzynisaadere, artfremde Signalmolekile un-
tersucht werden. Von besonderem Interesse war @afeimoégliche Beeinflussung der QS-

regulierten Virulenz anderer Bakterienstamme.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Ch&alien und Enzyme wurden von den
folgenden Firmen in p.A.-Qualitat bezogen:

Antibiotika: Gerbu (Geilberg), Serva (Heidelberg), Sigma (Ddiséen).

Chemikalien: Biomol (Hamburg), Fluka (Sternheim), Gibco BRL (Eggtein), Merck
(Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Riedel-de-Ha&elze), Roth (Karlsruhe), Sigma
(Deisenhofen), Serva (Heidelberg).

Enzyme: Restriktionsenzyme wurden von den Firmen MBI Fentag (St. Leon-Rot) und
New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Weitersyie wurden von folgenden Firmen
bezogen: Lysozym von Sigma (Deisenhofen), T4-DN4ase, Ribonuclease A und T4-
DNA-Polymerase von MBI Fermentas (St. Leon-RBfy-DNA-Polymerase von Stratagene
(Heidelberg), DNasel von Promega (Mannheim), ReveFsanskriptase von Invitrogen
(Karlsruhe).

Medienkomponenten:Difco (Detroit, USA), Gibco BRL (Eggenstein), Oxdid/esel).

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme.

Bakterienstamm Genotyp Referenz/Bezugsquelle
Agrobacterium traG::lacZ traR (pZLR4) Chaet al., 1998
tumefaciens NTL4 AHL-Sensorstamm
Chromobacterium mini Tn5 McCleanet al., 1997
violaceum CV026 AHL-Sensorstamm
Erwinia carotovora Wildtyp Hauberet al., 1998
Escherichia coli F ompT hsdSs (rg mg) gal dem Novagen, Madison, USA
BL21 (DE3) (A1ts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7

genel)
Escherichia cali recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Hanahan, 1983
DH5a supE44 relAl AlacU169

(p80lacZAM15)
Escherichia coli F traD36lacl9A(lacZ)M15 proAB  Yannish-Perrort al.,
JM101 A(lac-proAB) thi supE1l 1985
Escherichia coli Ec294::[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)], Simonet al., 1986
S17-1 proresrecA tra’ Tp' S
Pseudomonas aeruginosa Wildtyp Hollowayet al., 1979
PAO1
Pseudomonas aeruginosa halS:pKOhalS QSnl/Sg diese Arbeit
AhalS (QSni/Sp)
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Fortsetzung Tab. 3

Pseudomonas aeruginosa halS:Gm' diese Arbeit
AhalS (GnT)
Pseudomonas aeruginosa lasl::Gmrhll::Tc Beatsoret al., 2002
Alasl/rhll
Pseudomonas aeruginosa AlipA/H, mit chromosomal Rosenau, 1998
PABST7.1 integriertem D180-T'dacl® T7-

RNA-Polymerase
Pseudomonas aeruginosa lasB::Km Braunet al., 1998
PAN10

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Vektoren.

Vektoren fiur E. coli

genetische Marken

Referenz/Bezugsquelle

pBKS Pr7 Prs Pac lacZo Amp' ColE1 Stratagene, Heidelberg

pBSL141 ColE1 AmpGnT Alexeyevet al., 1995

PET22b ColE1 Po1olacl® pe B Amp' Novagen, Madison,
USA

pKnockouf2 ColE1 SMYSP mob Windgassermt al., 2000

pSUP202 ColEmob Amp' Cm' T¢' Simonet al., 1983

Vektoren mit weitem genetische Marken Referenz/Bezugsquelle

Wirtsbereich

pBBR1MCS lacZa Cmf rep mob Kovachet al., 1994

pBR22b lacZa Cm' rep mob (MCS: pET22b) Rosenau & Jaeger,
2003

pTZ110 Amp, promotorlose$acZ Schweizer &

Chuanchuen, 2001

rekombinante

genetische Marken

Referenz/Bezugsquelle

Plasmide

pBKhalS1 425 bigall / HindllI-PCR-Fragment diese Arbeit
(stromaufwarts-Bereich vdmlS) in pBKS

pBKhalS2 493 bindlll / BamHI-PCR-Fragment  diese Arbeit
(stromabwarts-Bereich vdmalS) in pBKS

pBRAL 784 bpXbal / Sacl-Fragment aus pET1415diese Arbeit
in pPBBR1MCS balS-Gen R,-kontrolliert)

pBR1415 721 biNdel / BamHI-PCR-Produkt in diese Arbeit

pBR22b halS-Gen Rs-kontrolliert)
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Fortsetzung Tab. 4

pET1415

pG1AL1

pG1AL12

pKOhalS

PSUAL12

pTS400
pTZAL

pURE
pUSHL

721 biNdel / BamHI-PCR-Produkt in diese Arbeit
PET22b falS-Gen Prs-kontrolliert)

ca. 0,8 kiMlul-Fragment (Grf) aus diese Arbeit
pBSL141 in pBKhalS1

1,2 kbSall / Hindlll-Fragment aus pG1AL1diese Arbeit

in pBKhalS2

5’- und 3-verkirztefial SGen (507 bp) in diese Arbeit
pKnockouf

1,7 kbSall / BamHI-Fragment aus diese Arbeit
pG1AL12 in pSUP202

lasB::lacZ Amp' Passadoet al., 1993
455 bpXhol / BamHI-Fragment aus diese Arbeit

pBKhalS1 in pTZ110HKalS::lacZ-Fusion)
PET19 mit synthetischer MCIg¢cB-Gen Bartels, 2004

750 bphalSFragment in pUREhaIS:lecB  Bartels, 2004
Przo10-kontrolliert)

2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotideundlen von den Firmen Eurogentec
(Seraing, Belgien) und Interaktiva (Ulm) bezoged smd im Detail in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung DNA-Sequenz (in 5~ 3’ Richtung) Merkmal
halSint_up TGCAACATGTGECATGTCCAG

halSint_dwn ATAGTCGTCCAGGTTGGAATG

1415up CAGAGACCCATATGAGAATCGICAGC Ndel
1415dwn TCCCGGATCCGGTCTATCGATC BamH|
halS1up GGCGTCGACAGCCTGICCTTCG Sl
halS1dwn GGAAGCTTACGCGTCGCGGTCTCTGT CGG Hindlll, Mlul
halS2up GCGAAGCTTACGCGT ACCAAAACCGGEG Hindlll, Mlul
halS2dwn CCGGATCCGGTGECEGTGCCATG BamH|
Gmupl TATATCTATGATCTCGCAGTICTCCGGC

Gmdwnl GCCGGAGACTGCGAGATCATAGATATA

1417up AACAACCACGGCTATGGCGA

oprl4l7up CCAAGGTCGGCATCGTCGTG

halSdwnl TTGTAGAAGTGCCGGEGTTT
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2.4 Nahrmedien

LB-Medium:
10 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; 5 g/l Hefextrakt
NB-Medium:
8 g/l Bouillon (Lab Lemco Broth, Oxoid); 4 g/l NaCl
NYB-Medium:
25¢/1 Bouillon (Lab Lemco Broth, Oxoid); 5 g/l Hefeakt
M9-Medium (Sambroolet al., 1989):
10 % (v/v) L6sung 1; 1% (v/v) Losung 2; 1 % (v/iv)dung 3; 10 % (v/v) Losung 4
Lésung 1: 40 g/l Glucose
Ldsung 2: 25 g/l MgS©» 7 H,O
Lésung 3: 2 g/l CaGlIx 2 HO
L6sung 4: 70 g/l NAHPOy « 2H,0; 30 g/l KHPOy; 5 g/l NaCl; 10 g/l NHCI
ABG-Medium (Chiltonet al., 1974):
5 % (v/v) AB Salz (x20); 5 % (v/v) AB Puffer (x20);2 % (w/v) Glucose
AB Salz (x20): 20 g/l NELCI; 6 g/l MgSQ; 3 g/l KCI; 0,2 g/l CaC) 0,05 g/l FeSO4
AB Puffer (x20): 60 g/l KHPOy; 23 g/l NaBPO,
APM-Medium:
10% (v/v) Losung 1; 10 % (v/v) Losung 2; 5 % (vidsung 3; 75 % (v/v) Losung 4
Lésung 1: 21,81 g/l Na-D-Gluconat
L6sung 2: 10,11 g/ KN©
Lésung 3: 4,92 g/l MgS©x 7 HO
Ldsung 4. 1,37 g/l NaHPO, x H,O, 3,9 g/l KHPO4

PPGAS-Medium (Wild et al., 1997):
5 g/l Glukose; 10 g/l Pepton; 1,08 g/l NE; 1,48 g/l KCI; 14,6 g/l Tris;
0,36 g/l MgSQ@x 7H0; pH =7,2

Zur Herstellung von Festmedien wurde den Medienkamepten 1,5 % (w/v) Agar zugege-
ben. Hitzelabile Chemikalien wurden mit Membrasfiit mit einem Porendurchmesser von
0,2 um (Schleicher und Schiill, Dassel) sterilgitriund den autoklavierten Medien bei einer
Temperatur vorr 60°C zugesetzt.

Plattentests zur Beweglichkeit vénaeruginosa-Zellen:

Schwimmen: M9-Minimalagarplatten mit 0,3 % (w/v) Agar.

Schwarmen: M9-Minimalagarplatten mit 0,5 % (w/v) Agar ohne MH in der Lésung 4. Als
einzige Stickstoffquelle wurde stattdessen 0,059%)(Glutamat zugesetzt.

Twitching motility: LB-Agarplatten (1,5 % (w/v) Agar). Einzelkoloniemurden mit Zahn-
stochern durch den Agar bis zum Grund der Petrisgestochen.

Fur den qualitativen Nachweis von Enzymen wurdégefode Indikatorplatten verwendet:
a-Komplementations-Agar (Sambroolet al., 1989):

1 ml 100 mM IPTG in 70 % (v/v) Ethanol; 3 ml 2 %/ X-Gal in DMF; 300 ml LB-Agar
Skim-Milk-Agar:

3% (w/v) Magermilchpulver (30 min, 105°C) in LB-Ag&roteaseaktivitat fihrt zur Entste-
hung klarer H6fe um Bakterienkolonien.
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2.5 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Kulturen vonE. coli und P. aeruginosa wurden, soweit nicht anders angegeben, in LB-
Medium angelegt und bei 37°C bebritetcarotovora undC. violaceum wurden bei 30°C in
LB-Medium, A. tumefaciens bei 30°C in ABG-Medium bebrutet. Flissigkulturent ginem
Volumen von 5 ml wurden in Reagenzglasern auf eirlReagenzglas-Rotator (Neolab,
Heidelberg), groRRere Volumina in Erlenmeyer-Kolbenf einem Inkubationsschiittler
(Unitron, Infors HT, Bottmingen, CH) bei 180-220 Mgkultiviert, wobei das Verhaltnis
zwischen Kulturvolumen und Volumen des verwendé&edenmeyer-Kolbens 1:10 entsprach.
Bakterienstimme mit plasmid- oder genomkodiertesid®nzmarken wurden unter Selek-
tionsdruck durch Zugabe des jeweiligen Antibiotilau(@ab. 6) kultiviert.

Als Ubernachtkulturen (UK) wurden solche Kulturegzbichnet, die mindestens 16 h bebrii-
tet wurden. Hauptkulturen wurden aus einer UK ainé ©.Dggonm= 0,05 beimpft. Zur Lage-
rung von Bakterien wurden diese auf Festmedienestisghen und nach erfolgter Bebriitung
bei 4°C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung von &add wurden UK mit 7 % (v/v) DMSO
versetzt und bei -80°C eingefroren.

Tab. 6: Konzentrationen der zur Selektion eingeseten Antibiotika.

Antibiotikum fur E. coli [ug/ml] fur P. aeruginosa [pug/ml]
Ampicillin (Amp) 100 -
Carbenicillin (Cb) - 600
Chloramphenicol (Cm) 50 300
Irgasan (Irg) - 25
Spectinomycin (Sp) 50 200
Streptomycin (Sm) 50 200
Tetracyclin (Tc) 25 100

2.6 Kultivierung von Biofilmen
2.6.1 Kultivierung von Biofilmen auf Glasobjekttragern

Fettfreie, hitzesterilisierte Glasobjekttrager wemdn sterilen Petrischalen mit 15 ml NB-Me-
dium uberschichtet und von einer UK auf eine @dam= 0,05 angeimpft. Die Kultivierung
erfolgte bei 30°C fur 48 h auf einer Wippe, um eitengsamen Fluss des Mediums uber die
Objekttrager zu erzeugemie Objekttrdger wurden enthommen ude Zellen mit dem
DNA-bindenden Farbstoff SYTO 9 (Molecular Probeagéne, USA) angefarbt. Dazu wur-
den 100 pl Farbelosung (1,5 pl SYTO 9-Stammlésant ml 0,14 M NaCl) auf die Objekt-
trager aufgebracht und nach 15 min Inkubation imi2In die Biofilme mittels CLSM (2.27)
analysiert.

2.6.2 Kultivierung von Biofilmen in Durchflusszellen

Die Kultivierung von Biofilmen unter dynamischen déegungen erfolgte in Zwei-Kanal-
Durchflusszellen in APM-Medium bei 30°C Uber einggitraum von 3 Tagen. Als Substra-
tum dienten Deckglaser aus Borosilikat-Glas €40 mm, Dicke 0,17 mm, Marienfeld-
Superior, Lauda-Konigshofen). Jeder Kanal (AusntaRe8 x 54 mm) wurde mit 5 ml einer
Zellsuspension mit einer O.43onm= 0,05 beimpft. Um die Adhasion der Zellen an dab-S
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stratum zu ermoglichen, wurden die Durchflusszelanachst fur 1 h stehen gelassen und
anschlieBend unter Verwendung einer peristaltisdPempe (Ismatec, IPC-N, Wertheim-
Mondfeld) einMedienstrom von 20 ml/h gestartet. Nach 24 h, 28¢h 72 h wurden jeweils
zwei Kanéle pro Bakterienstamm mit dem DNA-bindend@rbstoff SYTO 9 (Molecular
Probes, Eugene, USA) gefarbt, indem 2,5 ml Farbe@<1,5 pl SYTO 9-Stammldsung je
1 ml APM-Medium) in jeden Kanal injiziert wurden.idAnalyse der Biofilme erfolgte
mittels CLSM (2.27).

2.7 Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung von Plasmid-DNA auB. coli und P. aeruginosa erfolgte nach der von

Birnboim und Doly (1979) beschriebenen Methodealkalischen Lyse oder durch die Ver-
wendung von Mini- und Midiprap-Kits der Firmen ltek (Berlin) und Qiagen (Hilden) nach
Herstellerangaben.

Chromosomale DNA aus Zellen véh aeruginosa wurde mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits
der Firma Qiagen isoliert.

Zur Isolierung von mRNA wurde das RNeasy-Kit danfa Qiagen verwendet.

Die Konzentration von DNA- und RNA- Praparationerurde durch analytische Gel-
elektrophorese bestimmt.

2.8 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse DOIA und RNA sowie der gezielten
Isolierung von DNA-Fragmenten durchgefiihrt. Diekaigphoretische Auftrennung erfolgte
nach Sambrookt al. (1989) in 0,6 - 2 %igen (w/v) Agarosegelen.

Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mMsHBase; 45 mM Borat; 1,25 mM Ma
EDTA; pH 8,3) verwendet. Als Gro3standard fur didAGele wurde die ,,1kb-ladder” von
Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. Die Geldokumeatawurde auf dem ,Gel Print 2000i“-
Videodokumentationssytem der Firma MWG-Biotech {8berg) sowie mittels des ,Eagle
Eye II“-Videodokumentationssytems der Firma Strategy(Heidelberg) durchgefihrt.

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelenolgé unter Verwendung des
,Perfectprefi Gel cleanup“-Kits der Firma Eppendorf (Hamburgtmangaben des Her-
stellers.

2.9 Invitro-Rekombination von DNA
Die Restriktion von DNA, Modifikation von DNA-Endeand Ligation von DNA-Fragmen-

ten wurden nach Sambroekal. (1989) sowie nach den Angaben der Herstellejeleeili-
gen Enzyme in den mitgelieferten Puffern durchgefiih

2.10 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Die Herstellung transformationskompetenter coli-Zellen sowie die Transformation von
Plasmid-DNA wurden nach Hanahan (1983) durchgefiihrt
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2.11 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation

Mobilisierbare Plasmide wurden in Zellen vBnaeruginosa durch di-parentale Konjugation
eingebracht. Dabei wurde je 1 ml einer UK des Pidgmltigen Donorstamm. coli S17-1
mit 1 ml Zellen des jeweiligen Rezipientenstammes . aeruginosa, die zuvor flr 10 min
bei 46°C inkubiert wurden, gemischt und durch Zérgation (3 min; 5.00@; RT) sedimen-
tiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zeliénmindestens 4 h bei 37°C auf einer
LB-Agarplatte inkubiert, bevor diese in 1 ml LB-Math resuspendiert und in Verdiinnungen
von 10" bis 10° auf Selektivagar ausplattiert wurden. Zur Kontielsiion des Donorstamms
enthielt der Selektivagar zusatzlich 25 pg/ml legagCiba Geigy, Basel, CH).

2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wundach Saikiet al. (1988) durchge-
fuhrt. Es wurden standardmaiig PCR-Ansétze mitneielumen von 50 pl angesetzt, die
sich wie folgt zusammensetzten: 1 ng Plasmid- d@eng genomische DNA als Matrizen-
DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTé&sd 2,5 UTag- oderPfu-Polyme-
rase im jeweiligen Reaktionspuffer des Herstell®ige. PCR wurde in dem PCR-Automaten
.Mastercycler Gradient” der Firma Eppendorf (Hand®umit dem folgenden Programm
durchgefuhrt: 1 x (2 min 98°C); 30 x (1 min 95°C5 tnin 55-65°C je nach Schmelztempe-
ratur der eingesetzten Oligonukleotide; 0,5-2 n#AC7je nach Lange des zu amplifizierenden
Fragments); 1 x (5 min 72°C). Die Reinigung der PR¥Bdukte erfolgte unter Verwendung
des ,NucleoSpin Extract*-Kits der Firma MachereyN&gel (Diren) nach Angaben des Her-
stellers. Unerwiinschte PCR-bedingte Mutationen amidurch die Sequenzierung der PCR-
Produkte ausgeschlossen.

2.13 Reverse Transkription

Die Herstellung von cDNA erfolgte mit Hilfe des Bmas ThermoScript! Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe). Zunéchst deudie Gesamt-RNA einer DNase-Be-
handlung nach Angaben des Herstellers (RQ1 DNaseydyja, Mannheim) unterzogen. Da-
nach wurden ca. 1 ug RNA mit 15 pmol spezifischdigddukleotid und 20 nmol dNTPs fir
5 min bei 65°C denaturiert. Dem Reaktionsansatz@@¢volumen 20 ul) wurden dann 4 pl
5x cDNA-Synthesepuffer, 100 nmol DTT, 40 units RNasd®" Ribonuclease Inhibitor
und 15 units ThermoScript RT zugesetzt. Nach einer Inkubation fiir 45 min385C wurde
die Reaktion bei 85°C fir 5 min inaktiviert. Zum dthaveis der cDNA wurden jeweils 2 pl als
Matrize in eine PCR-Reaktion eingesetzt.

2.14 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit der Firma Sequiserve (Vaterstet-
ten) durchgefuhrt.

2.15 Konstruktion halS-defizienter Stamme vonP. aeruginosa

Zur Inaktivierung de$ialS-Gens wurde mit Hilfe des Suizidvektors pKnockeutie Vektor-
InsertionsmutanteAhal S erstellt. Zunachst wurde unter Verwendung der @ligkleotide
halSint_up und halSint_dwn ein 507 bp grol3es ie®rRragment voralS mittels PCR
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amplifiziert. Durch die Verwendung ddrag-Polymerase konnte das 5’- und 3’-verkirzte
halS-Gen (ber den 3-T-Uberhang in d&eml-geschnittenen Vektor pKnockatkloniert
werden. Der entstandene Mutagenesevektor g ®wurde nach Transformation dEscoli
Stammes S17-1 durch di-parentale Konjugation irledelon P. aeruginosa PAOL1 einge-
bracht. Durch homologe Rekombination integriert gesamte Mutagenesevektor in das Ge-
nom, so dass ddsalS-Gen unterbrochen wird (schematisch in Abb. 7.Agdatellt). Diese
Insertionsmutanten konnten auf LB-Agarplatten et dAntibiotika Sm, Sp und dem zur
Gegenselektion verwendeten Detergenz Irgasan sateWterden, da der Mutagenesevektor
in P. aeruginosa nicht replizieren kann. Der Nachweis der Inserties Mutagenesevektors in
dashalS-Gen erfolgte mittels PCR.

Zur Uberprifung desalS-negativen Phanotyps wurde eine weitere Mutanteugitz in der
das gesamtbalS-Gen deletiert und gegen eine Gentamycin-Resistasaite (G ausge-
tauscht wurde. Zunachst wurden die stromaufwarts stromabwarts flankierenden Gense-
guenzen mittels PCR amplifiziert. Mit Hilfe der @dnukleotide halS1lup und halSldwn
wurde an das 5’-Ende des stromaufwarts-Bereiche€diennungssequenz fur die Restrik-
tionsendonukleasgall eingefiigt, wahrend an das 3’-Ende die Erkennwgyssnzen fur die
Enzyme Mlul und Hindlll inseriert wurden. Mit Hilfe der OligonukleotidbalS2up und
halS2dwn wurden an das 5-Ende des stromabwartsi@es ebenfalls Erkennungssequen-
zen fur die Enzymelindlll undMlul inseriert, an das 3’-Ende die Erkennungssequiéndds
RestriktionsenzynBamHI. Die Klonierung des Mutagenesevektors pSUAL1&, eine Griy
Kassette zwischen dem stromaufwarts- und dem sbwiérds-Bereich tragt, ist im Anhang
(Abb. 29) dargestellt. Nach der Transformation Beeoli-Stammes S17-1 mit dem Mutage-
nesevektor wurde dieser durch di-parentale Konjaogah Zellen vonP. aeruginosa PAO1
eingebracht. Die Transkonjuganden, die auf Selagtvplatten mit den Antibiotika Gm, Tc
und dem zur Gegenselektion verwendeten Deterggasdn wachsen konnten, enthielten den
Mutagenesevektor durch homologe Rekombination ienoB integriert, da dieser als
pSUP202-Derivat irP. aeruginosa nicht replizieren kann. Fir das zweite Rekombimetio
ereignis, das im Verlust des Vektoranteils aus @smnom resultierte, wurden die Transkon-
juganden in 5 ml LB-Medium mit Gm kultiviert und hmenals Uberimpft. Die Bakteriensus-
pension wurde in den Verdiinnungen'ltis 10* auf LB-Agarplatten mit Gm ausplattiert.
Durch paralleles Uberimpfen von Einzelkolonien Selektivagar mit und ohne Tc wurden
die erhaltenen Klone auf den Verlust des pSUP20&eranteils hin untersucht. Der Nach-
weis der entstandenen Mutam&alS (Gm) erfolgte, wie in Abb. 7.C dargestellt, mittels
PCR.

2.16 Gewinnung von Kulturiberstanden und Gesamtzellextr&ten (GZE)

Zellfreie Kulturiberstande wurden durch Zentrifugat(15 min, 6.000 UpM, 4°C) gewonnen
und im Bedarfsfall sterilfiltriert (Schleicher ur@thull, NC45 Membranfilter, 0,45 um Poren-
durchmesser).

Das Zellsediment wurde entsprechend einer £f3,= 10 in 1 ml Kaliumphosphatpuffer

(KP;, 100 mM, pH 6,5) aufgenommen und anschlieRend &ltteaschallbehandlung unterzo-
gen (Branson-Sonifier W250, 2 min, Leistungszykiis%, 20 Watt). Zelltrimmer wurden

durch eine Zentrifugation fir 5 min bei 6.000 Upntfernt.
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2.17 Extraktion von N-Acyl-L-Homoserinlactonen (AHLS)
2.17.1Extraktion von AHL-Signalmolekilen aus Kulturiberstanden

Die Extraktion von AHL-Signalmolektlen erfolgte faeiner Kultivierung fir 16 h bei 37°C
in gepuffertem NYB-Medium (100 mM KPpH 6,5) ohne Antibiotika-Selektion. Dazu wur-
den 200 ml der zellfreien Kulturiiberstdnde zweim#l 100 ml Dichlormethan versetzt und
30 min geschiittelt. Nach der Phasentrennung wudderereinigten Dichlormethanextrakte
gefiltert (Whatman No. 3) und im Rotationsverdamgiichi, R-205) bei 36°C unter Anle-
gen eines Vakuums (600 bis 80 mbar) eingetrockdet.Ruckstandvurde in 400 ul Ethyl-
acetat (versetzt mit 0,01 % (v/v) Essigsaure) andggamen.

2.17.2Extraktion von AHL-Signalmolekilen aus Bakterienzelen

Die Extraktion intrazellularer AHL-Molekile erfolgtnach Byerst al. (2002). Es wurden
2 ml einer UK zentrifugiert (5 min, 8.000 UpM, RTihd das Zellsediment in 2 ml Ethanol
resuspendiert. Nach einer Inkubation fiir 48 h B& wurde das Gemisch erneut zentrifugiert
und 1 ml der organischen Phase in einer Vakuumagger (Uniequip Univapo 100 H) ein-
getrocknet und der Rickstand in 100 ul 10 mM Ammuoracetat (pH 6,5) aufgenommen.

2.18 AHL-Degradationstests

AHL-Degradationstests wurden sowohl mit gereinigtelaS .s-Fusionsprotein (2.25) als
auch mit GZE auP. aeruginosa undE. coli durchgefuhrt. Zur Herstellung dBr aeruginosa-
GZE wurden UK verwendet, i. coli IM101 erfolgte die HalS-Uberexpression mit Hilésd
Plasmids pBRAL fur 2,5 h nach Induktion mit 0,5 MRITG. Die Proben (Proteinlésungen
bzw. GZE) sowie die AHL-L6sungen lagen iniKB0 - 100 mM, pH 6,8) vor. Jewells gleiche
Volumina (50 — 100 pul) der Probe und einer AHL-Ldgwurden miteinander vermischt und
30 min bis 24 h bei verschiedenen Temperaturen 8RIC, 37°C) inkubiert. Zum Abstoppen
der Reaktion wurden die Gemische in Zentrifugakonzentratoren (Millipore, Schwalbach)
mit einer Ausschlussgrof3e von 3 kDa zentrifugi@d hin, 13.000 UpM).

Fur den Nachweis langkettiger AHLs wurden jeweis (il (entsprechend 1 - 200 pmol
AHLs), fur den Nachweis kurzkettiger AHLs 30 pl {gprechend 4 - 20 nmol AHLs) auf mit
Indikatorbakterien Uberschichtete Agarplatten (2)1ufgetragen.

Die Degradation vorerwinia carotovora-AHLs wurde indirekt Gber einen Virulenztest (mo-
difiziert nach Leeet al., 2002) untersuchtE. carotovora-Kulturen wurden bei einer
O.Dsgonm= 1 geerntet und mit 0,14 M NaCl auf eine QgBm = 0,05 verdinnt.
P. aeruginosa-UK wurden in 0,14 M NaCl auf eine Odgsnm= 5 eingestellt bzw. als GZE
verwendet. InE. coli JM101 erfolgte die HalS-Uberexpression mit HilfesdPlasmids
pBRAL fur 3 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG. Jegel00 ul derP. aeruginosa- bzw.

E. coli-Bakteriensuspensionen wurden mit 100 pl Hercarotovora-Suspension vermischt.
20 pul dieses Gemisches wurden direkt oder nach Z2nKkubation bei 37°C auf
Kartoffelscheiben aufgetragen, die 16 h bei 30°Griet wurden. Als Kontrollen wurden
jeweils 20 pl der einzelnen Bakterienkulturen atrigen.
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2.19 Detektion von AHL-Signalmolekilen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten synthetiscAHL-Molekile wurden von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dyker (Lehrstuhl OrganisaiBemie, Ruhr-Universitat Bochum)
nach der von Eberharet al. (1981) beschriebenen Methode hergestellt (C4-FShxo-C6-
HSL, 3-0x0-C12-HSL) oder von der Firma Fluka, Sterim (C6-HSL) bezogen. Geldst wur-
den AHLs stets in Ethylacetat (versetzt mit 0,0E8sigsaure).

2.19.1Dunnschichtchromatographische Auftrennung von AHL-Sgnalmolekilen

Fur den Nachweis und die Identifikation von AHL-&agmolekilen nach Shaet al. (1997)
wurden 2 - 6 pl der aus Kulturiberstanden extrédmeAHLs (2.17.1) in geeigneter Verdin-
nung auf Dinnschichtchromatographie-Platten (RF~18 20 x 20 cm, Merck, Darmstadt)
aufgebracht und als Laufmittel 60 % Methanol in ¥ésverwendet. Als Standards wurden
synthetische AHLs aufgetragen. Nach der AuftrenndergProben wurden die DC-Platten fur
1 h bei 30°C getrocknet.

2.19.2Detektion von AHL-Signalmolekilen mit Indikatorbakt erien

Der Nachweis von AHL-Signalmolekulen erfolgte nadbCleanet al. (1997) bzw. Shawet

al. (1997) mit Hilfe der AHL-BiosensorerChromobacterium violaceum CV026 bzw.
Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), die durch gentechnische Veranderumngeine
AHL-Signalmolekile produzieren, aber auf diese Mdle in detektierbarer Weise reagieren
Bei Anwesenheit geeigneter AHL-Moleklle produzi€t violaceum CV026 Violacein,
A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) produzierf3-Galaktosidase, so dass violette bzw. hellblaue
(durch Zugabe des Substrates X-Gal) Spots detelterden kénnen.

DC-Platten bzw. Agarplatten wurden mit 150 ml b2aml Indikatorbakterien in Weichagar
uberschichtet (fuC. violaceum: 33 % UK in LB, 66 % LB-Agar (1,12 % (w/v) Agarfiir

A. tumefaciens: 33 % UK in ABG-Medium, 66 % Agar (1,12 % (w/vQOug/ml X-Gal).

Nach einer Bebritung fur 24 h bei 30°C konntenatitstandenen violetten bzw. hellblauen
Spots mit denen der Standard-Molekile verglicherdeare und somit AHLs identifiziert und
ihre Konzentration abgeschatzt werden.

2.19.3Detektion von AHL-Signalmolekilen mittels LC-MS/MS

Der massenspektrometrische Nachweis der AHL-Sigolelkiile erfolgte nach Extraktion der
AHLs aus Bakterienzellen (2.17.2). Die LC-MS/MS-Ays& wurde von der Zentralabteilung
fur Chemische Analysen (ZCH, FZ-Julich) durchgefiivior der MS-Detektion erfolgte die
chromatographische Trennung in der HPLC-Anlage. Bi_C-Parameter fur die LC-MS-
Kopplung und die Parameter des Triple Quadrupolddiaspektrometers sind in den Tabellen
7 und 8 aufgefuhrt.
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Tab. 7: HPLC-Parameter fiir die LC-MS-Kopplung.

Saule Pronto SIL C18 (RP18 SH) (Bischoff)

Auto Sampler Agilent 1100 G 1329 A; 4°C (Agilent Technologies)
Pumpe Agilent 1100 G 1312 A (Agilent Technologies)
Séaulenofen Agilent 1100 G 1316 A; Raumtemperatur (Agilent Technologies)
Flussrate 500 pl mint

Injektionsvolumen 5 pl

Detektion Triple Quadrupol MS-Anlage (Applied Biosystems)
Eluent A 5 mM Ammoniumacetat (pH 4,5)

Eluent B 100 % Methanol

Gradient 15min50% A, 13 min 5% A, 2 min 50 % A

Tab. 8: Parameter des Triple Quadrupol Massenspektymeters.

Massenspektrometer 4000 Q TRAP Linear lon Trap (Applied Biosystems)
Quadrupole LC-MS/MS

lonenquelle ESI (TIS)

ESI Parameter Optimierung durch 10 pl
Schleifeninjektion (manuell)

Turbogas Luft 20 psi

Nebulizergas Luft 20 psi

Curtaingas N/ 25 psi

lonspray voltage 5500 V

Temperatur (Turboheater) 500°C

Q2 Kollisionsgas N

Auflosung Unit (£ 0,7 amu)

Software Version Analyst 1.4 (Applied Biosystems)

2.20 Extraktion und Detektion desPseudomonas-quinolone-Signals (PQS)

Die PQS-Extraktion erfolgte nach einer Kultivierufiy 24 h bei 37°C in NB-Medium ohne
Antibiotika-Selektion. Jeweils 10 ml Kultur wurdenit dem gleichen Volumen Ethylacetat
(versetzt mit 0,01 % (v/v) Essigsaure) fur 30 Selam stark gemischt und anschliel3end
zentrifugiert (5 min, 10.000 UpM). Die organischbaBe wurde im Rotationsverdampfer
(Buchi, R-205) bei 37°C unter Anlegen eines Vakuy6®0 bis 80 mbar) eingetrocknet und
der Ruckstand in 50 pl Methanol aufgenommen.

Die dunnschichtchromatographische Auftrennung gtéol auf Kieselgel-Platten 4§,
20x 20 cm, Merck, Darmstadt). Die DC-Platten wurdenau0 min in 5 % (w/v) KHPO,
inkubiert und nach dem Trocknen 1 h bei 90°C im titlibierungsofen erhitzt. Aufgetragen
wurden jeweils 10 ul der Proben, als Laufmittel @uDichlormethan:Methanol (95:5) ver-
wendet. Die DC-Platten wurden unter UV-Licht befttat. Die Identifikation des PQS er-
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folgte durch ESI-MS-Analyse der in Frage kommendgpots (durchgefihrt von der
Arbeitsgruppe Dr. Piotrowski, Lehrstuhl fir Pflanpdysiologie, Ruhr-Universitat Bochum).

2.21 Quantifizierung der Pyocyanin-Produktion

Nach dem modifizierten Protokoll von Cox (1986) dem 4 ml Kulturiberstand einer NB-
Ubernachtkultur viermal mit 1 ml Chloroform extrati Der relative Pyocyanin-Gehalt der
organischen Phase wurde spektralphotometrisch @®indn bestimmt. Nach Essat al.
(1990) wurde dieser Wert mit 85,36 multipliziertdusomit die Pyocyanin-Konzentration in
p1g pro ml Kulturiiberstand berechnet.

2.22 Orcinol-Test zum Rhamnolipid-Nachweis

Rhamnolipid-Gehalte in Kulturiiberstanden wurdenrigeen, nach Ochsner (1993) modifi-
zierten, Orcinol-Test (Chandrasekaran & Bemilled8@) ermittelt. Dabei wurden 300 pl
Kulturiiberstand einer PPGAS-Ubernachtkultur (fadigorderlich mit Medium verdiinnt)
zweimal mit 600 ul Ethylacetat extrahiert, die geselten organischen Phasen in einer Va-
kuumzentrifuge (Uniequip Univapo 100 H) eingetroekand in 100 pl Wasser geldst. Nach
Zugabe von 100 pl Orcinol (1,6 % (w/v) in Wasser) 800 pl HSO, (60 %) wurde das Ge-
misch 30 min bei 80°C erhitzt und die Absorption B21 nm gemessen. Rhamnosekon-
zentrationen wurden durch Vergleich mit Rhamnosax@&irds und Rhamnolipidkonzentra-
tionen unter Bezugnahme auf die folgende Gleicharngttelt:

1 pg Rhamnosé 2,5 + 0,5 pg Rhamnolipid.

2.23 Nachweis der Pathogenitat im Pflanzenmodell

Als Modellpflanze zum Nachweis der Pathogenitat Yoraeruginosa diente Arabidopsis
thaliana. Modifiziert nach Rahmet al. (2000) wurden Bakteriensuspensionen auf die Unter
seite der Blatter intakter Pflanzen aufgetragerzuDaurden jeweils 5 pl einer UK in NB
(O.Dsgonm= 1,1 bis 1,3) neben die Mittelrippe pipettiedine die Pflanzen zu verletzen. Die
Pathogenitat der Bakterien wird durch die Entstghlokaler Gewebslasionen sichtbar. Zur
Dokumentation wurden beimpfte Blatter nach vier dragbgeschnitten und fotografiert. Die
Pflanzen wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Pollmé&behrstuhl fir Pflanzenphysiologie,
Ruhr-Universitat Bochum) zur Verfiigung gestellt.

2.24 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denateniéen Bedingungen in einem diskonti-
nuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970), bestéhamms einem 5 %igen Sammel- und
einem 15 %igen Trenngel. Die Protein-Proben wurdenSDS-Probenpuffer (50 mM

Tris/HCI pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycer@ % (v/v) 3-Mercaptoethanol; 0,03 %
(w/v) Bromphenol-Blau R-250) aufgenommen und 10 ben95°C denaturiert.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte in derapphratur ,Mini Protean Il Dual Slap
Cell* der Firma Bio-Rad (Munchen) bei einer Sparmwon 100 - 200 V. Proteine wurden
mit Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidet)egefarbt.
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2.25 Denaturierung und in vitro-Renaturierung des HalSecs-Fusionsproteins

Die Expression und Reinigung des HalgFusionsproteins erfolgte im Rahmen einer
Diplomarbeit (Bartels, 2004). Die heterologe Ub@ression debalS-Gens erfolgte als Gen-
fusion mit demecB-Gen audP. aeruginosa mit Hilfe des Expressionsvektors pUSHL in dem
E. coli-Stamm BL21 (DE3). Nach Induktion mit 0,5 mM IPT@duweiteren 20 h Kultivie-
rung bei 30°C wurden die Zellen geerntet, in 50 iR (pH 7) auf eine O.Rgonm= 35 kon-
zentriert und mittels Ultraschall aufgeschlossermafBon-Sonifier W250, 4 1 min, Leis-
tungszyklus 50 %, 20 Watt). Die Denaturierung gt®lfir 1 h bei 37°C in 8 M Harnstoff.
Die Renaturierung des Halss-Fusionsproteins erfolgte nach Dekleeal. (1995) durch eine
1:14 Verdinnung des denaturierten GZE im Renaturgspuffer (50 mM KR 1 mM CadC},

0,1 M Glycin, 100 uM ZnG) und Inkubation fur 3 h bei 30°C. Nach Zentrifugat(20 min,
9.000 UpM, 4°C) wurden 50 ml des klaren Uberstartiss Renaturierungsansatzes auf eine
D-Mannose-Agarose-Saule (Sigma, Deisenhofen) gegetiese mit 250 ml Waschpuffer
(50 mM KR) gewaschen und das Hals-Fusionsprotein anschlieend mit 20 mM
D-Mannose in 50 mM KRpH 7) eluiert (Bartels, 2004).

2.26 Enzymaktivitatstests
2.26.1Detektion der Proteaseaktivitat

Neben Skim-Milk-Indikatorplatten (2.4) wurde protgsche Aktivitat auch mittels Novex®

Zymogramm-Gelen (Blue Casein) der Firma Invitrogkarlsruhe) detektiert. Dazu wurden
12,5 pl zellfreier Kulturiberstand mit 12,5 uk2SDS-Probenpuffer (125 mM Tris/HCI pH
6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerol; 0,005 %/yvBromphenol-Blau R-250) versetzt
und ohne aufzukochen in den Casein-haltigen Gedkmaphoretisch aufgetrennt. Die Detek-
tion der Proteasen erfolgte nach Herstellerangaben.

2.26.2Bestimmung derp-Galaktosidase Aktivitat

Die Aktivitat der B-Galaktosidase wurde in Toluol-permeabilisierteiéfemit o-Nitrophe-
nyl-5-D-Galaktopyranosid (ONPG) als Substrat im Speghalometer (Novaspecll,
Pharmacia) bei einer Wellenlange von 420 nm nadleMiLl972) bestimmt.

2.27 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)

Biofilme wurden in jeweils zwei unabhangigen Expenten kultiviert und es wurden min-
destens drei verschiedene Stellen eines BiofilnttelsiCLSM analysiert. Die mit dem Nu-
kleinsédure-bindenden Farbstoff SYTO 9 (Moleculaold®s, Eugene, USA) gefarbten Bio-
filme wurden mit einem konfokalen Laser-Scanningidskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena)
unter Verwendung einer Achroplan 40 x 0,60-NA-Linsgualisiert. Die Aufnahme der 3-D-
Bildstapel erfolgte bei einer Anregungswellenlangms 488 nm unter Einsatz eines LP
505 nm Langpassfilters, wobei die Grol3e piebole 1,0 Airy unit betrug. Fur die Aufnahme
der Biofilme wurde die Zeiss LSM Software (Versi8) verwendet.
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2.28 Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosauresequenzen erolgit Hilfe der Computerpro-
gramme ,,CLONE Manager for Windows 7¢ (Scientific dafcducational Software), dem
,DNA STAR“-Programmpaket (Lasergen) und PSORT (Wtpww.psort.nibb.ac.jp) (Nakai
& Horton, 1999).

Homologievergleiche wurden mit den BLAST-Algorithme des NCBI-Servers
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefihrt (Altsdhet al., 1997).
DNA-Sequenzinformationen vda aeruginosa wurden von demRseudomonas-Genome
Project” bezogen (http://www.pseudomonas.com).

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe eifg&sanners, einer digitalen Kamera sowie
einer Videodokumentationsanlage digitalisiert utekieonisch in das Manuskript eingebun-
den. Wahrend der Datenerfassung und der Datenedtiany wurden keine inhaltlichen An-
derungen der Abbildungen vorgenommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Das Protein HalS vonPseudomonas aeruginosa zeigt Homologien zu AHL-
Lactonasen

Als erstes Enzym, welches in der Lage ist, balterfeignalmolekile desl-Acyl-L-Homo-
serinlacton (AHL)-Typs zu degradieren, wurde dielAEhctonase AiiA auBacillus spec.
240B1 identifiziert. Dieses Enzym besteht aus 25@ir®sauren und wird von einem 750 bp
umfassenden Gen kodiert. Aufgrund der fehlendengisgquenz und der ausschlief3lich Zell-
assoziierten Lactonase-Aktivitat wurde AiiA als@ytasmatisches Enzym beschrieben (Dong
et al., 2000).

Durch Sequenzvergleiche mit ddPnaeruginosa-Genom wurde ein zu AiiA homologes pu-
tatives Protein mit 29 % identischen und 42 % d&meln Aminoséuren identifiziert. In der
Pseudomonas-Datenbank (http://www.pseudomonas.com) ist diedessh den ORF PA1415
kodierte, Protein als hypothetisches Protein mielkannter Funktion eingetragen. Laut Se-
guenzanalysen handelt es sich um eine Mefallactamase mit intrazellularer Lokalisation.
Dieses AHL-Lactonase-homologe Protein wird im Falign als HalS bezeichnet. Es besteht
aus 242 Aminosauren, hat ein errechnetes MolekeNdaipt von 27 kDa und das kodierende
Gen umfasst 729 bp.

Die relativ geringe Homologie von 29 % identischAminoséuren zwischen HalS und der
AHL-Lactonase AiiA ausBacillus zeigt sich auch beim Vergleich mit anderen AHLdona-
sen. So weisen die AHL-Lactonasen AiiB und AttM @&gsobacterium tumefaciens, AhiD
ausArthrobacter sp. IBN110 und AhIK auKlebsiella pneumoniae zwischen 25 % und 32 %
identische Aminosauren mit AiiA auf (Carlieral., 2003; Parlet al., 2003). Charakteristisch
fur die AHL-Lactonasen sind jedoch zwei konseradsereiche, die auch die HalS-Sequenz
aufweist. Das HXHXDH-Motiv wurde von Melinet al. (1998) als Zink-Bindemotiv be-
schrieben, fur die Aktivitat der AHL-Lactonase Aiiét es essentiell (Dong al., 2000). Die
beiden von Dongt al. (2000) identifizierten konservierten Bereichedsim Abbildung 6 grau
hinterlegt, die von Liet al. (2005) als Zink-Liganden identifizierten Aminosén sind durch

Fettdruck und Sternchen hervorgehoben.
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Abb. 6: Vergleich der Aminosauresequenzen von Hal8us P. aeruginosa (Pa_HalS) und AHL-Lactona-
sen.Angegeben sind die Sequenzen der AHL-LactonasgnaisBacillus spec. 240B1 (Bs_AiiA, Dongt al.,
2000), AttM und AiiB ausAgrobacterium tumefaciens (At_AttM, Zhanget al., 2002b; At_AiiB, Carlieret al.,
2003), AhID ausArthrobacter spec. (As_AhID, Parlet al., 2003) und AhIK ausKlebsiella pneumoniae
(Kp_AhIK, Parket al., 2003). Besonders konservierte Regionen sind lgrgtarlegt, an der Zink-Bindung betei-
ligte Aminosauren sind durch Fettdruck und Sterndhervorgehoben.
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3.2 Konstruktion halS-defizienter und halS-Uberexprimierender Stamme von

P. aeruginosa

Um den Einfluss von HalS auf AHL-Signalmolekiile upakterielleQuorum-sensing (QS)-
Systeme zu untersuchen, wurde zunachst eine Mutanéeigt, derehalS-Gen durch Inser-
tion eines Mutagenesevektors inaktiviert wurde. Pdsentalstamm fir die Mutagenese, die in
Abbildung 7.A schematisch dargestellt ist, wurde \&ldtyp P. aeruginosa PAO1 verwen-
det. Durch die Vektorintegration wurde ein Stamrpeagt, der zwei inaktive Kopien des
halS-Gens enthalt, wobei die erste am 3’-Ende und dieite am 5-Ende verkirzt ist. Zwi-
schen diesen beiden inaktiven Kopien befindet siehVektorsequenz mit der Streptomy-
cin/Spectinomycin-Resistenzkasse®S(/Sy). Die erfolgreiche Insertion des Mutagenese-
vektors in da$alS-Gen wurde mittels PCR nachgewiesen. Die entstaniriante wird im
Folgenden aldhalSbezeichnet.

Zur Verifizierung deshalS-negativen Phanotyps wurde spater eine weitere ieiterzeugt,

in der das gesamtealS-Gen deletiert und gegen eine Gentamycin-Resistasstte (G
ausgetauscht wurde (Abb. 7.B). Diese Mutante witdFolgenden alahalS (GnT) bezeich-
net. Der Nachweis des Austausches S Gens gegen die GrKassette erfolgte mittels
PCR (Abb. 7.C). Diese Mutante zeigte den gleichbanBtyp wie die zuvor erzeugte Mu-
tante, deremalS Gen durch Insertion des Mutagenesevektors nurlhnuehen wurde. Daher
wurde Uberwiegend darauf verzichtet, zusatzlichuiliganteAhal S (GnT) abzubilden.

Fur diehalS-Uberexpression wurden zunachst T7-Expressionsagsterwendet. Sowohl bei
Uberexpression im heterologen WEscherichia coli BL21 (DE3) als auch im homologen
Wirt P. aeruginosa PABST7.1 mit chromosomal integrierter T7-RNA-Pobmaise wurden
mittels SDS-PAGE-Analysen hohe Ausbeuten an Ubeimigrtem Protein nachgewiesen,
jedoch lag dieses in Form von unléslichen Protegnegaten ificlusion bodies) vor (ohne
Abb.). Da der Einfluss von HalS auf physiologiséhrezesse untersucht werden sollte, wurde
ein moderateres Uberexpressionssystem gewahlt sl hdSGen in das Plasmid
pBBR1MCS kloniert, wo es unter der Kontrolle desPinaeruginosa konstitutivenlac-Pro-
motors steht. Das entstandene Plasmid pBRAL sowvae ehtsprechenden Leervektor
pBBR1MCS wurden durch Konjugation in den Wildti# aeruginosa PAO1 eingebracht
(halSt+ bzw. LV).
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Abb. 7: Konstruktion und Nachweis der halS-defizienten Mutanten von P. aeruginosa. A: Schema zur
Konstruktion der Vektor-InsertionsmutantalS. Ein internes, am 3'- und 5’-Ende verkirztes Fraghdes
halS-Gens wurde mittels PCR amplifiziert und in denzZg8luektor pKnockout kloniert. Durch homologe Re-
kombination éingle crossover) inseriert der gesamte Mutagenesevektor p©in dashalSGen. Die entste-
hende Mutante enthalt zwei inaktive Kopien de8S-Gens, die durch die Vektorsequenz inklusive der
QSni/Sp-Kassette getrennt sindB: Schema zur Konstruktion der InsertionsmutantealS (Gni). Die
flankierenden stromaufwarts- (up) und stromabwéftewn) Bereiche dekalS-Gens wurden mittels PCR
amplifiziert und mit einer GfrKassette in den Suizidvektor pSUP202 kloniert (d¢fenstruktion des
Mutagenesevektors pSUAL12 ist im Anhang (Abb. 28jadliert dargestellt). Durch homologe Rekombioati
(double crossover) wurde das gesamtealS-Gen gegen die GriKassette ausgetauscht: Nachweis denhalS
(Gm)-Mutante mittels PCRLinks: Schematische Darstellung der Bindestellen deriniis 5 bezeichneten
Oligonukleotide im Chromosom de®. aeruginosa-Stamme sowie Langenangaben der erwarteten Produkte
Rechts: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkteeinem 0,8 % Agarosegel. Verwendete
Oligonukleotide: halS1lup (1), halS2dwn (2), halSdw{8), Gmupl (4), Gmdwnl (5). M: DNA-Marker,
WT: Wildtyp, A: AhalS(Gm).
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3.3 Die halS-Deletion flihrt zu einer Erh6hung der Pyocyaninprodiktion

Bei der Kultivierung dehalS-Mutante fiel auf, dass sich die Farbe von Ubertiadturen
deutlich von der des Wildtyps unterscheidet undveegleichbaren Zelldichten ein wesentlich
tieferes Blau-Grin aufweist (Abb. 8.A). Die Farbenw. aeruginosa-Kulturen wird durch
das blaue Pigment Pyocyanin beeinflusst, desseasultion vom Rhl-System reguliert wird.
Pyocyanin hat eine wichtige Funktion bei der Vindadieses Bakteriums, da es die Cilien-
bewegung sowie die Proliferation von Lymphozytemh# und durch Radikalbildung zu
Gewebeschaden fuhrt (Ulmetral., 1990; Whiteleyet al., 1999). Um die Pyocyaninproduk-
tion der verschiedendn. aeruginosa-Stamme zu vergleichen, wurden Kulturiberstéande von
NB-Ubernachtkulturen mit Chloroform extrahiert. Aloling 8.B zeigt den farblosen Extrakt
desP. aeruginosa-Wildtyps und den blauen Extrakt dealS-Mutante. Zur Quantifizierung
der Pyocyaninproduktion wurde die Absorption deto@form-Extrakte bei 695 nm gemes-
sen und die Konzentration in pg Pyocyanin pro mitikiiberstand berechnet. Dabei wurde
fur die halSMutante eine um das Zweifache erhdhte Pyocyanigamammittelt (Abb. 8.C).
Die Uberexpression ddémlS-Gens hatte keinen deutlichen Einfluss auf den Pamiagehalt.
Durch Einbringen desalS-Uberexpressionsplasmids pBRAL in dialSMutante (AhalS
pBRAL) konnte der Wildtyp-Phanotyp wiederhergestellt veerddie Kulturfarbe entsprach
der des Wildtyps.
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Abb. 8: Einfluss der halS-Expression auf die Pyocyaninproduktion vorP. aeruginosa. A: Kulturiberstande
nach einer Kultivierung von 16 h bei 30°C in NB-Mea. B: Chloroform-Extrakte nach viermaliger Extraktion
von 4 ml Kulturiiberstand mit je 1 ml Chlorofori@: Die Pyocyaninkonzentration wurde durch spektraipho
metrische Messung der Chloroform-Extrakte bei 68% ermittelt und in pg/ml Kulturiiberstand angegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweiclamgus drei unabhéngigen Messungen. Untersuchtewurd
folgendeP. aeruginosa-Stamme: Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamrhg] St++),
Leervektorkontrolle (LV) undhal S-Mutante mithal S-UberexpressionsplasmidlifalS pBRAL).

3.4 Die halS-Uberexpression inhibiert die Schwarmbewegung

Einen wichtigen Beitrag zur Virulenz von Bakterierstet ihre Beweglichkeit. Sie ermdglicht
die Ausbreitung der Zellen und ist eine Vorausssgzaur Bildung differenzierter Biofilme
(O'Toole & Kolter, 1998)P. aeruginosa ist in der Lage, sich auf drei unterschiedlichéeAr
zu bewegen. Mit Hilfe der Flagelle kbnnen die Zelie flissigen Umgebungen schwimmen,
die Typ IV-Pili ermdglichen die so genanrtteitching motility entlang fester Oberflachen,
und beide Oberflachenstrukturen sind an der Schisd@nragung in semisoliden Umgebungen
beteiligt (Kohler et al., 2000). Fur das Schwarmen wurde eine Regulatioer DS
nachgewiesen (Koéhlest al., 2000). Daher sollte Uberprift werden, ob einesxgthiedliche
Expression debalS-Gens diese Art der Beweglichkeit beeinflusst. Dazuden Einzelkolo-
nien derP. aeruginosa-Stdamme auf semisolide Agarplatten aufgebrachtedie Schwéarm-
bewegung erméglichen. Abbildung 9 zeigt, dass daktivierung de$ialSGens die Beweg-
lichkeit durch Schwarmen nicht beeinflusste. Sowadr Wildtyp als auch dibalS-Mutante
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breiteten sich bereits innerhalb von 24 h auf dgarflatte aus und besiedelten die gesamte
Platte innerhalb weniger Tage. Im Gegensatz darhindgerte diehalS-Uberexpression die
Ausbreitung der Zellen. Auch nach langeren Inkuveszeiten waren nur Ansétze des
Schwarmens erkennbar, aber die Zellen breiteténrsaht auf der Agarplatte aus.

Abb. 9: Inhibierung der Schwarmbewegung durch HalStberproduktion. Die M9-Minimalagarplatten mit
0,5 % Agar und 0,05 % Glutamat als einziger Stuffgtielle wurden mit Einzelkolonien dé*. aeruginosa-
Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-UberproduktionsstamrhaS++) und Leervektorkontrolle
(LV) beimpft und 24 h bei 37°C und weitere 24 h Bai bebritet. Jeder Stamm wurde in finf unabhamgige
Versuchen mit Doppelbestimmung uberpruft.

Um zu Uberprifen, dass nur die QS-regulierte Samlvéwegung beeintrachtigt ist und kein
generelles Bewegungsdefizit durch dialS-Uberexpression hervorgerufen wird, wurden
ebenfalls das Schwimmverhalten sowie thetching motility untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass weder die Inaktivierung #akS-Gens noch dessen Uberexpression die Flagel-
len-vermittelte Schwimmbewegung oder die Typ IMi-Rérmitteltetwitching motility beein-
flusst (Abb. 10). Somit konnte ausgeschlossen werdiass die Beeintrdchtigung des
Schwarmens durch diealS-Uberexpression durch eine verminderte Funkticsiatier Fla-
gelle bzw. der Typ IV-Pili bedingt ist.
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Abb. 10: Nachweis des Schwimmverhaltens (A) und dewitching motility (B) bei P. aeruginosa. A: Die
M9-Minimalagarplatten mit 0,3 % Agar wurden mit E@lkolonien beimpft und 24 h bei 37°C und weitedeh2
bei RT bebritetB: Einzelkolonien wurden mit Zahnstochern durch LBaAg@l,5 % Agar) bis zum Grund der
Petrischale gestochen und 24 h bei 37°C und wel@rk bei RT bebritet. Die Stamme Wildtyp (WHhHS
Mutante @halS) und HalS-Uberproduktionsstamina(S++) wurden in drei unabhéngigen Versuchen mit Dop-
pelbestimmung tberpruft.

3.5 Durch die halS-Uberexpression wird der Rhamnolipidgehalt reduziet

Neben der Regulation durch QS wurde als weitereaissetzung fir die Schwarmfahigkeit
bei P. aeruginosa die Produktion von Rhamnolipiden beschrieben (K&t al., 2000). Diese
Biodetergenzien sind Virulenzfaktoren, die die lig¢igkeit hydrophober Kohlenwasserstoffe
und somit deren Bioverfligbarkeit erhéhen (Beal &8e2000). Des Weiteren wird die Rei-
bung zwischen Zellen und Oberflachen verringerdass Rhamnolipide sowie deren Vorstu-
fen wie ,Schmierstoffe” wirken und die Beweglichkdurch Schwarmen verbessern (Déziel
et al., 2003; Kohleret al., 2000). Die Zelldichte-abhangige Biosynthese véraiRnolipiden
wird von Rhamnosyltransferasen katalysiert. Diaul@tirgene der Rhamnosyltransferase 1,
rhlAB, sind mit den GenerhlR/rhil in einem Gencluster organisiert und werden dureh d
Rhl-System reguliert (Ochsner & Reiser, 1995).

Um den Einfluss von HalS auf die Rhamnolipidprodwktzu untersuchen, wurden die
Rhamnolipidgehalte in den Kulturiberstanden Beraeruginosa-Stamme Wildtyp (WT),
halS-Mutante @\halS), HalS-Uberproduktionsstamnmg]S++) und Leervektorkontrolle (LV)
miteinander verglichen. Die Kultivierung der Bak¢er erfolgte fur 24 h bzw. 48 h bei 30°C
in PPGAS Medium, welches aufgrund einer hohen Rlmdipidproduktion fir deren Ana-
lysen besonders geeignet ist (Guerra-Sagitals, 1984; Zhang & Miller, 1994).

Der quantitative Nachweis der Rhamnolipide erfolgigber einen Orcinol-Test
(Chandrasekaran & Bemiller, 1980). Hierbei handsltsich um einen photometrischen Test
zum Nachweis von 3-Desoxy-Hexosen (Rhamnose), deindirekte Quantifizierung von
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Rhamnolipiden ermdglicht. Wie Abbildung 11 zeiggtte die Inaktivierung delkalS-Gens
keinen Einfluss auf den extrazellularen Rhamnotiptiblt, diehalS-Mutante verhielt sich
ahnlich wie der Wildtyp und die LeervektorkontrolBemgegeniiber fiihrte dialS-Uber-

expression zu einer deutlichen Verringerung des'Riadipidgehaltes um ca. 36 %.

0,40
d24h

W48 h

0,30

0,204

Rhamnolipidgehalt [g/l]

0,104

0,00

WT AhalS hal S++ LV

Abb. 11: Einfluss der halS-Expression auf die Rhamnolipidgehalte in Kulturibestdanden von

P. aeruginosa. Die P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamm
(halS++) und Leervektorkontrolle (LV) wurden 24 h bzv8 A bei 30°C in PPGAS-Medium kultiviert und ex-
trazellulare Rhamnolipidgehalte durch den photoisgten Orcinol-Test bestimmt. Dargestellt sind 8itterte
und Standardabweichungen aus vier unabhangigerrighqreen.

3.6 Einfluss von HalS auf die Biofilmbildung

Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpressishatis-Gens sowohl die Beweglichkeit
durch Schwarmen als auch die Rhamnolipidprodukiieeintrachtigt. Diese beiden QS-ab-
hangigen Prozesse sind an der Biofiimbildunghheieruginosa beteiligt (Daveyet al., 2003;
O'Toole & Kolter, 1998). Daher sollte untersuchtréden, ob ein Einfluss vohalS auch bei
der Entwicklung von Biofiimen zu beobachten ist. zDawurden die verschiedenen
P. aeruginosa-Stamme sowohl unter statischen als auch unter ndigchen Bedingungen
kultiviert und der Bewuchs von Glasobjekttragermwbzdeckglasern untersucht. Die Analyse
der Biofilme mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikkopie (CLSM) sowie die Kultivierung
unter dynamischen Kulturbedingungen wurden in Koafpen mit der Arbeitsgruppe Dr.
Wingender Biofilm Centre, Abteilung Aquatische Mikrobiologie, Universitatui3burg-
Essen) durchgefihrt.
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3.6.1 Biofilmbildung unter statischen Kulturbedingungen

Um die Bedeutung von HalS fir den Prozess der IBibfldung zu untersuchen, wurden Bio-
filme der P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduk-
tionsstamm tfalS++) und Leervektorkontrolle (LV) auf Glasobjekttgig in einem statischen
System kultiviert. In diesem statischen System waie Objekttréager in Petrischalen von
NB-Medium umgeben. Die Kultivierung erfolgte bei°80auf einer Wippe, so dass ein lang-
samer Fluss des Mediums uber die Objekttrager gtzeurde und die entstehenden Biofilme
abwechselnd von Luft und Medium umgeben waren. N&Ih wurden die Biofilme ange-
farbt und mittels CLSM analysiert. Wahrend die diglten der planktonischen Kulturen bei
allen Stammen vergleichbar waren, zeigten sichifgignte Unterschiede im Bewuchs der
Glasoberflache (Abb. 12). Der Wildtyp bildete iresiem System einen relativ homogenen
Biofilm. Insbesondere die Seitenansicht (Abb. 12/B)deutlicht eine effiziente Besiedelung
der Oberflache und eine gleichmalige VerteilungZkdlen in den verschiedenen Biofilm-
schichten. Dagegen waren dialS-defiziente Mutante sowie der HalS-Uberproduktions-
stamm in der Biofilmbildung stark beeintrachtigs wWaren nur wenige Zellen am Substratum

angeheftet und es entwickelte sich kein mehrscigiehBiofilm.

hal S++

r:
i
=
-
H

Abb. 12: CLSM-Aufnahmen von Biofilmen unter statishen Kulturbedingungen. Die Kultivierung der
P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamrha] S++) und Leer-
vektorkontrolle (LV) erfolgte auf Glasobjekttragerdie 48 h bei 30°C in NB-Medium auf einer Wippé&ubiert
wurden. Die Zellen wurden mit dem DNA-bindendenbstoff SYTO 9 gefarbt und mittels CLSM visualisiert
Abgebildet sind représentative Aufnahmen aus zwabbangigen Experimentef. Aufsicht.B: Seitenansicht.
GroRenbalken: 50 pm.
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3.6.2 Biofilmbildung unter dynamischen Kulturbedingungen

Die Analyse der Biofilmstruktur nach 48 h im staklien System ergab, dass sowohlldiks
defiziente Mutante als auch der HalS-Uberprodulgstamm in der Biofilmbildung beein-
trachtigt sind. Um verschiedene Stadien der Biddihtavicklung zu untersuchen, wurden die
P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamm
(halS++) und Leervektorkontrolle (LV) zusétzlich in emeDurchflussmodell kultiviert und
die Biofilme in regelmaldigen Abstanden mittels CL8Nalysiert. Dieses Modell bestand aus
Durchflusszellen mit Glasdeckglasern als SubstratumAnheftung der Bakterienzellen. Mit
Hilfe von peristaltischen Pumpen wurde ein kongnlicher Medienstrom durch diese Durch-
flusszellen geleitet. Die Kultivierung erfolgte iiladrei Tage bei 30°C in APM-Medium. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen gefénbot die Biofilme mittels CLSM analy-
siert. Exemplarisch sind in Abbildung 13 die Biofé der verschiedenen Stamme nach 72 h
dargestellt. Der Wildtyp bildete in diesem dynarese System differenzierte Biofilme mit
dreidimensionalen Strukturen. Vor allem in der &winsicht sind Mikrokolonien erkennbar,
deren Entstehung sich bereits nach einer Kultivigrwon 48 h abzeichnete (ohne Abb.). Da-
gegen bildeten dikalS-Mutante AhalS) und der HalS-UberproduktionsstamhalG++) auch
nach 72 h keine differenzierten Strukturen, diesGeerflache war nur schwach besiedelt und

die Biofilme waren sehr dinn (Abb. 13).
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AhalS

Abb. 13: CLSM-Aufnahmen von Biofilmen unter dynamischen Kulturbedingungen. Die Kultivierung der

P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante (halS), HalS-Uberproduktionsstamrha] S++) und Leer-
vektorkontrolle (LV) erfolgte fur drei Tage in Durtusszellen bei 30°C in APM-Medium. Die Zellen wen

mit dem DNA-bindenden Farbstoff SYTO 9 gefarbt umittels CLSM visualisiert. Dargestellt sind Aufsteh

und Seitenansichten von reprasentativen Aufnahmen zavei unabhangigen Experimenten. Grofenbalken:
20 pm.

3.7 Die extrazellulare proteolytische Aktivitat wird durch die halS-Uberexpression

herabgesetzt

Eine wichtige Protease, die véhaeruginosa in das umgebende Medium sekretiert wird, ist
die Elastase LasB. Anhand dieser Exoprotease warslmals die Zelldichte-abhangige Gen-
expression belP. aeruginosa beobachtet (Whoolegt al., 1983) und dadurch das erste QS-
System in diesem Stamm identifiziert (Gambello &evwgski, 1991). Spater wurde neben dem
Las-System auch das Rhl-System als Voraussetzundidiivolle LasB-Aktivitat entdeckt
(Brint & Ohman, 1995). Als ein bedeutender Viruliktor, kontrolliert von beiden QS-
Systemen, sollte die LasB-Aktivitat in Abhangigkedin derhal S-Expression untersucht wer-

den.
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Um die proteolytische Aktivitat der verschieden@naeruginosa-Stamme miteinander zu
vergleichen, wurden zunachst Skim-Milk-Indikatotpda verwendet und mit Einzelkolonien
beimpft. Bei proteolytischer Aktivitat entstehen e Bakterienkolonien klare Hofe, welche
bei dem Wildtyp (WT), dehalSMutante AhalS) und der Leervektorkontrolle (LV) ver-
gleichbare Grol3en aufwiesen (Abb. 14.A). Demgegendbutete der kleinere Hof des HalS-
Uberproduktionsstammeba] S++) auf eine verringerte Proteaseaktivitat hin.

Da P. aeruginosa verschiedene Proteasen in das umgebende Mediumtisek sollte tber-
pruft werden, ob die verringerte Proteaseaktivii,durch die HalS-Uberproduktion hervor-
gerufen wird, tatsachlich durch einen Einfluss @ief QS-regulierte Elastase LasB bedingt ist.
Um die verschiedenen extrazellularen proteolytisdBezyme vorP. aeruginosa unterschei-
den zu konnen, wurden Kulturiiberstande nach eingtiviierung von 18 h bei 37°C in LB-
Medium auf Zymogramm-Gele aufgetragen. Diese Methexdaubt die Detektion proteoly-
tischer Aktivitdat nach gelelektrophoretischer Aafinung von Proteinen aufgrund ihrer
Grofke. Durch die Spaltung des im Gel befindlichestdase-Substrates Casein entstehen auf
der Hbhe proteolytisch aktiver Proteine weil3e Bandaif diese Weise konnten jeweils zwel
Banden im Gel detektiert werden. Aus der Literastibekannt, dass in Zymogramm-Gelen
die P. aeruginosa alkalische Protease bei einer Laufhohe von cakZ® (Caballercet al.,
2001) und die Elastase LasB bei ca. 103 kDa bz@ kD& (Caballer@t al., 2001; Kamatlet

al., 1998) detektiert werden kdénnen. Daher wurde d@bhchtete Bande bei ca. 56 kDa der
alkalischen Protease und die Bande bei ca. 130ddD#&lastase LasB zugeordnet. Als Kon-
trolle wurde zusatzlich déasB-defizienteP. aeruginosa-Stamm PAN1Qufgetragen. In die-
sem Fall fehlte die weil3e Bande bei 130 kDa. Diechludlie alkalische Protease hervorgeru-
fene Bande blieb sichtbar (Abb. 14.B). Dasselbed®amuster ergab sich auch bei dem
HalS-Uberproduktionsstammhd S++). Die Ergebnisse der Zymogramm-Gele unterstiitzen
die Befunde der Skim-Milk-Indikatorplatten: wéahremr halS-defiziente P. aeruginosa-
Stamm keine signifikanten Auswirkungen auf die @z#llulare proteolytische Aktivitat zeigt,
fuhrt die Uberexpression dealS-Gens zu einer deutlichen Abnahme der LasB-Aktivita
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Abb. 14: Nachweis der proteolytischen Aktivitat vonP. aeruginosa. A: Protease-Indikatorplatten mit 3 %
Skim-Milk als Substrat wurden mit Einzelkolonienimpft, 24 h bei 37°C und 3 Tage bei RT inkubi@&t.Zy-
mographischer Nachweis proteolytischer Enzyme iftufiberstanden mittels Zymogramm-Gelen (Novex®
Blue Casein). Aufgetragen wurden 12,5 ul zellft¢idturiiberstande, die mit 12,5 pl ProbenpuffexjZersetzt
wurden. Als Marker wurde ,Precision Plus Proteie$®ained Standard All Blue" (Bio-Rad, Miinchen) venw
det. Es wurden jeweils drei unabhangige Versuchrehdefiihrt. Verwendet wurden folgenéeaeruginosa-
Stamme: Wildtyp (WT),halS-Mutante @halS), HalS-Uberproduktionsstamnha]St++), Leervektorkontrolle
(LV) und lasB-Mutante AlasB) als Negativkontrolle.

3.7.1 DielasB-Expression wird durch die halS-Uberexpression gesteigert

Mit Enzymaktivitatstests konnte gezeigt werdensdzise Uberexpression dealS-Gens die
extrazellulare Aktivitdt der QS-regulierten ElagtdsasB herabsetzt. Nun sollte untersucht
werden, ob die verringerte Elastase-Aktivitat duethe verringertdasB-Expression verur-
sacht wird. DidasB-Expression wurde mit Hilfe einer translationaleapBrtergenfusion er-
mittelt. Die Plasmid-kodiertéasB::lacZ-Fusion (pTS400) wurde dazu Uber Konjugation in
den Wildtypstamm mit denmal S-Uberexpressionsplasmid pBRAIha|S++) sowie in den
Wildtypstamm mit dem entsprechenden Leervektor pBBRS (LV) eingebracht. DiéasB-
Expression wurde zu verschiedenen Zeitpunkten dachékurve durch Bestimmung der
B-Galaktosidase-Aktivitat ermittelt. Abbildung 15igeeinen deutlichen Einfluss déalS

Expression auf dig¢asB-Expression. Interessanterweise war kHsB-Expression imhalS
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Uberexpressionsstamm gegeniiber dem LeervektommiageWildtypstamm zu jedem Zeit-

punkt der Wuchskurve erhéht.
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Abb. 15: Ermittlung der B-Galaktosidase-Aktivitat der translationalen lasB::lacZ-Fusion in Abhangigkeit
von der halS-Expression. Die lasB-Expression wurde mit Hilfe deepisomal kodierteasB::lacZ-Fusion
(pTS400) ermittelt, die zusatzlich zum Leervekiov) bzw. demhal S-Uberexpressionsplasmitia S++) in den
Wildtypstamm PAO1 eingebracht wurde. Die spezifispHGalaktosidase-Aktivitdt wurde bei einer Kultivie-
rung in LB-Medium bei 37°C bestimmt. DargestelliciMittelwerte und Standardabweichungen aus drabun
hangigen Versuchsreihen.

3.8 Einfluss von HalS auf die Pathogenitat vorP. aeruginosa

Durch die vorangegangenen Experimente konnte gexeiglen, dass die Produktion diverser
Virulenzfaktoren durch HalS beeinflusst wird. Une diuswirkungen dieser Virulenzfaktoren
als komplexes System zu untersuchen, wurde dieogatitat in einem Pflanzenmodell Gber-
pruft. In diesem Virulenzmodell wurden Blatter vAnabidopsis thaliana mit Ubernachtkul-
turen desP. aeruginosa-Wildtyps (WT) und derhalSMutante AhalS) infiziert, indem die
Bakteriensuspensionen auf die Unterseite der Blattegebracht wurden. Vier Tage nach Be-
impfen der intakten Pflanzen wurden die Symptomeensacht. Dabei zeigte sich, dass die
halS-Mutante verglichen mit dem Wildtyp ein leicht ehtés phytopathogenes Potential auf-
weist. Abbildung 16 zeigt, dass dieser Stamm stéarigewebslasionen hervorruft. Auerdem
blieben die Krankheitssymptome der mit dem Wildityfizierten Blatter auf den kleinen Be-
reich der beimpften Stelle beschrankt, wahrendnagiteder halS-Mutante infizierten Blatter
grolRere befallene Flachen aufwiesen.
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Abb. 16: Vergleich der Virulenz vonP. aeruginosa PAO1 (WT) und der halS-Mutante (AhalS) in einem

Pflanzenmodell. 5 pl NB-Ubernachtkulturen de?. aeruginosa-Stamme, welche Zelldichten (Odgban) zWi-

schen 1,1 und 1,3 erreicht hatten, wurden auf dieideite der Blatter vofirabidopsis thaliana pipettiert, ohne
die Pflanzen zu beschéadigen. Zur Dokumentation sunle Blatter nach vier Tagen abgeschnitten utabfa-

fiert. Der Versuch wurde zweimal durchgeflhrt, epéarisch sind alle beimpften Blatter eines Verssotiarge-
stellt.

3.9 Untersuchungen zur Wirkungsmechanismus des HalS-Pteins

Es konnte gezeigt werden, dass HalS deutliche teffeldd QS-regulierte physiologische Pro-
zesse bebP. aeruginosa auslost. Um zu klaren, ob das HalS-Protein auirete Weise die
interzellulare Kommunikation beeinflusst oder einekiter Einfluss durch Degradation der
AHL-Signalmolekile vorliegt, sollte der Wirkungsnamismus des HalS-Proteins néher
untersucht werden. Dazu wurde zunachst der EinflossHalS auf die Signalmolekdl-Pro-
duktion beiP. aeruginosa untersucht. AuRerdem wurdemvitro-Analysen zur AHL-Degra-
dation durch HalS durchgefihrt, indem das HalSdtnatowohl in gereinigter Form als auch
in Form von Gesamtzellextrakten mit verschiedengmhetischen AHL-Signalmolekilen
inkubiert und anschliel3end deren Aktivititalysiert wurde. Da AHL-Signalmolekiile in ba-
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sischem Milieu instabil sind (Yatesal., 2002), ist die Einhaltung eines neutralen pH-\&&rt
bei der Analyse dieser Molekile von enormer BedagitDaher wurden entsprechende Expe-
rimente in Phosphatpuffer (50 mM, pH 6,8) durchbefiund stets gepufferte Kulturmedien
(versetzt mit 200 mM Phosphatpuffer, pH 6,5) vergein

3.9.1 Einfluss von HalS auf die Signalmolekul-Produktionbei P. aeruginosa

Die beiden QS-Systeme vdh aeruginosa (Las-System bzw. Rhl-System) produzieren vor
allem die Signalmolekile 3-oxo-C12-HSL bzw. C4-H@bger auch geringe Mengen 3-0xo-
C6-HSL und C6-HSL, sowie Signalmolektle mit achivbzehn C-Atomen in der Acyl-Sei-
tenkette.

Um einen Einfluss von HalS auf die Signalmolekibdrktion beiP. aeruginosa zu untersu-
chen, wurden die AHL-Gehalte in den Kulturibersg&inderP. aeruginosa-Stamme Wildtyp
(WT), halSMutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamrha] S++) und Leervektorkontrolle
(LV) miteinander verglichen. Nach einer Kultivieguriir 24 h bei 30°dn NYB-Medium
wurden Zelldichten (ermittelt durch die Oskdn) zwischen 3,4 und 4 erreicht. AHL-Mole-
kile wurden aus jeweils 200 ml Kulturiberstand axert und dunnschichtchroma-
tographisch aufgetrennt. Die Detektion langkettigétlL-Molekile (ab sechs C-Atomen in
der Acyl-Seitenkette) erfolgte durch Uberschichtutey DC-Platten mit dem Sensorbakte-
rium Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4). A. tumefaciens reguliert die Expression des
Ti-Plasmid-kodierterira-Regulons Zelldichte-abhéangig durch die Produkties Signalmo-
lekils 3-0x0-C8-HSL. Bei dem Sensorstamm handedidsum eine AHL-Synthase-Mutante
mit einertraG::lacZ-Fusion, so dass dieser Stamm auf geeignete exdgdéhéviolekile mit
der Expression deacZ-kodiertenp-Galaktosidase reagiert. Dadurch wird zugegebenr€slX
gespalten und es entstehen hellblaue Spots, diardiesenheit entsprechender AHL-Mole-
kile anzeigen. Dabei zeigt der Stamm entsprecheings eigenen QS-Systems eine hothere
Sensitivitat gegentber 3-oxo-substituierten Sigédkiilen, vor allem gegeniber 3-oxo-C8-
HSL.

Wie Abbildung 17 zeigt, konnten bei alldh aeruginosa-Stammen die Signalmolekile
3-0x0-C6-HSL, 3-0x0-C8-HSL, 3-0x0-C10-HSL und 3-e&2-HSL nachgewiesen werden.
Die Identifikation der Signalmolekule erfolgte andader Standardmolekiile sowie des Ver-
gleiches mit Literaturangaben. Signifikante Unthrede der AHL-Gehalte in den Kultur-

Uberstanden der verschiedem®ermaeruginosa-Stamme wurden nicht detektiert.
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Abb. 17: Nachweis der AHL-Signalmolekile au$. aeruginosa-Kulturiiberstanden mittels A. tumefaciens.

Es wurden 2 pl der 1:20 verdunnten AHL-Extrakte Bufturiiberstdnden dd?. aeruginosa-Stamme Wildtyp
(WT), halSMutante @(halS), HalS-Uberproduktionsstammha]S++) und Leervektorkontrolle (LV) dinn-
schichtchromatographisch aufgetrennt und die D@dtamit dem Sensorbakteriud. tumefaciens NTL4
(pZLR4) Uberschichtet und 24 h bei 30°C bebriités. Bubstrat fir dif-Galaktosidase wurde dem Weichagar
100 pg/ml X-Gal zugegeben. Als Referenzen wurdersghthetischen Signalmolekile C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL
und 3-o0xo-C12-HSL in den angegebenen Konzentratiairgesetzt. Die Laufhdhe dieser Standardmolekiile
wurde mit Pfeilen markiert. Die Kennzeichnungen QOE&8, OC10 und OC12 beziehen sich auf die miteHilf
der Standards sowie Literaturangaben als 3-oxo0-6B;3-0x0-C8-HSL, 3-0x0-C10-HSL und 3-oxo-C12-HSL
identifizierten Spots deP. aeruginosa-Extrakte. Dargestellt ist ein reprasentatives Bnggaus finf unabhangi-
gen Experimenten.

Kurzkettige AHL-Molekile (bis zu sechs C-Atomender Acyl-Seitenkette) kdnnen durch
Uberschichtung der DC-Platten mit dem SensorbakterChromobacterium violaceum
CV026 sichtbar gemacht werden. Bei diesem Stammddiaas sich ebenfalls um eine AHL-
Synthase-Mutante, so dass die Zelldichte-abh&ngiglacein-Produktion nur durch exogene
AHL-Molekule erfolgt. Entsprechend des C6-HSL-aldigan QS-Systems vadd. violaceum
zeigt dieser Sensorstamm eine hdohere Sensitive@grgiber nicht-substituierten Signalmole-
kilen, vor allem gegenuber C6-HSL. Mit Hilfe dies&ystems wurden bei allen
P. aeruginosa-Stammen die Signalmolekile C6-HSL und C4-HSL naehgsen. Ebenso wie
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fur die langkettigen Signalmolekilen gezeigt, wur@deich bei den kurzkettigen AHLs keine
unterschiedlichen Gehalte in den Kulturiberstaraktaktiert (Abb. 18).

C4-HSL—> - " » . «— 3-0x0-C6-HSL

- " » .<—CB—HSL

Abb. 18: Nachweis der AHL-Signalmolekile aud?. aeruginosa-Kulturiberstanden mittels C. violaceum.

Es wurden 4 pul der unverdiinnten AHL-Extrakte audtu€iiberstanden deP. aeruginosa-Stamme Wildtyp
(WT), halSMutante @halS), HalS-Uberproduktionsstammha]S++) und Leervektorkontrolle (LV) dinn-
schichtchromatographisch aufgetrennt und die D@d#amit dem Sensorbakteriug violaceum CV026 lber-
schichtet und 24 h bei 30°C bebritet. Als Referanzerden die synthetischen Signalmolekiile C4-HStx8-
C6-HSL und C6-HSL in den angegebenen Konzentrati@iegesetzt. Die Laufhéhe dieser Standardmolekiile
wurde mit Pfeilen markiert. Dargestellt ist ein ré&gentatives Ergebnis aus funf unabhangigen Expetan.

An der QS-Regulation ist jedoch ein weiteres, stmédl von den AHLs abweichendes, Sig-
nalmolekul beteiligt. Diese®seudomonas-quinolone-Signal (PQS) stellt eine Verbindung
zwischen dem Las- und dem RhlI-System dar. Das kate® kontrolliert die Synthese des
PQS, welches mal3geblich an der Ausbildung Rhi-apgén Ph&anotypen beteiligt ist (Diggle
et al., 2003). Daher sollte auch der Gehalt dieses Swgnlakils in Abhangigkeit ddnalS

Expression untersucht werden. Nach Kultivierung dEschiedene®. aeruginosa-Stamme

fur 24 h bei 37°C in NB-Medium erfolgte die Extrekt und die dinnschichtchromatogra-
phische Auftrennung der Molekule. Die Identifikatides PQS erfolgte durch ESI-MS-Ana-
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lyse der in Frage kommenden Spots. In allen Stamkoente das PQS detektiert werden,
signifikante Unterschiede im PQS-Gehalt wurden tmathgewiesen (Abb. 19).

<+—PQS

Abb. 19: Dinnschichtchromatographischer
Nachweis von PQS. Aufgetragen wurden
jeweils 10 ul der Ethylacetat-Extrakte der
P. aeruginosa-Kulturen Wildtyp (WT), halS
Mutante @halS), HalS-Uberproduktionsstamm
(halSt++) und Leervektorkontrolle (LV). Nach
dem Lauf wurden die DC-Platten unter UV-
Licht betrachtet. Exemplarisch ist ein Ergebnis
aus vier unabhéangigen Experimenten darge-
stellt.

3.9.2 Degradation synthetischer AHL-Signalmolekile durchgereinigtes HalS

Die Analyse der AHL- und PQS-Gehalte in Kulturib&nslen der verschiedenen
P. aeruginosa-Stamme ergab keine signifikanten Unterschiede deei Signalmolekil-Pro-
duktion. Da jedoch deutliche Effekte bei QS-abhgegiPhanotypen auftraten, sollte der Ein-
fluss des HalS-Proteins auf AHL-Signalmolekile auhvitro untersucht werden. Dazu
wurde das HalS-Protein mit einem Affinitdtgy, dem zuckerbindenden Lectin LecB aus
P. aeruginosa, fusioniert und aufgereinigt. Dd®alS-Gen wurde im Rahmen einer Diplom-
arbeit in den Expressionsvektor pURE kloniert unteu der Kontrolle des T7-Promotors in
demE. coli-Stamm BL21 (DE3) fur 20 h bei 30°C Uberexprimi@artels, 2004). Nach dem
Zellaufschluss mittels Ultraschall zeigten SDS-PAGHalysen, dass durch diese Uberex-
pression unldsliche Proteinaggregatel(sion bodies) gebildet wurden und nur sehr wenig
des Hal$.cg-Fusionsproteins in der l6slichen Fraktion vorlagr(ie Abb.). Um das Fusions-
proteinmittels Affinitatschromatographie in grof3eren Memgeifreinigen zu kdnnen, wurde
der Gesamtzellextrakt zunachst durch Zugabe vomdtiaif denaturiert und anschlieRend in

Renaturierungspuffer aufgenommen. Unter Ausnutziergeigenschaft von LecB, spezifisch
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an D-Mannose zu binden, wurde das HalsFusionsprotein lber eine D-Mannose-Agarose-
Saule gereinigt, wobei eine Ausbeute von 124 mgoRsprotein pro Liter Uberexpressions-
kultur erreicht wurde (Bartels, 2004). SDS-PAGE-Ksan zeigten, dass das 365 Aminosau-
ren umfassendBusionsprotein mit einem errechneten Molekulargbtwon 40 kDa bis zur

elektrophoretischen Homogenitat gereinigt werdemke (ohne Abb.).

Um die Aktivitat des gereinigten Halgs-Fusionsproteins zu untersuchen, wurde es mit den
synthetischen AHL-Signalmolekilen C4-HSL, 3-oxo-B8L und 3-0xo0-C12-HSL inkubiert
und anschlieBend deren Aktivitat analysiert. Dalberden verschiedene Inkubationszeiten
(30 min, 4 h und 24 h) und Temperaturen (RT, 30A@ 87°C) gewahlt. Eingesetzt wurden
jeweils 400 pmol des Fusionsproteins und 40 pmeHS4 bzw. 10 pmol 3-0xo0-C6-HSL und
3-0x0-C12-HSL. In der Kontrolle wurden die Signaleldile mit Phosphatpuffer statt der
Proteinlésung versetzt. Zum Abstoppen der Reaktiorden die Proteine unter Verwendung
von Zentrifugationskonzentratoren (Ausschlussgr8fiéa) von der AHL-LOsung getrennt
und Aliquots des Durchlaufs auf Indikatorplatterfigetragen. Die Detektion des kurzkettigen
Signalmolekauls erfolgte durch Auftragen von 30 ent§prechend der Ausgangskonzentration
12 nmol C4-HSL) autC. violaceum+-Indikatorplatten. Zur Detektion der langkettigeigril-
molekile wurden jeweils 10 pl (entsprechend dergangskonzentration 1 pmol 3-0xo0-C6-
HSL bzw. 3-0x0-C12-HSL) auk. tumefaciens-Indikatorplatten aufgetragen.

Nach der Bebritung der Indikatorplatten wurdenkitgeSignalmolekile durch violette bzw.
blaue Spots sichtbar. Zur Ermittlung der AHL-Degrtioh durch HalS wurden die Gréf3e und
die Intensitat der Spots der verschiedenen Ansdiizegereinigtem HalS-Protein mit dem
jeweiligen Kontrollansatz ohne Enzymzugabe vergiicthDabei konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mit HalS inkubierten Azes@und der entsprechenden Puffer-

kontrolle festgestellt werden (ohne Abb.).

Zusatzlich sollte die Aktivitat des Halgss-Fusionsproteins aus der |oslichen Fraktion unter-
sucht werden. Nach der Reinigung Uber die D-Man#agsaose-Saule wurde das Fusions-
protein zunachst mittels Zentrifugationskonzentetto auf 50 pg/ml (entsprechend
1,25 nmol/ml) einkonzentriert. Anschlieend wurd&30 pmol des Halg:s-Proteins mit
25 nmol 3-ox0-C12-HSL fur 16 h bei 25°C inkubiéiach Abstoppen der Reaktion wurden
Verdunnungsreihen der AHL-LOsung hergestellt. Esden jeweils 10 ul, die entsprechend
der Ausgangskonzentration 1, 10, 100 bzw. 200 pmesl AHL-Signalmolekils enthielten,
auf A. tumefaciens-Indikatorplatten aufgetragen. Die Ergebnisse sindAbbildung 20
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dargestellt. Auf der linken Seite wurden jeweil®e dinit dem Halg.s-Fusionsprotein
inkubierten Signalmolekile, auf der rechten Seite ehtsprechende Pufferkontrolle ohne
Enzym aufgetragen. Diese beiden Anséatze wiesenilgewergleichbare Spots auf. Eine
deutliche Degradation der eingesetzten AHL-Signékide durch das Hal&g-Protein

wurde nicht festgestellt.

+ HalS - Hals

1 pmol

Abb. 20: Nachweis von synthetischem 3-oxo-
C12-HSL nach Inkubation mit gereinigtem
HalS ees. 25 nmol 3-0x0-C12-HSL wurden mit
10 pmol 3 i bzw. ohne Halg-Protein aus der |6slichen
Fraktion (430 pmol) in Phosphatpuffer (50 mM,
pH 6,8) fir 16 h bei 25°C inkubiert. Durch Ver-
wendung von  Zentrifugationskonzentratoren
wurden die Proteine aus der AHL-Losung ent-
fernt. Je 10 pl des Durchlaufs wurden in ver-
schiedenen Verdinnungsstufen auf Indikator-
100 pmol S ‘ | platten aufgetragen, welche mi. tumefaciens
NTL4 (pZLR4) Uberschichtet waren. Diese Sen-
sorbakterien reagieren auf intakte Signalmolekile
mit der Produktion dep-Galaktosidase. Als Sub-
strat wurde dem Weichagar 100 pg/ml X-Gal
zugegeben. Nach einer Bebritung der Indikator-
platten fir 24 h bei 30°C wurden intakte Signal-
molekile als blaue Spots sichtbar. Die angegebe-
nen Konzentrationen wurden auf die Ausgangs-
konzentration von 3-0x0-C12-HSL bezogen.

200 pmol = =

3.9.3 Degradation synthetischer AHL-Signalmolekile durchGesamtzellextrakte

Durch Inkubation des aufgereinigten Halg-Fusionsproteins mit synthetischen AHL-Sig-
nalmolekilen konnte keine Degradation der Signatkide nachgewiesen werden. Das Fu-
sionsprotein wurde in einem T7-Expressionssystenhéterologen Wirte. coli Uberexpri-
miert. Moglicherweise fehlen hier akzessorischetéiah, die fir die Aktivitat von HalS
notwendig sind. Daher wurden die AHL-Degradatioststeauch im homologen Wirt
P. aeruginosa durchgefiihrt, wobei die Uberexpression HaS-Gens unter der Kontrolle des
konstitutivenlac-Promotors stattfand. Verglichen wurde die Fahigkar AHL-Degradation
der P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT),halS-Mutante @AhalS), HalS-Uberproduktions-

stamm falSt+) und Leervektorkontrolle (LV).
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Da die Sequenz des HalS-Proteins keine typischgmaSiequenzen fir den Export aufweist
und von anderen AHL-Lactonasen bekannt ist, da&ssrsiCytoplasma lokalisiert sind (Dong
et al., 2000; Parlet al., 2003), wurden Gesamtzellextrakte (GZE) verwenDeizu wurden
die Bakterien 16 h bis 24 h bei 30°C in NB-Mediumitiviert. Der Zellaufschluss erfolgte
mittels Ultraschall nach Einstellen der Zelldiclaigf eine O.Dsgonm= 10. Jeweils 100 ul der
GZE wurden mit demselben Volumen einer AHL-LOsuregnvischt und 4 h bis 24 h bei
30°C inkubiert. Zur Detektion der verbliebenen kiém AHL-Signalmolekile wurden die
Gemische auf Indikatorplatten aufgetragen, die ensorbakterien Uberschichtet waren.
Langkettige Signalmolekiile wurden durch Auftragen L0 pul des Gemisches (entsprechend
1 pmol des eingesetzten 3-0x0-C6-HSL bzw. 3-oxo0-8%2) auf A. tumefaciens-Platten
nachgewiesen. Fur den Nachweis von C4-HSL bzw. 8@&HSL mittelsC. violaceum
wurden jeweils 30 ul (entsprechend 20 nmol bzwmblh aufgebracht. Nach der Bebritung
fur 24 h bei 30°C gaben die Grof3e und die Intenhdiéé entstandenen blauen bzw. violetten
Spots Auskunft dartiber, wie viele intakte Signalekdle sich in dem aufgetragenen Gemisch
befanden.

Mit Hilfe der C. violaceum-Indikatorplatten konnten keine Unterschiede détekiverden.
Die Inkubation der synthetischen SignalmolekileH=EL- bzw. 3-ox0-C6-HSL mit GZE der
P. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante AhalS), HalS-Uberproduktionsstamm
(halSt+) und Leervektorkontrolle (LV) resultierte stétsnicht unterscheidbaren Spots, eine
Degradation dieser Signalmolekile konnte nicht gaaliesen werden (ohne Abb.).
Demgegeniber wurde unter Verwendung der sensitivieréumefaciens-Platten eine unter-
schiedlich starke Beeinflussung der Signalmolekiiieeh HalS beobachtet. Zum Teil wurden
bei Verwendung des 3-0x0-C12-HSL bzw. 3-ox0-C6-H@&lum Unterschiede in der GroR3e
und Intensitat der blauen Spots beobachtet. Jedaotke in einigen Experimenten unter den
gleichen Versuchsbedingungen eine drastische Veemimg der AHL-Aktivitat im Falle des
HalS-Uberproduktionsstammes detektiert. Das déustlec Versuchsergebnis ist in Abbildung
21.A dargestellt. Hier war nach der Inkubation 8esxo-C12-HSL mit dem GZE des HalS-
Uberproduktionsstammes kaum eine Blaufarbung sachtbie Menge intakter Signalmole-
kule war demzufolge stark reduziert, so dass di¢-Abhéngiges-Galaktosidase-Produktion
des Sensorbakteriums deutlich vermindert war. Aliniy 21.B zeigt Ergebnisse zur Degra-
dation des 3-0x0-C6-HSL. Hier deutet der kleinepwtSeim HalS-Uberproduktionsstamm
auf eine geringfligige Abnahme der AHL-Aktivitat hin

Zwischen Wildtyp,halSMutante, Leervektorkontrolle und Pufferkontrollene Zugabe von

Bakterien wurden in keinem Experiment signifikabteterschiede beobachtet. Die Inaktivie-
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rung deshalS-Gens resultierte demnach nicht in einer deutlierminderten AHL-Degrada-
tion. Auch verglichen mit der Pufferkontrolle fakdine Abnahme der AHL-Aktivitat durch
Inkubation mit dem Wildtyp bzw. der Leervektorkanite statt. Eine physiologische Degra-
dation der AHLs durch Wildtyp bzw. Leervektorkoriteowurde unter den gegebenen Bedin-

gungen also nicht festgestellt.

A B
halStpeesmss LV halSts s |V
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Abb. 21: Nachweis von synthetischem 3-0x0-C12-HSIA) und 3-0xo0-C6-HSL (B) nach Inkubation mit
Gesamtzellextrakten vonP. aeruginosa. Die GZE derP. aeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halS-Mutante
(AhalS), HalS-Uberproduktionsstamnhig] S++) und Leervektorkontrolle (LV) wurden nach eif€ultivierung
fur 17 h bei 30°C in NB-Medium hergestellt. Die tfdation mit 20 pmol 3-o0x0-C12-HSL bzw. 3-ox0-C6-HSL
erfolgte fir 4 h bei 30°C in Phosphatpufté00 mM, pH 6,8). Durch Verwendung von Zentrifugagkon-
zentratoren wurden die Proteine aus der AHL-LOsemifernt. 10 pl des Durchlaufs (entsprechend 1 paeol
AHL-Ausgangskonzentration) wurden auf Indikatorfdataufgetragen, die m#. tumefaciens NTL4 (pZLR4)
Uberschichtet waren. Diese Sensorbakterien reagautintakte Signalmolekile mit der Produktion fleBa-
laktosidase. Als Substrat wurde dem Weichagar IfIthjuX-Gal zugegeben. Nach einer Bebriitung derkidi
torplatten fiir 24 h bei 30°C wurden intakte Signaliskiile als blaue Spots sichtbar.

Entsprechende AHL-Degradationsversuche wurden aundmeterologen WirE. coli durch-
gefiihrt. Dazu wurden dasalS-Uberexpressionsplasmid pBRAL sowie der entspredden
Leervektor pBBR1MCS inE. coli JM101-Zellen eingebracht, dibalS-Expression mit
0,5 mM IPTG induziert und die Zellen nach 2,5 hrges. Nach Inkubation mit den Signal-
molekulen C4-HSL, 3-0x0-C6-HSL und 3-0x0-C12-HSLrden die Gemische auf Indikator-
platten mitC. violaceum bzw. A. tumefaciens aufgebracht. Eine Degradation der Signalmole-
kule durch das heterolog Uberexprimierte HalS-fndta Vergleich zur Leervektorkontrolle

konnte in keinem Fall beobachtet werden (ohne Abb.)
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3.9.4 Nachweis der AHL-Signalmolekile mittels LC-MS/MS

Durch die Verwendung von AHL-Sensorbakterien koneilee Abnahme der 3-oxo-C12-
HSL-Aktivitat nach Inkubation mit dem Gesamtzellekt des HalS-Uberproduktionsstam-
mes beobachtet werden. Eine genauere Analyse soittélilfe der Massenspektrometrie
(MS) erfolgen, die zusatzlich eine Detektion deakiiven AHL-Degradationsprodukte er-
laubt. Bei der Ringdffnung von AHLs (Acyl-Homosdaantonen) durch AHL-Lactonasen
entstehen die entsprechenden Acyl-Homoserine. A&ueixfachung werden diese Molekile
im Folgenden als intakte bzw. getffnete AHLs bdneat. Untersucht wurde der intrazellu-
lare Gehalt von intaktem und get6ffnetem 3-oxo-CH-Hn denP. aeruginosa-Stammen
Wildtyp (WT), halS-Mutante AhalS) und HalS-Uberproduktionsstamima(S++).

Nach einer Kultivierung fur 22 h bei 37°C in NB-Meth wurden die Signalmolekile aus
den Zellsedimenten extrahiert und in Zusammenanditder Arbeitsgruppe Dr. Oldiges
(IBT-2, FZ-Julich) mittels LC-MS/MS analysiert. Beler verwendeten LC-MS-Kopplung
werden die Molekile zunachst chromatographischedrdgnt, und anschliel3end erfolgt die
Trennung nach dem Verhéltnis von Masse zu Ladurig)(mNach der Elektrosprayionisation
(ESI) werden die lonen im Triple Quadrupol-Massehksmmeter fragmentiert. Da die Mas-
senselektion sowohl vor als auch nach der Frageramiy erfolgt, kann ein bestimmtes
MS/MS-Fragmentierungsmuster selektiert werden.

Als Standard-Molekul wurde synthetisches 3-oxo-CGi&d- analysiert. Es wurde eine Re-
tentionszeit von 14,32 min und ein m/z-Verhaltnos\298,1 ermittelt. Bei energetischer An-
regung zerféllt das lon in zwei Fragmente, so dasgment-lonen mit m/z =102 sowie
m/z = 197 detektiert werden. Um auch das geoffivbbéekil als Standard zu analysieren,
wurde synthetisches 3-0xo0-C12-HSL in AmmoniumcagbdpH 9) inkubiert, da von Yates
et al. (2002) beschrieben wurde, dass unter basischedm@egen eine Ringoéffnung bei
AHLs erfolgt. In diesem Ansatz wurde ein Molekiltrdem erwarteten m/z-Verhéltnis von
316,1 identifiziert, welches ein Fragment-lon mifzm 120 bildet. Die Retentionszeit des
geodffneten 3-0x0-C12-HSL auf der Chromatographiel&aetrug 12,6 min. Die Strukturen
der entsprechenden Molekile sowie die ermittelteteRionszeiten und Fragmentierungs-
muster sind in Tabelle 9 dargestellt.

Bei der Analyse des getffneten 3-oxo-C12-HSL wudedtgestellt, dass es bei der Halfte der
Molekule durch die lonisierung zu einep®tAbspaltung und somit zu einer Schliel3ung des
Lactonrings kam (Oldiges, personliche MitteilunBadurch haben beide Molekile nach der
lonisierung im Massenspektrometer die gleiche Madsech das unterschiedliche Verhalten

der Molekule in der vorher stattfindenden Chromedpbie lassen sich das intakte und das
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geoffnete AHL jedoch Uber die unterschiedlicheneRebnszeiten identifizieren. Somit kon-
nen beide Molekile bei Selektion des Fragmentiesomggters m/z = 298/197 identifiziert
werden und fir jede Probe das Verhéltnis des getdifnzum intakten 3-oxo-C12-HSL be-
stimmt werden.

In allen untersuchten Stammen wurden sowohl intaldeauch getffnete AHLs identifiziert.
Durch Selektion des Fragmentierungsmusters desfrggéh 3-oxo-C12-HSL (m/z =
316/120) konnten keine genauen Angaben zum uniediihen Gehalt des geotffneten Mo-
lekils in den verschiedené&haeruginosa-Stammen gemacht werden, da mit der verwendeten
Methode eine absolute Quantifizierung nicht mogisth

Aus Abbildung 22 kann jedoch fur jeden Stamm dagh&knis des geotffneten zum intakten
3-0x0-C12-HSL ermittelt werden, welches in Tabdleangegeben ist. Das Massenchroma-
togramm des Wildtyps (WT) zeigt, dass mit einemhé&nis von 0,86 etwas weniger geoff-
netes als intaktes 3-o0xo-C12-HSL vorlag. Im Zelisesht derhalS-Mutante war der Anteil
der geodffneten Molekile signifikant verringert, dderhaltnis zu den intakten Molekullen
betrug 0,47. Demgegeniiber wurde beim HalS-Ubergatazhsstamm tfal S++) mit 1,14 ein

umgekehrtes Verhaltnis ermittelt, hier Gberwogengiotffneten Signalmolekile.
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Tab. 9: Darstellung der Strukturen, HPLC-Retentionseiten und MS/MS-Fragmentierungsmuster von 3-
0x0-C12-HSL und dessen Degradationsprodukt,getffnetes 3-oxo-C12-HSL").

Intakt Geoffnet
o o o o
3-0x0-C12-HSL P P oI L o
H H COOH
o]
Retentionszeit [min] 14,32 12,61
Fragmentierungs- 298/197 316/120
muster [m/z] 298/197*
* nach HO-Abspaltung bei lonisierung
7420 14'32
3-0x0-C12-HSL = WT
14,32 intakt
2006 Standard == 12,61
1,8e6 6000
1,6e6 intakt o gedfinet
1,4e6 4500
1,2e6 4000
1,0e6 12,61 3500
-
6,0e5 ge(‘jffnet 2000
4,0e5 1500
il
»
0,0 A ™ " PR TWOn
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Abb. 22: LC-MS/MS-Nachweis von 3-0x0-C12-HSL und dgsen Degradationsprodukt.AHL-Signalmole-
kile wurden aus Zellsedimenten deraeruginosa-Stamme Wildtyp (WT)halSMutante AhalS) und HalS-
UberproduktionsstammhélS++) extrahiert und einer LC-MS/MS-Analyse unterzogdls Standard-Molekiil
wurde synthetisches 3-0xo0-C12-HSL verwendet, welcheor 24 h bei pH 9 inkubiert wurde. Dadurch Igtfo
ebenso wie durch die Aktivitat von AHL-Lactonaseime Offnung des Lactonrings (s. Text). Die Retarst
zeiten und MS/MS-Fragmentierungsmuster des intakteh des gedéffneten 3-oxo-C12-HSL sind in Tabelle 9
angegeben. Dargestellt ist die Selektion des Fraierangsmusters m/z = 298/120, welches sowohl Iei@eti-
fizierung des intakten als auch des getffneten kidteerlaubt.
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Tab. 10: Verhéltnis des geo6ffneten zum
intakten 3-0x0-C12-HSL in Zellsedimenten 3-0x0-C12-HSL
von P. aeruginosa. Berechnet wurde dieses

Verhéltnis anhand der Ergebnisse der LC- geoffnetintakt
MS/MS-Analysen (vgl. Abb. 22). WT 0,856
AhalS 0,471
hal S++ 1,143

3.9.5 Einfluss von HalS auf artfremde Signalmolekiile

Die natirliche Funktion AHL-degradierender Enzyrsigbislang nicht eindeutig geklart. Vor-
stellbar ist unter anderem eiQuyorum-sensing-Signal{urnover-System*, also die Degrada-
tion der eigenen Signalmolekile, um den QS-aktiereModus zu verlassen.

Kompetitive Vorteile ergeben sich aber auch duraéh $térung der QS-Systeme anderer,
konkurrierender Bakterienspezies. Haufig werderchlu®S Prozesse reguliert, die andere
Bakterien in derselben 6kologischen Nische schiligee z. B. die QS-regulierte Antibio-
tikaproduktion beErwinia carotovora (Baintonet al., 1992). Durch Degradation der artfrem-
den Signalmolekile koénnten solche schadigenden eBsez gehemmt werden, und
maoglicherweise ist dies die physiologische Funkt@irdlL-degradierender Enzyme. Daher
sollte untersucht werden, ob das HalS-Proteinartfie AHL-Signalmolekile spalten kann
und moglicherweise eine hohere Spezifitat gegendiesen aufweist. Als Beispiel diente das
QS-System vork. carotovora. Dieses phytopathogene Bakterium reguliert died&kton
von Virulenzfaktoren Uber das ExpRjuorum-sensing-System (Pirhoneset al., 1993). Die
Synthese des Signalmolekiils 3-ox0-C6-HSL fuhrtRoduktion und Sekretion der Exoen-
zyme Pectinase, Cellulase und Protease, so damwlthe Zellwande angegriffen werden
und Faulnisprozesse einsetzen (Pirhosteal., 1993). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
die AHL-Lactonase AiiA au$3acillus spec. das AHL-Signalmolekil vda carotovora de-
gradiert und die Virulenz dieses Stammes gegerchiedene Pflanzen deutlich herabsetzt
(Donget al., 2000; Donget al., 2001).

Um zu untersuchen, ob das HalS-Protein ebenfallfemLage ist, das AHL-Signalmolekal
von E. carotovora zu degradieren und somit die Virulenz dieses Bakies abzuschwéachen,
wurden P. aeruginosa-Kulturen sowie Gesamtzellextrakte nkit carotovora-Kulturen ver-
mischt und auf Kartoffelscheiben aufgetragéncarotovora-Kulturen wurden dazu bei einer
O.Dsgonm= 1 geerntet und auf eine OsBy.m= 0,05 verdiinntP. aeruginosa-Ubernachtkul-

turen wurden auf eine O.8snm= 5 eingestellt und unbehandelt sowie als GZE étsitt)Itra-
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schall aufgeschlossen) verwendet. Gleiche Volundieger Bakteriensuspensionen wurden
miteinander vermischt und 20 pl auf Kartoffelsclegsitaufgetragen, die 16 h bei 30°C bebri-
tet wurden. Als Kontrollen wurden jeweils 20 pl éeénzelnen Bakterienkulturen aufgetragen.
Die Positivkontrolle [E. carotovora) verursachte deutliche Faulnis (Abb. 23.A),
P. aeruginosa-Kulturen bewirkten keine Zersetzung des Pflanzéenads (ohne Abb.).

Das Ausmald der Faulnissymptome variierte bei deactieedenen Experimenten und zum
Teil konnten keine deutlichen Unterschiede zwiscldem verschiedeneR. aeruginosa-
Stammen detektiert werden. Auffallig war dennock Haufig auftretende abgeschwachte
Faulnis bei Verwendung déwalS-liberexprimierenden Stamme. Der Einsatz hi#S-Uber-
expressionsplasmids pBRAL sowohl im Wildtyp PAOQHalG++) als auch in dehalS
Mutante AhalS pBRAL) resultierte mehrfach in einer deutlichen Reduktaer Faulnis-
symptome verglichen mit dem jeweiligen Ausgangsstamder der Leervektorkontrolle. Der
unterschiedlich starke Einfluss dealS-Expression auf die Pathogenitat vBncarotovora
wird auch in Abbildung 23 verdeutlicht. Abbildun@.2A zeigt ein Experiment, bei dem die
halS-Uberexpression in ddalS-Mutante die Faulnisentwicklung vollstandig inhittés wah-
rend die Mischung defE. carotovora-Kultur mit dem GZE dehalSMutante ahnliche Zer-
fallserscheinungen hervorrief wig. carotovora allein. Demgegeniber sind in Abbildung
23.B auch bei der Uberexpression thakS-Gens (sowohl im Wildtyp als auch in daalS-
Mutante) faule Stellen sichtbar, aber verglichem derr Leervektorkontrolle bzw. dem Aus-
gangsstamm deutlich abgeschwacht.

Die deutlichsten Faulnisprozesse wurden bei Verwegdder GZE erzielt. Mdglicherweise
inhibieren vitaleP. aeruginosa-Zellen E. carotovora und schwachen die Virulenz ab. Diese
Vermutung wurde durch Experimente mit Mischkultubestatigt. Wurdek. carotovora und

P. aeruginosa gemeinsam kultiviert und als Mischkultur auf Kdfétscheiben aufgetragen,

so traten keine Faulnisprozesse auf (ohne Abb.).

Untersuchungen zum Einfluss des HalS-Proteins @&fPéthogenitat vork. carotovora
wurden zusatzlich irE. coli durchgefiihrt. Dazu wurden d#slS-Uberexpressionsplasmid
pPBRAL sowie der entsprechende Leervektor pBBR1IMGE.i coli JM101-Zellen einge-
bracht, diehal S Expression mit 0,5 mM IPTG induziert und die Zellgach 3 h geerntet. Die
Versuche wurden analog zu denen Riitaeruginosa durchgefiihrt, es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen dem heterolbgréxprimierten HalS-Protein und der

Leervektorkontrolle beobachtet werden (ohne Abb).
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Abb. 23: Abschwachung der Pathogenitat vorerwinia carotovora gegeniiber Kartoffeln durch HalS.Glei-

che Volumina eineE. carotovora-Kultur (O.D sgonm= 0,05) und GZE voiP. aeruginosa (O.D sgonm= 5) wurden
vermischt und 20 pl des Gemisches ohne Inkuba#idrbgw. nach 2 h Inkubation bei 37°8)(auf Kartoffel-

scheiben aufgetragen und 16 h bei 30°C bebritstPakitivkontrolle wurden 20 pl d&: carotovora-Kultur

aufgetragen. Verwendet wurden folgen@le aeruginosa-Stamme:halS-Mutante (halS), HalS-Uberproduk-
tionsstammifalSt+: pBRAL in PAO1), Leervektorkontrolle (LV: pBBR1GS in PAO1) undal S-Mutante mit
halS-UberexpressionsplasmidlfalSpBRAL).

3.10Untersuchungen zur transkriptionalen Regulation deshalS-Gens

Um Hinweise darauf zu bekommen, unter welchen Bpdigen und zu welchen Zeitpunkten
der Wuchskurve dalsalS-Gen exprimiert wird, wurden transkriptionale Repogenfusionen
konstruiert und Expressionsstudien durchgefiihnt.dtél episomale Reportergenfusion wurde
ein 422 bp grofes DNA-Fragment stromaufwarts li@S-Gens (-420 bis +1 relativ zum
Translationsstartpunkt) ausgewahlt, welches demtpen halS-Promotorbereich enthalten
sollte. Nach Insertion in den Vektor pTZ110, welctlas promotorloskcZ-Gen tragt, wurde
die Reportergenfusion in den Wildtypstamm PAO1 ebrgcht. Um Hintergrundaktivitaten
deslacZ-tragenden Vektors pTZ110 zu bertcksichtigen, wulidser Leervektor ebenfalls in
den P. aeruginosa-Wildtyp eingebracht. Als Mal3 fir dikalS-Promotoraktivitat wurde die
intrazellulare p-Galaktosidase-Aktivitat zu unterschiedlichen Zeitkten der Wuchskurve
bestimmt. Maximalg-Galaktosidase-Aktivitdten wurden nach 14 h biqiyigemessen. Dabei
lagen die berechneten Mittelwerte mit 800 Milleritdrdeutlich tber der Hintergrundaktivitat
des Leervektors (Abb. 24). Somit wurde nachgewiedass in dem fur die Transkriptions-
fusion ausgewahlten DNA-Bereich ein Transkriptid@adsdeshalS-Gens liegt. Die starkste
von diesem Promotor ausgehende Transkription ideirstationdren Phase zu beobachten.
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Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob die Trapskn deshalSGens mdglicherweise
selbst QS-abhangig ist. Die transkriptionb&S.:lacZ-Fusion wurde daher zusétzlich in die
QS-MutanteAlasl/rhll (Al) eingebracht. In diesel. aeruginosa-Stamm werden keine AHL-
Signalmolekuile produziert, so dass hierltES-Expression ohne den Einfluss der beiden QS-
Systeme untersucht wird. Wie die Abbildung 24 zeigtt die Transkriptionsrate vomalS
ermittelt durch dig-Galaktosidase-Aktivitat, in dieser QS-Mutante Veighbar mit der des
Wildtyps. Hier wurden maximalp-Galaktosidase-Aktivitaten nach 14 h bis 24 h, aisder
stationdren Wuchsphase, gemessen. Da das Ausscbaitter QS-Systeme keinen signifi-
kanten Einfluss auf dikalS-Promotoraktivitat hat, wird davon ausgegangens ahshalS
Expression selbst nicht QS-abhangig ist.

1200

O WT Kontrolle
1000 || B WT halS:lacz
b O Al halS:lacZz
=
= — 800 1
2
35
© -~ 600 - M
oo
Y =
&=
5=
g 400 A 1
0
2 4 6 8 10

14 16 18 22 24

Zeit [h]

Abb. 24: Ermittlung der halS-Promotoraktivitat in P. aeruginosa PAOL und der QS-Mutante Alasl/rhll.
Die episomal kodierte transkriptionat@lS:lacZ-Fusion pTZAL wurde in den Wildtypstamm PAO1 (WT
halS:lacZ) und die QS-defiziente Mutantdasl/rhll (Al halS:lacZ) eingebracht und die spezifischesalakto-
sidase-Aktivitat bei einer Kultivierung in NB-Medw bei 37°C bestimmt. Die Hintergrundaktivitat deset-
vektors pTZ110 wurde im Wildtyp (WT Kontrolle) ertalt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabw
chungen aus drei unabhangigen Versuchsreihen.
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3.11DashalS-Gen ist in einem Operon organisiert

Untersuchungen zur transkriptionalen Regulation@S-Gens inP. aeruginosa mittels ei-
ner episomalerhalS:lacZ-Fusion zeigten die Existenz eines Promotors iralbrteines
420 bp groRen DNA-Abschnitts stromaufwarts das-Gens.

Im Genom vonP. aeruginosa befindet sich dakalS-Gen (ORF PA1415) direkt neben den
beiden offenen Leserahmen PA1416 und PA1417 (ABj.deren Funktion bisher unbekannt
ist. ORF PA1417 ist in dd?seudomonas-Datenbank als putative Decarboxylase annotiert und
weist Homologien zur Acetolactat-Synthase &usoli auf. ORF PA1416 ist, ebenso wie
PA1415, als hypothetisches Protein mit unbekanftektion annotiert. Homologieverglei-
che zeigten Ahnlichkeiten zu Oxidoreduktasen un®@M\VN-abhingigen Dehydrogenasen.
PA1417, PA1416 und PA1415 weisen dieselbe Transémigrichtung auf und sind nur durch
kurze intergenische Regionen von 45 bp bzw. 14dipegnt. Dies liel3 vermuten, dass diese
drei ORF von einem gemeinsamen Promotor kontroNi&rden. Dabei ware ddmlS-Gen
das letzte Gen in dem mdglicherweise tricistroresci©peron, der darauf folgende ORF
PA1414 wird in entgegengesetzter Richtung trangkitibEs sollte Uberprift werden, ob die
halS-Expression von einem zweiten Promotor, stromautvdes ORF PA1417, reguliert
wird. In diesem Fall wirde ein Transkript von 3,6 &ntstehen, welches die drei ORF
PA1417, PA1416 und PA1415 umfasst. Um die Vermutdeg Organisation in einem
Operon zu uberprifen, sollte mMRNA isoliert und emsprechendes Transkript nachgewiesen

werden.
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Abb. 25: Lokalisation deshalS-Gens (ORF PA1415) im Genom voR. aeruginosa. Die offenen Leserahmen
PA1417 und PA1416 liegen direkt stromaufwarts véi#15, werden in dieselbe Richtung transkribiertl un
sind nur durch kurze intergenische Regionen getr@tp://www.pseudomonas.com).
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Zur reversen Transkription der mRNA wurde ein Otigkleotid (halSdwn1l) verwendet, wel-
ches der komplementaren reversen Sequenhaldkodierenden Bereiches von +31 bis +51
relativ zum Translationsstartpunkt entsprach (Ab#). Der Nachweis des Transkriptes Uber
die ORF PA1417 bis PA1415 erfolgte wie in Abbildu2g dargestellt mittels PCR. Dabei
wurde die synthetisierte cDNA als Matrize eingeseitad mit zwei verschiedenen Oligo-
nukleotidpaaren amplifiziert. In beiden Fallen waemdFragmente mit der entsprechenden
Grol3e, alle 3 Gene umfassend, nachgewiesen. Unusaldiel3en, dass es sich hierbei um
amplifizierte chromosomale DNA handelt, wurde zwmikolle die RNA ohne vorherige re-
verse Transkription in die PCR eingesetzt. Da #sein PCR-Ansatz kein Produkt entstand,
konnte ausgeschlossen werden, dass die RNA-Prégracatrch chromosomale DNA verun-
reinigt war.

Diese Ergebnisse belegen, dass [taS-Gen in einem Operon organisiert ist und nicht nur
der Kontrolle eines direkt stromaufwarts liegenéeamotors, sondern zuséatzlich eines weiter

stromaufwarts liegenden, mindestens drei Gene @llirtenden, Promotors unterliegt.

A 76 bp 14 bp 45 bp 60 bp
1. mRNA-Isolierung >
mMRNA
2. Reverse Transkription - - - - - o o oo oo m oo <— halSdwn1
cDNA
3.PCR . —> <+—1698 bp
I —» <+—1744 bp
B
2 kb —»
1,6 kb —> —
M l. I Kontrolle

Abb. 26: Nachweis eines gemeinsamen Transkriptes deffenen Leserahmen PA1417, PA1416 und
PA1415.A: Schematische Darstellung der Lage der ORF im Gesawie der Durchfihrung zum Nachweis des
gemeinsamen Transkriptes. Die mRNA wurde ausgekendhalS-Gen (ORF PA1415) mit dem spezifischen
Oligonukleotid halSdwnl in cDNA umgeschrieben. Diachweis der cDNA erfolgte mittels PCR unter Eimsat
zwei verschiedener Oligonukleotid-Paare (l.: 141Aalsdwnl, Il.: oprl417up/halSdwnl), die Fragmerda
1698 bp bzw. 1744 bp amplifiziere®: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produhktesinem
0,8 %igen Agarosegel. In der Kontrolle wurde dieARdhne vorherige reverse Transkription in die P@R)e-
setzt.M: DNA-Marker.
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4 DISKUSSION

4.1 ldentifizierung des AHL-Lactonase-homologen Proteis HalS vonP. aeruginosa

Zell-Zell-Kkommunikationssysteme werden von diverdgakterien genutzt, um die Gen-
expression und somit ihr physiologisches Verhaitebhéangigkeit von der eigenen Zell-
dichte zu regulieren. Seit den 90er JahrerQisbrum-sensing (QS) uUber AHL-Signalmole-
kule als weit verbreitetes Kommunikationssystenmeu@ram-negativen Bakterien anerkannt
(Fuquaet al., 1996; Swiftet al., 1999). Da insbesondere die Expression von Viaibkioren
durch QS reguliert wird, entstand die Idee, durtbrig dieses Kommunikationssystems
bakterielle Infektionen zu bekampfen. Daher wurdeimEnzymen gesucht, die AHL-Sig-
nalmolekule inaktivieren kbnnen (Domgal., 2000). Als Quelle fur derartige AHL-degradie-
rende Enzyme kamen Bakterien in Frage. AHL-prodende Bakterien sind ubiquitar ver-
breitet, und héaufig dient QS dazu, der eigenen i8pezinen Vorteil zu verschaffen und an-
dere Spezies in derselben Nische zu schadigenwrdrdrangen. Um dieser Schadigung zu
entgehen, konnten diese Bakterien Mechanismen @miwihaben, um fremde QS-Systeme
auszuschalten. Mdéglicherweise hat eine Co-Evolutwischen AHL-basierten Kommunika-
tionssystemen zur Ausbildung kompetitiver Vorteiled AHL-Inaktivierungssystemen zur
Storung dieser stattgefunden (Dong & Zhang, 2005).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war ein einzigé#l -degradierendes Enzym bekannt, die
AHL-Lactonase AiiA ausBacillus spec. 240B1 (Dongt al., 2000). Identifiziert wurde dieses
Enzym bei einem Screening von mehr als 400 Umvaddtien und 100 Laborstammen. AiiA
spaltete die Esterbindung des Homoserinlactonridgs Signalmolekile 3-oxo-C6-HSL,
3-0x0-C8-HSL und 3-0x0-C10-HSL (Dong al., 2001). Bacillus produziert keine AHL-
Signalmolekiile, diese sind bisher nur bei Gram-tiegia Bakterien beschrieben worden.
Eine erste Fragestellung zu Beginn der vorliegenfidseit zielte auf die Existenz AHL-
degradierender Enzyme in AHL-produzierenden BagterAHL-Signalmolekile dienen der
Wahrnehmung der Zelldichte. Da sie uber die Autoktdn ihre eigene Produktion
verstarken (vgl. Abb. 1), misste die AHL-Konzentmat sobald die QS-Maschinerie einmal
aktiviert wurde, stetig ansteigen. Eine Akkumulatider Signalmolekile Uber langere Zeit
wurde daher ihrer Funktion widersprechen, denn tbhtionen der Zelldichte kénnten nicht
wahrgenommen werden. Um ihre Funktion ausiben naé@ missen Signalmolekile also
instabil sein oder abgebaut werden. Hinweise autreiAbbau von AHL-Molekilen liefert
die Tatsache, dass diese in neutralen und leicimesdJmgebungen stabil sind, jedoch keine

Akkumulation von AHLs in solchen Umgebungen bekarstt(Leadbetter & Greenberg,
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2000). Uber die Produktion AHL-degradierender Eneyhiitten QS-fahige Bakterien die
Maglichkeit, bei Bedarf den QS-aktivierten Zustaméder zu verlassen.

Gegenstand dieser Arbeit war daher die Identifizigrvon mdoglichen AHL-degradierenden
Enzymen beP. aeruginosa. Das QS-System voR. aeruginosa ist eines der bestuntersuch-
ten, und dieser opportunistische Erreger verschedmfektionskrankheiten gilt als Modell-
organismus fur die Analyse komplexer QS-Netzwetkéhgset al., 2005). Die Komplexitat
dieses QS-Systems wird bereits durch die hierasbhisAnordnung der zwei separaten,
jedoch interagierenden QS-Systeme (Las- und RHhe8ys und der Verwendung von
verschiedenen Signalmolekilen (3-oxo-C12-HSL uneH3A) deutlich. Diese QS-Systeme
werden wiederum von ubergeordneten globalen Regelatkontrolliert (vgl. Kap. 1.5). Die
Notwendigkeit einer komplexen Regulation der QSiiktung ist durch die hohe Anzahl
QS-regulierter Gene ersichtlich. Mit Hilfe von Maarray-Analysen wurden umfassende
Untersuchungen zum QS-regulierten Transkriptom Roaeruginosa durchgefiihrt, welche
belegen, dass 3 % bis 7 % aller offenen Leseraldussh QS beeinflusst werden (Henteer
al., 2003; Schusteet al., 2003; Wagneket al., 2003). Dieser globale Effekt wird auRerdem
durch die homogene Verteilung der QS-beeinflus§&ene lUber das gesamte Chromosom
deutlich. Abbildung 27 zeigt, dass die in den Mamrays identifizierten Gene nicht in
Clustern lokalisiert sind, sondern sowohl die Q8vakrten als auch -reprimierten Gene im
Genom verstreut vorliegen (Schusteal., 2003).

Abb. 27: Verteilung der QS-regulierten Gene
auf dem P. aeruginosa-Chromosom. Rot:
aktivierte Gene, grun: reprimierte Gene. Die
Gene im inneren Kreis werden gegen den
Uhrzeigersinn transkribiert. Angegeben sind die
Positionen in Megabasen (Schusteal., 2003).

Die Komplexitat der QS-Systeme wird aufl3erdem dui@h unterschiedliche Timing der In-
duktion verschiedener QS-regulierter Gene erhohe We Microarray-Analysen zeigten,
werden zwar die meisten QS-abhangigen Gene beiltfergang in die stationdre Phase in-
duziert, einige Gene jedoch wahrend des frihen Waols und andere erst spat in der

Stationarphase (Schustaral., 2003). Des Weiteren werden fur die Aktivierungigeér QS-
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kontrollierter Gene mehrere Signale benotigt. Nebeer ausreichenden Zelldichte sind far
die Aktivierung dieser Gene aulRerdem spezielle Uthedingungen erforderlich (Digglet

al., 2002; Yarwoockt al., 2005).

Ein derart komplex reguliertes System lasst auah Ekistenz von AHL-Inaktivierungs-
mechanismen vermuten. Nach Veroffentlichung deeer&HL-degradierenden Enzyms, der
AHL-Lactonase AiiA ausBacillus, wurden Homologievergleiche mit deR aeruginosa-
Genom durchgefuhrt und der ORF PA1415 identifizi®&as durch diesen ORF kodierte
putative Protein ist in dd?seudomonas-Datenbank (http://www.pseudomonas.com) als hypo-
thetisches Protein mit unbekannter Funktion eiaggtn. Die abgeleitete Aminosauresequenz
weist 29 % Identitat und 42 % Ahnlichkeit mit Aiiauf, sowie die beiden konservierten
Bereiche, die von Dong al. (2000) identifiziert wurden (Abb. 6). Hierbei hagiides sich um
konservierte Bereiche von Arylsulfatasen und MetfifLactamasen. Das HXHXDH-Motiv
ist als Zink-Bindemotiv bekannt (Melingt al., 1998). Fir die Aktivitat der AHL-Lactonase
AiiA aus Bacillus ist dieses Motiv essentiell (Doryal., 2000), jedoch wurde in einer 2004
veroffentlichten Studie berichtet, dass weder Znokh andere Metallionen fur die Enzym-
aktivitat benétigt werden (Wargg al., 2004). Da weder die Zugabe von Zink noch die é&tntf
nung durch den Chelator EDTA die Enzymaktivitat ibfhessten, wurde AiiA nicht zur
Familie der Metallohydrolasen gezahlt. Diese Betuneurden jedoch von Thoma al.
(2005) widerlegt. Zwar wurde diese Studie mit demmAAomologen Protein auBacillus
thuringiensis durchgeftihrt, jedoch weisen die beiden AiiA-Progeiiber 90 % identische
Aminosauren auf und die an der Zink-Bindung begtih Aminosauren sind absolut konser-
viert. Neben der Beobachtung, dass AHL-Lactonasesi Zinkionen in ihrem aktiven Zen-
trum beinhalten, wurde auf3erdem gezeigt, dass Aui$B. thuringiensis ein stereoselektives
Metalloprotein ist, welches ausschlie3lich d&fnantiomer des C6-HSL hydrolysiert
(Thomaset al., 2005). Kirzlich wurde die dreidimensionale Stuwktlieser AHL-Lactonase
veroffentlicht, die ebenfalls belegt, dass zweikfonen am aktiven Zentrum gebunden sind
(Liu et al., 2005).

Aufgrund der Homologie zu AiiA sowie der ExistenesdZink-Bindemotivs wurde ange-
nommen, dass es sich bei denPiraeruginosa identifizierten putativen Protein ebenfalls um
eine Zink-abhangige AHL-Lactonase handelt, die Bserbindung in Lactonringen von
AHL-Signalmolekilen spalten kann. Gegenstand ddiegenden Arbeit war daher die funk-
tionelle Untersuchung dieses als HalS bezeichnBteteins. Eine mdgliche regulatorische

Funktion for das QS-System vdh aeruginosa wurde auf3erdem aus der Lokalisation des
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halS-Gens im Chromosom abgeleitet. Das Gen liegt iatikedr N&he zu den GenéssR und

lasl, welche eines der beiden QS-SystemeRaseruginosa bilden (Abb. 25).

4.2 Einfluss der halS-Expression auf die Virulenzfaktor-Produktion bei P. aeruginosa

Fur die funktionelle Untersuchung des AHL-Lactorhsenologen Proteins HalS wurde zu-
nachst der Einfluss dieses Proteins auf QS-regeilitrozesse bét. aeruginosa untersucht.
Dazu wurderhal S-defiziente undchal S-Giberexprimierende Stamme konstruiert. Fur erste EXx
perimente wurde eine Vektor-Insertionsmutamtba(S) erstellt, deren Phanotyp spéater durch
die Genaustausch-MutantghalS (Gm) verifiziert wurde. Die Konstruktion diesdtalS
defizienten Mutanten ist schematisch in Abbildundargestellt. Polare Effekte auf stromab-
warts liegende Gene konnten ausgeschlossen wettdetie nachfolgenden Gene in entge-
gengesetzter Richtung transkribiert werden. [ikS-Uberexpressionh@l S++) erfolgte unter
der Kontrolle des ifP. aeruginosa konstitutivenlac-Promotors.

Die Betrachtung QS-abh&ngiger PhanotypenFeaieruginosa ergab einen deutlichen Ein-
fluss von HalS. Die Auswirkungen UberméaRiger bzehlénder HalS-Mengen werden zu-

nachst im Einzelnen und am Ende dieses KapiteBmamenfassend diskutiert.

Der Vergleich de$alS-defizienten Stammes mit dem Wildtyp bzw. dbahS-Giberexprimie-
renden Stamm zeigte eine drastische Veranderundulaurfarbe. Hervorgerufen wird die
fur Pseudomonas typische blau-griine Kulturfarbe durch die QS-algiige Produktion des
Siderophors Pyoverdin und des blauen Pigments RyatyStintziet al., 1998; Whiteleyet
al., 1999). Fur die Produktion des Virulenzfaktors &yamin wurde eine strikte Abhangigkeit
vom RhI-System nachgewiesen (Brint & Ohman, 1998ifiLet al., 1995). Der Einfluss von
HalS auf die Pyocyaninproduktion wurde untersusidem dieses Pigment aus den Kultur-
Uberstadnden der verschieden@naeruginosa-Stamme extrahiert und quantifiziert wurde.
Dabei wurde deutlich, dass die Inaktivierung dal&Gens eine Verdopplung der Pyocyanin-
Menge verursachte. Diese Beobachtung wurde danaiiickgefiihrt, dass das Fehlen von
HalS zu einer verminderten AHL-Degradation und domi einer Erhéhung der AHL-
Konzentration fuhrt. Hierdurch bedingt steigt di8-@bhangige Pyocyaninproduktion. Durch
Einbringen des Plasmid-kodierteal S Gens konnte der Wildtyp-Phanotyp wieder hergdstell
werden. Durch die unphysiologisch hohe Produktion talS wurde jedoch keine weitere
Senkung der Pyocyaninproduktion erreicht. Die kitutste halS-Expression im HalS-Uber-

produktionsstamm nahm keinen signifikanten Einflag$ die Pyocyaninkonzentration. Mit
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12 pg/ml, 14 pg/ml und 14 pg/ml wiesen HalS-Ubedpidionsstamm, Wildtyp und Leer-
vektorkontrolle vergleichbare Werte auf.

Demgegeniber berichteten Reimmagtnal. (2002) von einer Senkung der Pyocyanin-
produktion durch Uberexpression dai$A-Gens ausBacillus spec. A24 inP. aeruginosa
PAQOL. Wahrend fir die Leervektorkontrolle ca. 18mlgermittelt wurden, sank die Pyocya-
ninkonzentration durch konstitutiai A-Expression in PAO1 auf unter 5 pg/ml.

Beim Vergleich dieser beiden Studien muss berubkgicwerden, dass es sich bei AiilA um
ein heterologes Protein mit vermutlich stark abWwerder Substratspezifitat und Enzym-
kinetik handelt. Des Weiteren missen die experipilemt Unterschiede, z. B. die Wahl der
Kulturmedien, bertcksichtigt werden. Die Auswirkengveranderter aul3erer Bedingungen,
wie Beliftung oder Medienzusammensetzung, auf @eR@gulation werden in Kapitel 4.3.2
diskutiert.

Eine weitere Virulenz-assoziierte Eigenschaft, digrch HalS beeinflusst wird, ist die
Schwarmfahigkeit vor. aeruginosa. Die Beweglichkeit allgemein spielt eine wichtigelle
bei der Entstehung von Infektionen: sie ermdglidiet Ausbreitung der Bakterienzellen und
ist eine Voraussetzung zur Bildung differenzieBafilme (O'Toole & Kolter, 1998). Anders
als das Flagellen-vermittelte Schwimmen in flissigggngebungen und die Typ VI-Pili-ver-
mittelte twitching motility entlang fester Oberflachen ist das Schwarmennmssdiden Um-
gebungen QS-abhéangig (Kéhktral., 2000). Dabei wurde vor allem eine Abhangigkeitnvo
Rhl-System nachgewiesen. WahremdR- sowie rhll-defiziente Mutanten schwarmunfahig
waren, zeigtemasl- sowielasR-Mutanten eine lediglich reduzierte Schwarmfahigki€bhler

et al., 2000). Der geringe Einfluss des Las-Systems muSdhwarmbewegung kdnnte durch
die hierarchische Anordnung dieser beiden QS-Systeedingt sein, denn ein Ausfall des
Las-Systems verhindert die volle Induktion des Risstems (vgl. Abb. 3).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddie Uberexpression de$S-Gens das
Schwéarmen deP. aeruginosa-Zellen nahezu vollstandig hemmt (Abb. 9). Die Séhwbe-
wegung bendtigt sowohl die Flagelle als auch dip IM¢Pili (Kdhler et al., 2000). Da weder
das Schwimmen noch disvitching motility durch diehalS-Uberexpression beeintrachtigt
wurden (Abb. 10), kann von der Funktionalitéat dreseiden Oberflachenstrukturen ausge-
gangen werden. Es liegt demnach kein generelleeg&emgsdefizit vor, sondern nur das QS-
abhangige Schwarmen wird durch die HalS-Uberpradokhhibiert. Demgegeniiber hat das

Fehlen von HalS keine erkennbaren AuswirkungerdasfSchwarmverhalten.
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Als eine Ursache flir die Inhibierung des Schwarmemsde eine ebenfalls verringerte
Rhamnolipidproduktion des HalS-Uberproduktionsst@a®snmachgewiesen. Rhamnolipide
verbessern die Schwarmbewegung von Bakterien, edawggrund ihrer oberflachenaktiven
Eigenschaften die Reibung zwischen Zellen und Qdagrén verringern (Déziet al., 2003;
Kohler et al., 2000). Die Produktion dieser Virulenzfaktoren dviebenfalls QS-abhéngig
reguliert. Die entsprechenden StrukturgeniédB sind mit den GenerhlR undrhll in einem
Gencluster organisiert und werden durch das RhieByseguliert (Ochsner & Reiser, 1995).
Die Ermittlung der Rhamnolipidgehalte in den Kultberstanden der verschiedenen
P. aeruginosa-Stamme ergab im Falle des HalS-Uberproduktionsstsreine Reduktion um
36 %. Wie auch bei der Schwarmfahigkeit beobachibtte die konstitutivdial S Expression
zu einer Abnahme des Virulenz-assoziierten Phasotyps auf eine verstarkte AHL-Degra-
dation zuriickgefuhrt wird. Die Inaktivierung dbealS-Gens hatte jeweils keine deutlichen

Auswirkungen.

In engem Zusammenhang mit der Beweglichkeit undRlemnolipidproduktion steht bei
P. aeruginosa die Biofilmbildung. Die Beweglichkeit der Baktenieellen erfullt sowohl bei
der Bildung als auch bei der Auflosung von Biofilm@ichtige Aufgaben (Klaused al.,
2003b; O'Toole & Kolter, 1998). Rhamnolipide siné &oraussetzung fur die Bildung und
Aufrechterhaltung wasserfuhrender Kanéle innerhadh Biofilmen (Daveyet al., 2003;
Espinosa-Urgel, 2003). Eine Verbindung dieser dedidichte-abhéangigen Phanotypen ergibt
sich auch durch die herrschenden Nahrstoffoedingung@owohl fur die Rhamnolipid-
produktion als auch fir die Schwarmbewegung is¢ &epression durch Ammonium sowie
einen Eisen-Uberschuss bekannt (Déstehl., 2003; Guerra-Santoa al., 1984). Diese
Ergebnisse stitzen die Hypothese, dass ungtinstipestéffbedingungen die Produktion der
Biodetergenzien und die Oberflachenbeweglichkéitleen und dadurch verhindern, dass die
Bakterienzellen zur sessilen Lebensweise UbergaehdrBiofilme in ndhrstoffarmen Umge-
bungen bilden (Déziet al., 2003).

Biofilme sind seit einigen Jahren Gegenstand imtens$-orschung. Schlie3lich reprasentieren
sie nicht nur den Grol3teil der in der Natur vorkoemeien Bakterien, sondern stellen auch ein
grof3es industrielles und medizinisches Problem Rlagieruginosa besiedelt nicht nur Rohre
und Leitungen, sondern auch medizinische Implant@thlauche von Kathedern und die
Lungen von CF-Patienten (Costerton, 1995; Costestaal., 1999). Innerhalb solcher Bio-
filme sind Bakterien oftmals widerstandsfahiger eedierkdmmliche Antibiotika und der

Immunantwort des Wirtes, wodurch die Beka&mpfung wBmofilmen erschwert wird
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(Costertoret al., 1999; Fuxet al., 2005; Stewart & Costerton, 2001). Die Erkenntdass die
Biofilmbildung durch QS beeinflusst wird, kdnnt@en neuen Therapieansatz liefern (Davies
etal., 1998).

Dass QS-Signale einen Einfluss auf Biofilme J@naeruginosa austiben, ist unbestritten,
jedoch gibt es unterschiedliche Befunde daribetcheeFunktionen genau die QS-Signale
ausuben und in welcher Phase der Biofilmentwickldieg AHL-Signale eine Rolle spielen
(Davieset al., 1998; De Kievitt al., 2001; Klausemrt al., 2003a; Sauest al., 2002).

Davieset al. (1998) beobachteten, dass vor allem MutationerLdsesSystems Defekte in der
Biofilmbildung auslésten. Verglichen mit dem Wilgtpildetenlasl-Mutanten nicht nur einen
wesentlich dinneren, gleichmaRig dichten Biofilns,aaondern zeigten auch eine gesteigerte
Sensitivitat gegenuber dem Biozid SDS. Die Autosehlossen, dass insbesondere das Las-
System fur die Ausbildung differenzierter Biofilnmetwendig ist. Auch die Studien von De
Kievit et al. (2001) belegen, dass die Inaktivierung Vasi bzw.rhll zur Ausbildung flache-
rer Biofilme fuhren. Diese Defekte konnten durclgdie der entsprechenden Signalmolekiile
behoben werden. Die Autoren beobachteten beredsnnfrihen Stadien der Biofilmbildung
eine Beeintrachtigung durch Mutationen des QS-8yst&auert al. (2002) berichteten da-
gegen von einem Einfluss des Las-Systems erst atergn Stadien der Biofilmdifferen-
zierung.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Veranderueg Biofilmarchitektur in Abh&ngigkeit
der halS-Expression beobachtet. Der Einfluss von HalS aig Biofilmbildung bei

P. aeruginosa wurde in zwei unterschiedlichen Systemen untetsuoh statischen Modell
wurden Glasobjekttrager in Petrischalen mit Vollmed Giberschichtet. Die Kultivierung der
Biofilme erfolgte fur 48 h auf einer Wippe, um m@g8iScherkrafte auf die Biofilme auszu-
Uben. In einem zweiten Modell wurden dynamischeigchgen gewahlt. Die Biofilme wur-
den in Durchflusszellen kultiviert, wobei die immidierten Zellen kontinuierlich von
frischem Nahrmedium umstréomt wurden. Im Gegensatn statischen Modell wurde hier

Minimalmedium verwendet.

In beiden Modellen zeigte sich, dass HalS die Bidfildung deutlich beeinflusst. Sowohl die
Inaktivierung als auch die UberméaRige ExpressianhaéS-Gens beeintrachtigten die Bio-
filmbildung. Wahrend der Wildtyp im statischen Mdddas Substratum nahezu vollstandig
bedeckte, waren nur wenige Zellen d@lS-Mutante sowie des HalS-Uberproduktions-
stammes angeheftet (Abb. 12). Dabei ist zu beachtess die Zelldichten der planktonischen

Kulturen vergleichbar waren. Die Stérung thafS-Genexpression scheint die Anheftung der
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Zellen an das Substratum zu behindern. Dabei kaoimt nnterschieden werden, ob die initi-
ale Anheftung nicht erfolgt war, oder eine Ablésung locker angehefteter Zellen stattfand.
Es wurde mehrfach berichtet, dass die Typ IV-Ritiden Anheftungsprozess notwenig sind.
Klausenet al. (2003b) und De Kievitt al. (2001) zeigten, dass dies nur unter bestimmten
Bedingungen der Fall ist. Sie ermittelten nur iru€se-Medium bzw. nur unter statischen
Bedingungen einen essentiellen Beitrag der TypilVaR der Adh&sion. Bei der Analyse von
Biofilmen mussen daher stets die herrschenden Badgen bericksichtigt werden, da so-
wohl die Zusammensetzung des Kulturmediums als andere Umweltbedingungen, wie die
Verwendung von Durchfluss- bzw. statischen Modeltlia Biofilmbildung erheblich beein-
flussen und unterschiedliche Faktoren eine unterdiibhe Gewichtung erhalten (De Kievit
et al., 2001; Klauseret al., 2003b; O'Toole & Kolter, 1998). Aus diesem Grumdrde der
Einfluss derhalS-Expression auf die Biofilmentwicklung zuséatzliam @inem dynamischen
System unter Verwendung eines Minimalmediums untdrts Der Wildtyp bildete in diesem
System dreidimensionale Mikrokolonien, die nachhdéichtbar wurden und nach 72 h deut-
licher ausgepragt waren. Demgegenuber waren di@Bederhal S-Mutante und des HalS-
Uberproduktionsstammes sehr flach, dreidimensiofsitekturen wurden auch nach 72 h
nicht erkennbar (Abb. 13).

Die Ausbildung von Mikrokolonien wurde von O'ToofeKolter (1998) auf die Typ IV-Pili-
vermitteltetwitching motility zuriickgefiihrt, die eine Aggregation von zunaclestaehbarten,
angehefteten Zellen ermdglicht. In neueren Studweinde gezeigt, dass die Bildung von
Mikrokolonien auch Typ IV-Pili-unabhangig durch dieilung einzelner angehefteter Zellen
erfolgen kann (De Kievigt al., 2001; Klauserst al., 2003b).

Eine HalS-bedingte Beeintrachtigung der Biofilmbitd) durch eine verminderte Funktiona-
litat der Typ IV-Pili wird ausgeschlossen. Da aB&imme in gleichem MalRe ztwitching
motility fahig waren, kann davon ausgegangen werden, daseyd IV-Pili vorhanden und
auch funktional sind. Die genauen Wirkungsmechaearsniiber die eine Beeinflussung der
QS-Signale die Ausbildung dreidimensionaler Biofitrukturen verhindern kann, sind bis-
her weitgehend unbekannt. Da sowohl die InaktivigrdeshalS-Gens als auch die Uberex-
pression zu einer vergleichbaren BiofilmarchiteKiiliren, wird postuliert, dass HalS an der
Feinabstimmung der beiden QS-Systeme beteiligDiat Verhaltnis der beiden wichtigsten
QS-Signalmolekile voPR. aeruginosa (C4-HSL und 3-o0x0-C12-HSL) zueinander scheint flr
den komplexen Prozess der Biofilmbildung entscheddau sein. So wurde berichtet, dass in
Biofilmen sowie im Sputum von CF-Patienten ein irar§leich zu planktonischen Kulturen
umgekehrtes Verhaltnis dieser beiden AHLs herr§8highet al., 2000). In Biofilmen und
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Sputum-Proben wurde signifikant mehr C4-HSL deegktiwas mdglicherweise auf einen
verstarkten Abbau des langkettigen 3-oxo0-C12-HSteuBiofilmbedingungen zurickgefihrt
werden konnte (Huang al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde bei defdLADegrada-
tionstests nur fir langkettige, 3-oxo-substituiedtdLs eine Abnahme der Aktivitat durch
Inkubation mit HalS beobachtet (Kap. 3.9.3). Dueahe Verstarkung sowie eine Inhibierung
der AHL-Degradation durch dieal S-Uberexpression bzvihal S-Deletion konnte das Verhalt-
nis von 3-0xo-C12-HSL zu C4-HSL derart verandertdea, dass in beiden Fallen die Ent-

wicklung dreidimensionaler Strukturen verhindertdwi

Als typischer QS-regulierter Virulenzfaktor wurdeca die Elastase LasB betrachtet, deren
Expression vorwiegend vom Las-System, in geringekafe aber auch vom Rhl-System
kontrolliert wird (Brint & Ohman, 1995; Gambello glewski, 1991). Die Analyse der extra-
zellularen proteolytischen Aktivitat mittels Skimiktindikatorplatten deutete bereits eine
Verminderung im Falle des HalS-Uberproduktionsst@simnd eine leicht erhdhte Aktivitat
der halSMutante an (Abb. 14). Um eine Uberlagerung deis@lse-Aktivitat durch andere
Proteasen auszuschlieBen, wurde die extrazelllastase-Aktivitdt zusatzlich zymo-
graphisch untersucht. Hierbei erfolgte der Aktitstiachweis nach gelelektrophoretischer
Auftrennung der Proteine, sodass eine proteolyigdktivitat einem bestimmten Enzym zu-
geordnet werden konnte. In diesen Experimenten everde deutliche Abnahme der LasB-
Aktivitat im Kulturiberstand des HalS-Uberprodukisstammes beobachtet, wahrend die
Aktivitat der alkalischen Protease nicht beeinftugarde. Bei dehalS-Mutante wurde keine
verstarkte Elastase-Aktivitat ermittelt. Wie beseftir die Rhamnolipidproduktion und das
Schwarmen beschrieben, scheint nur die Uberpraolukfiber nicht das Fehlen von HalS
diese QS-abhangigen Prozesse signifikant zu bassdh.

Die Analyse des Einflusses von HalS auf die ElastassB sollte durch Expressionsstudien
mit Hilfe einer translationalefasB-Reportergenfusion ergéanzt werden. Durch Vergleieh
lasB-Expression imP. aeruginosa-Wildtyp mit bzw. ohne halS-Uberexpressionsplasmid
wurde ebenfalls ein deutlicher Einfluss von Hal$ @die Elastase nachgewiesen. Jedoch er-
folgte im Uberexpressionsplasmid-tragenden Stanme siarkeréasB-Expression als in der
entsprechenden Leervektorkontrolle.

Diese Befunde erscheinen zunachst widersprichNelch der allgemeinen Auffassung von
QS mausste eine AHL-Lactonase-bedingte Degradatamm AHL-Signalmolekilen zu einer
verminderten Transkription QS-regulierter Gene émhrBei der Analyse einer veranderten

lasB-Expression durch Eingriffe in die QS-Regulationssiyedoch beriicksichtigt werden,
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dass die Expression der Elastase sowohl vom Lasuah vom RhiI-System kontrolliert wird.
Es wurde gezeigt, dass desB-Promotor zweiux-Boxen (Bindestellen fur AHL-aktivierte
Transkriptionsregulatoren) aufweist, wobei LasR amreine dieser Stellen mit hoher Affini-
tat bindet. Fur die andetax-Box wird eine RhIR-Bindung vermutet (Schusgerl., 2004).
Die Aktivierung derasB-Expression musste demnach getrennt fiir beide @&®g analy-
siert werden. Da die Uberexpression de$S-Gens nicht zu einer Reduktion dksB-
Expression imP. aeruginosa-Wildtyp fuhrt, beeinflusst HalS moéglicherweise reines der
beiden QS-Systeme.

Durch Uberexpression der AHL-Lactonase AiiA @&eillus in P. aeruginosa PAO1 wurde
die lasB-Expression, ebenfalls ermittelt Gber eine transhaie |asB::lacZ-Fusion, stark ver-
mindert (Reimmanmt al., 2002). Fur AiiA wurde jedoch bereits gezeigt,slas sowohl C4-
HSL als auch 3-oxo-C12-HSL, also beide Signalmdkkibn P. aeruginosa degradiert
(Wang et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde beobaghiass trotz gesteigerter
lasB-Expression die Aktivitdt des Virulenzfaktors LaslBrch die erhéhte HalS-Produktion
herabgesetzt wurde.

Eine verminderte Aktivitt eines extrazellularenzigms trotz erhéhter Expression lasst ver-
muten, dass entweder die Faltung oder der Transj@stProteins beeintrachtigt wird. Die
Elastase LasB wird als Pra-Proenzym synthetisi@evér & Iglewski, 1988). Nach dem
Transport Uber die innere Membran wird die Sigrgiseaz abgespalten und das Proenzym
durch Autoproteolyse prozessiert. Nach der FaltumgPeriplasma wird sowohl das Pro-
peptid, welches als intramolekularer Faltungshe{@naperon) fungiert, als auch die reife
Elastase Uber die Xcp-Maschinerie sekretiert (Betah, 1998). Da die Komponenten dieses
Sekretionssystems ebenfalls QS-abhéngig sind, &bdet HalS-Einfluss auf die LasB-

Aktivitat auch indirekt Gber eine verminderte Seimne erfolgen.

Der beobachtete Einfluss von HalS auf einzelne I¥nzfaktoren wurde in einemm vivo-
Pathogenitatsmodell bestatigt, bei dem das Zusanvirlean verschiedener Virulenzfaktoren
betrachtet wirdP. aeruginosa verursacht Infektionen bei phylogenetisch stadedjierenden
Wirtsorganismen. Dennoch wurde eine auffallenderéinstimmung der Virulenzmechanis-
men beobachtet, und die gleichen Virulenzfaktotiaed &ir die Entstehung von Krankheiten
bei Tieren und Pflanzen verantwortlich. Daher hasieh Pflanzen, insbesondekeabidopsis
thaliana, als Modellorganismen fur Studien tier- oder hupshogener Bakterien etabliert
(Rahmeet al., 2000). In der vorliegenden Studie wurde durchniggen vonArabidopsis

thaliana-Blattern mitP. aeruginosa-Kulturen ein leicht erhéhtes phytopathogenes Riaten
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der halSdefizienten Mutante im Vergleich zum Wildtyp naelagesen (Abb. 16). Beide
Kulturen l6sten zwar Lasionen des Pflanzengewelbss jadoch wiesen die mit dealS
Mutante infizierten Blatter starkere Krankheitssyampe und gro3ere befallene Flachen auf.

4.2.1 Zusammenfassende Betrachtung des Einflusses von Baduf Zelldichte-

abhangige Phanotypen

Die Betrachtung diverser QS-abhangiger PhanotypmarPbaeruginosa ergab einen deut-
lichen Einfluss des HalS-Proteins. Die beobacht&tfekte, die sowohl Rhl-abhangige als
auch Las-abhangige Prozesse (vgl. Abb. 3) betrefferd zusammenfassend in Tabelle 11
dargestellt. Daraus wird ersichtlich, dass die DahedeshalS-Gens zu einer erhéhten Pyocy-
aninproduktion, einer beintrachtigen Biofilmentwliokg sowie einer leicht erhéhten Phyto-
pathogenitat flihrte. Starkere Effekte wurden jedbeh konstitutiverhal S Expression im
Uberproduktionsstamm beobachtet. Hierdurch wurde Stthwarmbewegung nahezu voll-
standig inhibiert, der Rhamnolipidgehalt sowie @kstase-Aktivitat im Kulturiberstand

reduziert und ebenfalls eine Beeintrachtigung defilBhentwicklung bewirkt.

Tab. 11: Einfluss von HalS auf QS-abhangige Phangben. Dargestellt sind die Phanotypen dealS
defizienten Mutante AhalS) und des HalS-Uberproduktionsstammésl$++) im Vergleich zum Wildtyp
und/oder der Leervektorkontrolle. Zeichenerklaruifg): Zunahme, [): Abnahme, (=): kein signifikanter
Unterschied, (n. u.): nicht untersucht.

QS-abhéangiger Phanotyp AhalS hal S++
Pyocyaningehalt 1 =
Schwarmverhalten = !
Rhamnolipidgehalt = !
Biofilmarchitektur, statisches Modell  stark vermémte Anheftung stark verminderte Anheftung
Biofilmarchitektur, Durchflussmodell flach, undifenziert flach, undifferenziert
Elastase-Aktivitat = !
Elastase-Expression n. u. 1

Pathogenitat im Pflanzenmodell 1 n. u.

Der Befund, dass die Uberexpression eines AHL-abgrenden Enzyms starkere Effekte

auslost als das Fehlen dieses Enzyms, wurde autiHuanget al. (2003) berichtet. QS-
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regulierte Phanotypen wurden in der Studie niclriaobtet, jedoch zeigten die Autoren, dass
die Uberexpression des AHL-Acylase-homologen Pvd@ehs ausP. aeruginosa eine
Akkumulation der langkettigen AHL-Signalmolekilerkindert. Die Deletionsmutante war
jedoch in gleichem Mal3e wie der Wildtyp zu einek@ulation, aber auch Degradation der
Signalmolekule fahig. Daraus schlossen die AutodassP. aeruginosa weitere AHL-degra-

dierende Enzyme produziert.

Die Existenz mehrerer AHL-degradierender Enzymeiirem Organismus, der eine Vielzahl
physiologischer Prozesse lber AHL-Signalmolekullguliert, lasst vermuten, dass diese
Enzyme an der Feinabstimmung eines komplizierteaS@8ems beteiligt sind. Seit der
Identifizierung des QS-Systems vdéh aeruginosa wurden kontinuierlich neue Faktoren
beschrieben, welche die QS-Regulation beeinflusEsnwurde deutlich, dass QS ein viel
komplizierteres System ist, als lediglich die Watimung einer Schwellenwertkonzentration
von AHLs und die dadurch bedingte Induktion bestiemZielgene (Schustet al., 2003).
Vielmehr erfolgt die Aktivierung verschiedener Qihangiger Gene in unterschiedlichen
Wuchsphasen und bendtigt verschiedene dufRere Redjeg (Kimet al., 2005; Schustegt

al., 2003). Dabei findet die Regulation auf verschieme Ebenen statt. Neben Regulatoren,
die einen globalen Einfluss auf die QS-Systeme laarsi(vgl. Abb. 3), sind verschiedene
Mechanismen bekannt, die eine Regulation zwischen 8eiden QS-Systemen von
P. aeruginosa ermdglichen. Das hierarchisch Ubergeordnete Lase8y aktiviert das Rhl-
System auf Transkriptionsebene, jedoch wurden sacsthiedene posttranslationale Mecha-
nismen beschrieben, Uber die das Las-System daSyRtém reprimiert und somit eine frih-
zeitige Aktivierung des RhI-Systems verhindert (M§ap. 1.3). Eine weitere Moglichkeit,
eine Feinregulation zwischen diesen beiden Systeruegrreichen, besteht in der Degrada-
tion der AHL-Molekile. Dadurch kénnte die QS-AkgBwung allgemein verzégert werden
oder durch die spezifische Degradation nur eingsdbnolekils das Verhaltnis der beiden
AHLs zueinander verandert werden. Dies ermdgliche d-einabstimmung der Expression
der von den jeweiligen AHL-Signalen kontrolliert&ene (Rochet al., 2004).

4.3 Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus des HalS-P&ins
4.3.1 Analyse der Signalmolekul-Produktion vonP. aeruginosa

Die beobachteten Auswirkungen UbermaRiger bzwefetdr HalS-Mengen auf verschiedene

QS-kontrollierte Faktoren lieR vermuten, dass l#ikS-Uberexpression eine erhohte Degra-
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dation von Signalmolekilen und somit eine Reduki@®-abhangiger Phéanotypen auslost,
wahrend die Inaktivierung ddsalSGens zu einer verminderten Degradation von Signal-
molekulen fuhrt. Um diese Befunde zu bestéatigenmden die Signalmolektlmengen der ver-
schiedener. aeruginosa-Stamme verglichen. Nach Extraktion der AHL-Signaliekile aus
den Kulturiberstanden und dinnschichtchromatogsapbr Auftrennung erfolgte der Nach-
weis mit Hilfe von Sensorbakterien. Die wichtigsteignalmolekiile vorP. aeruginosa sind
C4-HSL und 3-0x0-C12-HSL. Daneben werden eine Reibigerer AHLS mit unterschied-
lich langen Acyl-Seitenketten produziert, derengblpgische Funktion bislang ungeklart ist.
Katalysiert wird die AHL-Synthese von den AHL-Syasien Lasl bzw. Rhll, Vorstufen sind
S-Adenosylmethionin  (SAM) und unterschiedlich belael Acyl-ACPs dcyl carrier
proteins). Da Acyl-ACP wahrend der Fettsdurebiosyntheseldgbwird, hat der Zellstoff-
wechsel unmittelbaren Einfluss auf die Produktien verschiedenen AHL-Molekile (Val &
Cronan, 1998). Die Lasl-katalysierte Produktion &3nxo-AHLs wurde in einenin vitro-
System mit gereinigtem Lasl-Protein naher untersubhrch Veranderungen der Substrat-
und Cofaktormengen konnte eine Verschiebung deduktoon des Signalmolekiils 3-oxo-
C12-HSL hin zu Molektlen mit kiirzeren Acyl-Ketteevlarkt werden (Hoangt al., 2002).
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich die @nfBadingungen stark auf Lasl auswirken.
Im Kulturiberstand aller untersuchtén aeruginosa-Stamme wurden mit Hilfe des Sensor-
stammesAgrobacterium tumefaciens vier verschiedene AHLs detektiert. Ubereinstimmend
mit den Ergebnissen von Shaaval. (1997) wurden diese anhand der Standardmolekgle al
3-oxo-Derivate mit 6, 8, 10 und 12 C-Atomen in deyl-Seitenkette identifiziert (Abb. 17).
Dabei waren keine signifikanten Mengenunterschib@e den verschiedenen Stadmmen
erkennbar. Es muss jedoch beachtet werden, dassgemaue Quantifizierung der Signal-
molekile mit Hilfe der Biosensoren nicht mdglich Bes Weiteren muss berticksichtigt wer-
den, dass die Sensorbakterien eine unterschiediomgfindlichkeit fur verschiedene AHLs
aufweisen. So reagieA. tumefaciens nur auf 3-oxo-AHLs, wobei 3-o0x0-C8-HSL als das
eigene Signalmolekil am sensitivsten nachgewiesemem kann. Dadurch ergibt sich der
besonders gut sichtbare Spot des 3-oxo-C8-HSL, emhdas in gréf3eren Mengen von
P. aeruginosa produzierte 3-0xo-C12-HSL nur einen kleinen Spawvhbrruft (Abb. 17).
Demgegeniber weist der zweite verwendete Sensarst@hromobacterium violaceum, eine
erhohte Sensitivitat fir kurzkettige unsubstitieeftHLs, vor allem fir das eigene C6-HSL,
auf. Mit Hilfe dieses AHL-Biosensors wurden bekealP. aeruginosa-Stammen C4-HSL und
C6-HSL detektiert. Erneut wurden keine signifikant&lengenunterschiede nachgewiesen

(Abb. 18). Bei diesem Stamm muss die allgemein gggingere Sensitivitdt beachtet werden.
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WahrendA. tumefaciens einen AHL-Nachweis im Pikomol-Bereich ermdglicktinnen hier
nur AHLs im Nanomol-Bereich nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der AHL-Biosensoren konnte eine Degradatder vonP. aeruginosa produzierten
AHLs nicht nachgewiesen, aber auch nicht ausgessbtowerden. Bei Degradation nur sehr
geringer Mengen eines oder mehrerer AHLs kann elilmge Intensitatsabnahme des oder der
Spots mit der verwendeten Methode nicht detektiertden kann. Des Weiteren kann es bei
der durchgefuhrten Methode, bei der die AHLs dutéihnschichtchromatographische Auf-
trennung identifiziert wurden, zu falsch-positiv&eaktionen kommen. AHL-Lactonasen
hydrolysieren die Esterbindung von Homoserinladgtayen, die entstehende gedffnete Form
der Signalmolekile zeigt keine Aktivitdt. Die Ergedse von Yatest al. (2002) belegen
jedoch, dass diese geoffneten Moleklle durch Iktera mit einer hydrophoben Chroma-
tographie-Matrix rezyklisieren kdnnen, sodass usglich degradierte Signalmolekile ihre

aktive Struktur zurtick erhalten und eine ReaktienAHL-Biosensoren ausldsen.

Neben den AHL-Signalmolekilen beeinflusst auchRiEesdomonas-quinolone-Signal (PQS)
viele der in der vorliegenden Arbeit untersuchte®-&phangigen Phanotypen. Dieses Sig-
nalmolekul unterscheidet sich strukturell stark wtem AHLs (Abb. 2.F). Eine Degradation
dieses Molekuls durch HalS wurde deshalb nicht maogenen. Da aber die Expression des
pgs-Operons vom Las-System aktiviert wird (Pedcal., 1999), wirde eine HalS-bedingte
Degradation des 3-0x0-C12-HSL nicht nur zu einerdvderung der Las-kontrollierten
Eigenschaften fuhren, sondern auch zu einer variag PQS-Synthese. Dadurch wiederum
wurden mal3geblich Rhl-abhangige Faktoren ebenfaksintrachtigt (vgl. Kap. 1.3). Der
Nachweis der PQS-Molekile aus Extrakten der veesigmerP. aeruginosa-Stamme lieferte
jedoch keine Hinweise auf eine unterschiedlich ketaBynthese dieser Signalmolekile
(Abb. 19).

LC-MS/MS-Analysen zur AHL-Degradation

Die Analyse der Signalmolekiile, die von den vemsdénenP. aeruginosa-Stammen produ-
ziert wurden, erfolgte neben dem Nachweis der tetalAHLs Uber AHL-Sensorbakterien
zusatzlich massenspektrometrisch. Diese Methodégicht nicht nur den sensitiven Nach-
weis intakter Signalmolekile, sondern auch deregr&#ationsprodukte. Durch eine AHL-
Lactonase-katalysierte Degradation von Acyl-Homioégctonen entstehen die entsprechen-

den Acyl-Homoserine, die durch die Offnung des badhgs hydrophilere Eigenschaften
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aufweisen (Donget al., 2001). Nachgewiesen wurden diese Molekile nahlmkubation
synthetischer AHLs mit gereinigten Enzymen. Hinvivo-Nachweis dieser AHL-Degrada-
tionsprodukte wurde bisher nicht beschrieben.

Der Export derP. aeruginosa-Signalmolekile erfolgt im Falle des kurzkettigeigrialmole-
kiuls (C4-HSL) Uber eine freie Diffusion, das lantgige 3-oxo-C12-HSL wird zusatzlich zu
einer langsamen Diffusion aktiv Uber die MexAB-OpRMmpe aus der Zelle transportiert
(Pearsoret al., 1999). Da der Export der gedffneten Molekulectiudie hydrophileren Eigen-
schaften maoglicherweise eingeschrankt oder sogdningert wird, wurde der intrazellulare
Signalmolekul-Gehalt analysiert. Nach Extraktiorr @&@gnalmolekile aus Zellsedimenten,
die in der Stationarphase geerntet wurden, erfagténalyse mittels LC-MS/MS. Der grol3e
Vorteil der MS-Analyse liegt darin, dass auch dedffneten und dadurch inaktivierten Sig-
nalmolekile nachgewiesen werden konnen. Die zuvimgesetzten AHL-Nachweis-
Methoden lieRen nur den Nachweis aktiver AHLs rugass eine geringe Abnahme der akti-
ven Molekile nicht detektiert werden konnte. MitelC-MS/MS kann jedoch auch eine Zu-
nahme der Degradationsprodukte ermittelt werden.

Eine absolute Quantifizierung der intakten bzw.ffyegien Signalmolekile in den verschie-
denenP. aeruginosa-Stammen war auch mit dieser Methode nicht mégjadioch konnte das
Verhaltnis des geodffneten zum intakten 3-oxo-C12-Hi$ jeder Probe bestimmt werden.
Uber die anderen untersuchten AHLs (C4-HSL und 8-68-HSL) kénnen bisher noch keine
Aussagen getroffen werden, da diese nicht eind&deigfifiziert werden konnten.

Die Ergebnisse belegen, dass im Zellsediment dédtyf's vergleichbare Mengen des geoff-
neten und des intakten 3-oxo-C12-HSL vorlagen. énl@élS-Mutante war der Anteil der
gedffneten Molekiile signifikant verringert. Die UWbgpression debalS-Gens fiihrte zu ei-
nem umgekehrten Verhaltnis, in diesem Zellsedimdrdgrwogen die geotffneten Molekile
(Abb. 22, Tab. 10).

Diese Ergebnisse unterstitzen die bisherige Annaldiases HalS einen Einfluss auf AHL-
Signalmolekuile ausibt, jedoch nur eine méaRige Riagien stattfindet. Durch die konstitu-
tive halS-Expression wurde der Anteil getffneter Molekul@drt, aber es lagen weiterhin
intakte Signalmolektle vor. Auch die InaktivierudgshalS Gens bewirkte keine vollkom-
mene Veradnderung der AHL-Degradationsfahigkeit. @enittelte Anteil der geo6ffneten
Molekile war in diesem Stamm verringert, eine Ddgtimn der Signalmolekile wurde je-

doch nicht vollstandig verhindert.
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4.3.2 Invitro-Analyse der AHL-Degradation durch HalS

Bei Eingriffen in die QS-Regulation voR. aeruginosa in vivo sind Ursache-Wirkungsbe-
ziehungen nur sehr schwer zu interpretieren, dehorsleichte Veranderungen der Bedin-
gungen fuhren aufgrund der Komplexitat der QS-Ratgut zu diversen phanotypischen Ver-
anderungen. Der Einfluss verschiedener Kulturmediah die Expression QS-regulierter
Gene wurde von Wagnet al. (2003) mit Hilfe von Microarray-Analysen untersticDetail-
lierte Analysen der Expression der QS-RegulatdasR, lasl, rhIR undrhll belegen grol3e
Unterschiede der absoluten mRNA-Transkriptmengevbeschiedenen Kulturmedien sowie
Sauerstoffbedingungen. FiinlR wurde ein Unterschied in der Transkriptmenge vianzo

75 % nachgewiesen, diasl-Expression wurde durch Wachstum in Vollmedium Wb ge-
senkt. Diese durch veranderte Umweltbedingungegeddisten starken Abweichungen der
Transkription der QS-Regulatoren Uben einen gram@en Einfluss auf die Expression der
QS-abhangigen Gene aus. Bei der Betrachtung Q3iedgu Prozesse muss daher immer
bertcksichtigt werden, dass es sich bei QS um kexepRegulations-Netzwerke handelt, die
durch eine Vielzahl (auch bisher unbekannter) Stilmeeinflusst werden und andere aul3ere
Bedingungen abweichende Effekte bewirken kénnen.

Auch die Beeinflussung eines Mitgliedes der QS-kaskkann globale Auswirkungen haben.
Die Studie von Beatsoet al. (2002) beschéftigte sich mit den Folgen der Inddttung eines
QS-Regulators. Es wurde nachgewiesen, dasls bzw. rhll-Mutanten haufig Sekundéar-
mutationen in anderen regulatorischen Genen audwei&ufmerksam wurden die Autoren
durch das gehaufte Auftretéwitching motility-defekter Varianten nach einigen Subkultivie-
rungen vonlasl- bzw. rhll-Mutanten. Diese Defekte konnten auf DeletionenvirGen zu-
ruckgefuhrt werden, welches fir einen globalen Skaptionsregulator kodiert (vgl. Abb. 3).
Vermutet wurde, dass Mutationen in QS-Systemen laégischen und physiologischen
Stress verursachen, so dass ein Selektionsdruci@uEntstehung kompensierender Sekun-
darmutationen ausgetbt wird. Solche Sekundarmuttion regulatorischen Genen kdnnten
fur die zum Teil widersprichliche Literatur beziagliQS-regulierter Phanotypen verantwort-
lich sein (Beatsoet al., 2002).

AHL-Degradation durch gereinigtes HalS-Protein

Um die weitreichenden phanotypischen AuswirkungeereQS-Beeinflussung zu umgehen,
wurde der Einfluss des gereinigten HalS-Proteirfsda Signalmolekile vorP. aeruginosa

untersucht. Um grof3e Mengen des HalS-Proteinsiaigem zu konnen, wurde daalS-Gen
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unter der Kontrolle des starken T7-Promotors Ul@iaxert. Zunachst wurde ddwlS-Gen

in das Expressionsplasmid pET22b kloniert und in kleterologen WirE. coli BL21 (DE3)
eingebracht. SDS-PAGE-Analysen zeigten hohe Ausipeain Uberexprimiertem Protein,
jedoch lag dieses in Form von unléslichen Protaneggaten igclusion bodies) vor. Fir eine
starke Uberexpression im homologen WArtaeruginosa wurde dasalS-Gen in das Plasmid
pBR22b kloniert und in den Stamm PABST7.1 mit chosomal integrierter T7-RNA-Poly-
merase eingebracht. Auch hier konnten schon 2 h tratuktion mit IPTG starke Protein-
banden mittels SDS-PAGE-Analysen nachgewiesen werd& Uberexpression resultierte
jedoch ebenfalls in unléslichen Proteinaggregai®ea.gleiche Beobachtung wurde auch von
Parket al. (2003) gemacht. Zur Produktion des AHL-Lactonbseologen Proteins AhID
ausArthrobacter wurde dasahiD-Gen unter der Kontrolle des T7-Promotor<Eircoli tber-

exprimiert, der Grol3teil des Proteins bildete jétioclusion bodies.

In einem weiteren Ansatz wurde das HalS-Protein deiih Affinitatstag LecB fusioniert
(Bartels, 2004). Das Lectin LecB aBsaeruginosa hat eine intrinsische Affinitat zu D-Man-
nose, so dass das Fusionsprotein affinititschraregtbisch aufgereinigt werden kann
(Tielker, 2005). Die Uberexpression erfolgte untlr Kontrolle des T7-Promotors im
heterologen WirE. coli BL21 (DE3). Auch die Uberexpression als rekombiaarHalSecs-
Fusionsprotein resultierte jedoch in der Bildundpshicher Proteinaggregate, die auch durch
Senkung der Kultivierungstemperatur auf 30°C nigirhindert werden konnte. Daher wur-
den dieinclusion bodies einem Denaturierungs-/Renaturierungsverfahrenrzogen. Nach
der Denaturierung durch Harnstoff wurde der Geseltetarakt in einen Standard-Renaturie-
rungspuffer (Dekkeet al., 1995) aufgenommen, dem aufgrund der ExistenZadsBinde-
motivs in der HalS-Sequenz Zink zugesetzt wurdechNaer affinitditschromatographischen
Reinigung wurde das Hal&s-Fusionsprotein mit verschiedenen synthetischen Atnal-
molekulen inkubiert. Eingesetzt wurden Signalmolekidie auch vorP. aeruginosa produ-
ziert werden: das kurzkettige, unsubstituierte (Gl-Hdas langkettige 3-oxo-C12-HSL und
das 3-o0x0-C6-HSL. Da neben der Substratspezifiét MalS auch nicht bekannt ist, unter
welchen Bedingungen das Protein aktiv ist, wurdetenschiedliche Temperaturen (RT,
30°C, 37°C) und Inkubationszeiten (30 min, 4 h,id4gewahlt. Der Nachweis der Signal-
molekile erfolgte anschlie3end mit Hilfe der SestonmeA. tumefaciens undC. violaceum,
die nur auf intakte AHL-Signalmolekile reagierene [3pots, die die Signalmolekile nach
Inkubation mit Halgs hervorriefen, wurden jeweils mit denen des Kotdrtdatzes ohne

Enzymzugabe verglichen. Bei keinem der drei Sigo&kile war eine signifikante Ab-
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nahme des Spots nach HalS-Einwirkung gegenibePuaiéerkontrolle erkennbar, eine De-
gradation dieser Signalmolekile durch das HaF-usionsprotein konnte nicht nachgewie-

sen werden (ohne Abb.).

Das Fehlen nachweisbarer AHL-Lactonase-Aktivitéd #&alSe.s-Fusionsproteins kann ver-
schiedene Ursachen haben. Denkbar ist z. B. eia&titrerung von HalS durch die
C-terminale Fusion mit LecB. Fiur einige Enzyme veuigkzeigt, dass ihre Aktivitat nicht
durch den LecBag beeintrachtigt wird (Tielker, 2005), jedoch kanicht ausgeschlossen
werden, dass der C-Terminus von HalS zuganglicitbdtlemuss, um z. B. die korrekte Fal-
tung des Proteins nicht zu behindern. Bei der AHictbnase AiiA ausBacillus wurden
N-terminale Fusionen verwendet, ohne die Enzymdétizu beeintrachtigen (Dong al.,
2001; Wanget al., 2004). Eine N-terminale Fusion mit LecB ist jedaticht mdglich, da dies

die Zuckerbindung des Lectins und somit die Prog&mgung verhindern wirde.

Des Weiteren ist nicht sichergestellt, dassidigitro-Denaturierung/Renaturierung tatséch-
lich aktives Halg.cg-Protein liefert. Es wurde ein Standard-Renaturnigspuffer verwendet,
dem aufgrund der vermuteten Zink-Abhangigkeit vasmSHlediglich Zink zugesetzt wurde,
ohne jedoch weitere Optimierungen vorzunehmen. déir Lectin-Anteil kann jedoch von
einer Renaturierung ausgegangen werden, da dietibnaktat des Lectins durch die erfolg-
reiche Reinigung des Fusionsproteins nachgewiesedexy

Um den Denaturierungs-/Renaturierungsschritt zualmag, wurde zusatzlich das in sehr ge-
ringen Mengen in der loslichen Fraktion der Uberegpionskultur vorkommende HalS-
Fusionsprotein in AHL-Degradationstests eingeseEhe Inkubation mit synthetischem
3-0x0-C12-HSL, dem vorherrschenden Signalmolekin foaeruginosa (Pearsonet al.,
1999), ergab jedoch ebenfalls keine Reduktion dgnaBmolekll-Aktivitat verglichen mit
dem Kontrollansatz ohne Enzymzugabe.

Neben der Modifizierung des HalS-Proteins als rdioantes Fusionsprotein muss bertck-
sichtigt werden, dass die Uberexpression im hetgesi WirtE. coli durchgefihrt wurde. Es
muss in Betracht gezogen werden, dass eine heger@rpression von HalS nicht mdglich
ist, da fur die Aktivitat von HalS akzessorisch&téaen benétigt werden, die bei einer Uber-
expression irE. coli fehlen. In Frage kommen dabei z. B. spezifiscHauRgshelfer (Chape-
rone), ohne die das HalS-Protein nicht seine akwaeformation erhélt. Spezifische Fal-
tungshelfer sind bd?. aeruginosa auch eine Voraussetzung fur die Produktion aktivpase

(Rosenau & Jaeger, 2000). In dem Fall sind das lanazyd dessen spezifisches Chaperon
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bereits in einem bicistronischen Operon kodierg Baltung der Lipase erfolgt jedoch erst
nach der Sekretion tber die innere Membran im Rempa (Rosenau & Jaeger, 2000).

Die Notwendigkeit eines spezifischen Chaperonsefiie korrekte Faltung von HalS wirde
nicht nur die fehlende Aktivitat des i coli produzierten Proteins erklaren, sondern auch die
Bildung voninclusion bodies durch eine P-kontrollierte Uberexpression im homologen Wirt
P. aeruginosa. Durch die sehr starke Uberproduktion des HalSefte ohne gleichzeitige
Uberproduktion des Chaperons waren nicht gentigeitdrigshelfer verfiigbar, um eine kor-
rekte Faltung von HalS zu gewabhrleisten.

Fur die AHL-Lactonase AiiA auBacillus ist bekannt, dass sie nach heterologer Uberexpres-
sion aktiv ist. Sowohl nach Expression En coli und P. aeruginosa als auch in Pflanzen
wurde die AHL-degradierende Aktivitdt bzw. eine Rktion der bakteriellen Virulenz nach-
gewiesen (Donegt al., 2000; Donget al., 2001; Reimmanet al., 2002).

Fur die Notwendigkeit akzessorischer Faktoren fér Aktivitat von HalS gibt es mehrere
Anzeichen. Kein Experiment, in dem daalS-Gen im heterologen WirE. coli exprimiert
wurde, lieferte Hinweise auf eine AHL-Degradatiém.E. coli wurden sowohl die 7-kon-
trollierte halS-Uberexpression zur Reinigung des HalSFusionsproteins, aber auchyP
kontrollierte Uberexpressionen durchgefiihrt. Letztgberexpressionskulturen wurden ana-
log zu derP. aeruginosa-Uberexpressionskulturen in verschiedenen Expertiemegingesetzt.
Im Gegensatz zu den homologen Uberexpressionsknltbewirkten dieE. coli-Kulturen
weder eine Verminderung der Virulenz varwinia carotovora gegeniber Kartoffeln (3.9.5)
noch einan vitro-Degradation synthetischer Signalmolekule (3.9.3).

Fur eine Beteiligung weiterer Faktoren an der Hak8vitat konnte auch die Organisation
deshalS-Gens in einem Operon sprechen, deren mdglicheuBaag in Kapitel 4.4 diskutiert

wird.

AHL-Degradation durch Gesamtzellextrakte vonP. aeruginosa

Hinweise auf eine Degradation von Signalmolekilarckd HalS wurden durcim vivo-Ana-
lysen QS-abhangiger Phénotypen erhalten. Besoadéidlige Effekte ergaben sich bei der
Pac-kontrollierten konstitutiven Uberexpression desS-Gens. Unter den gleichen Bedin-
gungen sollten daher auamvitro-Analysen zur AHL-Degradation stattfinden. Der Wyioh
Stamm, diehalS-Mutante, die R.-kontrollierte halS-Uberexpression und die entsprechende
Leervektorkontrolle wurden dazu bis zur Stationagghkultiviert. Da die HalS-Aminosaure-

sequenz keine Hinweise auf einen Export diesesisotiefert und fir AiiA sowie weitere
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AHL-Lactonasen eine intrazellulare Lokalisation Imgewiesen wurde (Dongt al., 2000;
Parket al., 2003), wurden Gesamtzellextrakte Bemeruginosa-Stamme hergestellt.

Die Inkubation dieser Gesamtzellextrakte mit synsichen AHLsS ergab im Falle der kurz-
kettigen AHLs, die mit Hilfe des Sensorstamm@&s violaceum nachgewiesen wurden
(C4-HSL und 3-0x0-C6-HSL), keine Abnahme der AHLiMen. Wurden die
3-0x0-C6-HSL-Molekule jedoch mit dem sensitivere@arm A. tumefaciens nachgewiesen,
deuteten die kleineren Spots bei Verwendung luS-Uberexpressionsstammes auf eine
geringfugige Abnahme der 3-ox0-C6-HSL-Aktivitat higAbb. 21.B). Die deutlichste
Abnahme der AHL-Aktivitat nach Inkubation mit demesamtzellextrakt des HalS-
Uberproduktionsstammes erfolgte bei Verwendung ldagkettigen 3-oxo-C12-HSL (Abb.
21.A). Das Ausmall der AHL-Degradation variierte ol zwischen den einzelnen
Versuchen. Zurtckzufihren ist die unterschiedlidrke Beeinflussung der AHL-Molekile
durch HalS madglicherweise darauf, dass fur die A&tung von HalS verschiedene, bisher
unbekannte, Bedingungen erfillt sein mussen. FérAktivierung einiger QS-regulierter
Gene wurde beschrieben, dass nur das Erreichentagmmten Zelldichte nicht ausreicht,
sondern verschiedene weitere Parameter entscheidemt (Yarwood et al., 2005).
Identifiziert wurden in diesem Zusammenhang z. @éEisen- und Sauerstoffgehalte, die
trotz einer genugend hohen Zelldichte die AktivigriQS-abhangiger Gene verzogern (Kim
et al.,, 2005). Schon sehr leichte, unter normalen Lalwbrigeingen auftretende,
Abweichungen der Kulturbedingungen kdnnten aucleiner Beeinflussung der Parameter
fuhren, die fur die HalS-Aktivitat notwendig sind.

Bei der Analyse von AHL-Signalmolekilen ist au3endder herrschende pH-Wert von be-
sonderer Bedeutung. Byessal. (2002) und Yatest al. (2002) berichteten von einer nicht-
enzymatischen Hydrolyse der AHL-Signalmolekile uita@sischen Bedingungen. Es wurde
nachgewiesen, dass eine Erhéhung des pH-WertesdedeFemperatur die Hydrolyse der
AHLs verstarkt. Diein vitro-Degradationstests mit HalS wurden durch Verwenduog
Phosphatpuffer in neutralem Milieu durchgefuhrt.r Déachweis der verbliebenen AHL-
Molekiile erfolgte durch Uberschichten der AHL-Pnobmit Sensorbakterien in Weichagar.
Durch Bebritung dieser Indikatorplatten kénnte kejingt durch den Wuchs der Sensor-
bakterien, zu einer Erhéhung des pH-Wertes komrBetite ein basisches Milieu erreicht
werden, kdnnte eine nicht-enzymatische AHL-Degtliadatdie je nach erreichtem pH-Wert
unterschiedlich stark ausfallt, die Ergebnissertes#chtigen.
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Dennoch weisen dién vitro-Degradationsexperimente auf eine unterschiedli8bbstrat-
spezifitdt von HalS hin. Auch bei Betrachtung dedsSratspektrums von AiiA und anderen
AHL-Lactonasen zeigen sich Unterschiede. AiiA hatz ein weites Substratspektrum, je-
doch werden unsubstituierte AHLs effizienter degrddals 3-oxo-Derivate, und AHLsS mit
nur vier C-Atomen in der Acyl-Seitenkette werdent méer geringsten Effizienz abgebaut
(Wang et al., 2004). Demgegeniber werden durch die AHL-LactenashlD aus
Arthrobacter spec. 3-oxo-Derivate effizienter umgesetzt alsibsstuierte AHLs (Parkt al.,
2003).

Die bei HalS beobachtete héhere Spezifitat fur Kkattgge AHLs wurde auch fur eine AHL-
Acylase ausP. aeruginosa beschrieben (Huang al., 2003). AHL-Acylasen hydrolysieren
die Amidbindung von AHLs, so dass die FettsdureeBkette vom Homoserinlactonring
abgespalten wird. BelP. aeruginosa PAO1 wurde diese AHL-Acylase-Aktivitat auf das
pvdQ-Gen zurtickgefuhrt, dessen konstitutive Expressioe Akkumulation von 3-0xo-C12-
HSL verhindert. Auch bei Expression i coli wurde die Degradation ausschlie3lich lang-
kettiger AHLs nachgewiesen (Huaegal., 2003). Die spezifische Degradation der langket-
tigen Signalmolekile voR. aeruginosa kénnte eine regulatorische Funktion erfullen. Durc
Anderung des Verhaltnisses zwischen kurz- und lattiglen Signalmolekiilen kann eine
Feinabstimmung der QS-Regulation erfolgen (Huetrad., 2003; Rochet al., 2004). Huang
et al. (2003) postulierten aulBerdem die Existenz waeit@idL-degradierender Enzyme in
P. aeruginosa, denn auch einevdQ-Deletionsmutante zeigte einen Abbau von AHLs und
eine im Vergleich zum Wildtyp unverénderte 3-oxo2€HSL-Akkumulation.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch mit HalS gemddét Vergleich der AHL-AKktivitat
nach Inkubation synthetischer AHLs mit Gesamtzétdkten der verschiedenen
P. aeruginosa-Stamme ergab nur bei dbalS-Uberexpression deutliche Veranderungen ge-
genuber der Kontrolle, bei der die AHLs in Puffekubiert wurden. Bei deinalSMutante
wurde, verglichen mit dem Wildtyp, der Leervektankolle und der Pufferkontrolle, keine
erhohte AHL-AKktivitat beobachtet, also keine verderte AHL-Degradation. Eine physiolo-
gische AHL-Degradation durch den Wildtyp bzw. dieekvektorkontrolle wurde demnach
nicht ermittelt. Es ist jedoch nicht auszuschliefass HalS fir eine volle Aktivierung an-
dere Bedingungen bendtigt, seien es die Kultivigstyedingungen (das Medium, der Zink-
gehalt, die Temperatur usw.) oder die Bedingungeter denen dién vitro-Degradations-
tests durchgefuhrt wurden (pH, Temperatur, Konza¢iaim der Substrate usw.). Méglicher-
weise werden aber auch andere, hier nicht geteAtdtes mit hoherer Effizienz von HalS

degradiert.
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4.4 Regulation derhal S-Expression

Als putative AHL-Lactonase in einem AHL-produziedem Stamm wurde flr HalS ein
striktes Regulationssystem vermutet. Bisher wunaenPvdQ vonrP. aeruginosa (Huanget

al., 2003) sowie AiiB und AttM vor\. tumefaciens (Carlieret al., 2003; Zhangt al., 2002a)
als AHL-degradierende Enzyme bei AHL-produzierendBakterien beschrieben. Fiur das
pvdQ-Gen wurde eine QS- aber auch Eisen-abhangige &emgulnachgewiesen (Huarg)
al., 2003; Whiteleyet al., 1999), beiA. tumefaciens wurde von einem aus mehreren
Komponenten bestehenden ,QS-Sighahover-System* berichtet (Zhang al., 2002a).

Um die transkriptionale Regulation dealS-Gens zu untersuchen, wurde zunéchst eine epi-
somale Reportergenfusion konstruiert, indem die BR0stromaufwarts delsalS-Gens mit
dem promotorlosemhacZ-Gen fusioniert wurden. Die Expressionsstudien leegastetig an-
steigende Transkriptionsraten mit den hdchsten &kerh der stationaren Wuchsphase
(Abb. 24). Eine Regulation déal S Transkription Uber QS wurde ausgeschlossen, indiem
Expressionsstudien ebenfalls in einer QS-Mutantehdyefihrt wurden, die keine AHL-
Signalmolekile synthetisiert. Das Fehlen der beid8ignalmolekile hatte keinen
entscheidenden Einfluss auf dia@ S-Promotoraktivitat (Abb. 24).

Die Untersuchungen mit der episomalahS.:lacZ-Fusion belegten ferner die Existenz eines
Transkriptionsstarts in dem fir die Reportergemmsausgewahlten DNA-Bereich direkt
stromaufwaérts voihal S

Jedoch wurde fur ddwalS-Gen die Organisation in einem Operon nachgewieSgomauf-
warts vonhalS nur durch kurze intergenische Regionen voneinagd&ennt, befinden sich
die offenen Leserahmen PA1416 und PA1417 (Abb. R5léren Funktion bisher unbekannt
ist. Durch Isolierung der RNA und Herstellung dpeafischen cDNA, ausgehend vbalS
wurde mittels PCR ein gemeinsames Transkripth&ilS mit diesen beiden offenen Lese-
rahmen nachgewiesen (Abb. 26.B). Demzufolge uetgridashalS Gen nicht nur der Kon-
trolle eines direkt stromaufwaérts liegenden Promgteondern zusatzlich eines weiter strom-
aufwarts liegenden, mindestens drei Gene kontrehigen, Promotors. DdmlS-Gen ist das
letzte Gen in diesem Operon, der darauf folgendenef Leserahmen wird in entgegen-
gesetzter Richtung transkribiert.

Um den Einfluss beider Promotoren auf ¢S Transkription erfassen zu kénnen, sollte eine
chromosomaléacZ-Fusion konstruiert werden. Fir dieses Konstruktdewein 709 bp grol3es
DNA-Fragment des kodierenden Bereiches tal$ (+1 bis +709 relativ zum Translations-
startpunkt) mit dem promotorlosdacZ-Gen fusioniert und in den Suizidvektor pSUP202

inseriert. Diese Reportergenfusion sollte durch dloge Rekombinations(ngle crossover)
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in dashalS-Gen vonP. aeruginosa PAO1 chromosomal integriert werden. Trotz mehréich
Versuche konnte der entsprechende Stamm bishet kactstruiert werden, daher kdnnen
derzeit keine abschlielienden Aussagen Uber diskniationelle Regulation delsalS-Gens

und dessen Abhangigkeit von verschiedenen Paramgeéroffen werden.

Die Organisation des AHL-Lactonase-kodierenden Geesem Operon findet sich auch bei
A. tumefaciens. Beim Vergleich mit demhalS-Operon fallen einige Ahnlichkeiten auf
(Abb. 28). Das entsprechende OperonAdumefaciens besteht ebenfalls aus drei Genen und
dasattM-Gen, welches fur die AHL-Lactonase kodiert, istmfalls das letzte Gen in diesem
Operon (Zhanget al.,, 2002a). Die beiden stromaufwérts liegenden Gett& und attL,
weisen Homologien zu Genen fur die Succinat-Seraigld-Dehydrogenase bzw.
Alkoholdehydrogenase vda. coli auf (Zhanget al., 2002a). Fur daatt-Gencluster, welches
aus insgesamt 33 Genen besteht, wurde zuvor eineili@eng an der Anheftung der
A. tumefaciens-Zellen an Pflanzenzellen beschrieben (Matthgssé., 2000). Die Bedeutung
von AttK und AttL fur die AHL-Lactonase-Aktivitaton AttM ist bislang unbekannt.

Auch die Funktion der beiden offenen Leserahmen42Alund PA1417 voR. aeruginosa
fur die HalS-Aktivitat ist unbekannt. ORF PAl1416isteHomologien zu Oxidoreduktasen
und FAD/FMN-abhangigen Dehydrogenasen auf, ORF RA1dt eine putative Decarboxy-
lase und weist Ahnlichkeiten zur Acetolactat-SysthaonE. coli auf. Signifikante Homolo-

gien zu den GeneatttL undattK von A. tumefaciens wurden nicht nachgewiesen.

A > > . -
— >
—
PA1418 PA1417 PA1416  halS PA1414
(1,4 kb) (1,6 kb) (1,4 kb) (0,7kb)  (0,2Kkb)
> mRNA
3,7kb -
B - ——> .
s
attJ attk attL attM
(0,8 kb) (1,4 kb) (1,2 kb) (0,8 kb)
>  mRNA
3,4 kb

Abb. 28: Vergleich der Operonstrukturen von halS (PA1415) ausP. aeruginosa (A) und der AHL-
LactonaseattM ausA. tumefaciens (B). Die Gene sowie das Transkript des jeweiligen Ope{onRNA) wur-
den proportional zu ihrer Lange dargestellt. Diezéehnungen der offenen Leserahmen ¥oraeruginosa
entsprechen den Angaben in @seudomonas-Datenbankhal SundattM sind durch Sternchen hervorgehoben.
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Das attK-attL-attM-Operon beiA. tumefaciens wird von dem negativen Transkriptionsfaktor
AttJ reguliert, welcher zur IclR-Familie gehort @iget al., 2002a). Das entsprechende Gen
befindet sich direkt stromaufwéarts dieses Operams wird in entgegengesetzter Richtung
transkribiert. Die Autoren zeigten, dass AttJ am dRromotor desttK-attL-attM-Operons
bindet und dessen Expression reprimiert. Erst dg¢imrgang in die Stationarphase wird das
Operon exprimiert und dadurch die AHL-Degradati@rawnlasst. DattJ in allen Wuchs-
phasen konstitutiv exprimiert wird, missen weitdssslang unbekannte, Faktoren an der
Kontrolle derattM-Expression wahrend der Stationarphase beteiligt se

Die Identifizierung dieses Wuchsphasen-abhangigérSignalturnover-Systems liefert eine
Erklarung fur die Beobachtung, dass der QS-abhankpgjugative Ti-Plasmid-Transfer bei
A. tumefaciens beim Ubergang in die Stationarphase stoppt. DiSgstem reguliert somit das
Verlassen des QS-aktivierten Zustandes (Zlehaly, 2002a).

Ahnliche QS-Signaturnover-Systeme existieren moglicherweise auch bei and@adterien.
Eine Akkumulation der AHL-Signalmolekile wahrend éxponentiellen Wuchsphase und
eine Abnahme der AHL-Konzentration in der Statighéise wurden auch bEi carotovora
(Byerset al., 2002),P. aeruginosa undY. pseudotuberculosis (Yateset al., 2002) nachgewie-
sen. Allerdings fuhrten die Autoren diese auf eareht-enzymatische, pH-abhéngige Hydro-

lyse der AHL-Molekdle zuriick.

4.5 Die physiologische Funktion AHL-degradierender Enzyne

Es ist bislang nicht eindeutig geklart, welche nratiie Funktion AHL-degradierende
Enzyme haben und ob AHLs tatsachlich die natlrficBabstrate dieser Enzyme darstellen.
Rocheet al. (2004) betonten, dass Zink-Metallohydrolasen,denen die AHL-Lactonasen
zahlen, diverse Enzymaktivitaten aufweisen unds @éaskaum maoglich ist, einem Enzym eine
spezifische Funktion zuzuweisen, weil es ein besties Substrat spalten kann. So wurde fur
PvdQ ausP. aeruginosa berichtet, dass es sich um eine AHL-degradieré&wéase handelt
(Huang et al., 2003), jedoch hat dieses Enzym zudem eine speladi Funktion bei der
Pyoverdinbiosynthese (Lamont & Martin, 2003).

Auch die Aufklarung der dreidimensionalen Struktier AHL-Lactonase AiiA auBacillus
warf einige Fragen bezuglich der natirlichen Sualbstauf. Das aktive Zentrum dieser AHL-
Lactonase bildet einen Hohlraum, der sich in zvediih das Enzym hineinragende Aste ver-
zweigt (Liu et al., 2005). Dieser Hohlraum kann durch die Bindung vd#lL-Molekilen
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jedoch nicht ausgefullt werden. Die Existenz einegigeteilten Hohlraumes kdnnte jedoch
darin begriindet sein, dass AHLs mit unterschiedlastgen Seitenketten und unterschied-
lichen Substitutionen an Position C3 verschiedetedleé® des Hohlraumes besetzen. Als
weitere Mdglichkeit fuhrten die Autoren an, dasslAbactonasen nicht fur AHL-Substrate

optimiert sind, sondern alternative Substrate &xish, die den verzweigten Hohlraum voll-
standig ausfullen. Dennoch kann die Strukturautkigrder AHL-Lactonase dazu beitragen,
den Mechanismus der AHL-Degradation zu verstehehaffektivere Enzyme zu entwickeln,

um die QS-Systeme pathogener Bakterien zu storere(lal., 2005).

AHL-Lactonasen und AHL-Acylasen wurden in sehr ehisdenen Bakterienspezies identi-
fiziert, so dass eine weite Verbreitung AHL-degemedhder Enzyme angenommen wird
(Dong & Zhang, 2005). Die ersten AHL-degradierendemzyme wurden bei Stammen
identifiziert, die selbst keine AHL-Molekile prodaeen. Dazu gehdren sowohl Stamme, die
AHLs lediglich degradieren, wie z. Bacillus spec. 240B1 (Dongt al., 2001), aber auch
solche, die AHLs als Energiequelle nutzen, wie .zZV&iovorax paradoxus (Leadbetter &
Greenberg, 2000). Da QS weit verbreitet ist, befindsich AHL-Molekile in den
verschiedensten Umgebungen. Der evolutive UrspAidl-degradierender Enzyme konnte
somit die Nutzung dieser Molekile als Nahrstoffia $Rocheet al., 2004).

Die physiologische Funktion AHL-degradierender Bneykonnte jedoch auch darin beste-
hen, QS-Systeme anderer Bakterien zu stdren, uneigenen Spezies einen kompetitiven
Vorteil zu verschaffen. Als Beispiel kann die Q$ukerte Antibiotikaproduktion von
Erwinia carotovora betrachtet werden, die den Wuchs konkurrierenddatdien in derselben
Nische hemmt (Baintomt al., 1992). Durch Degradation der entsprechenden Aldh3-
molekile kdnnten diese Bakterien die schadigendbidtikaproduktion verhindern (Roche
et al., 2004).

Um eine mogliche Funktion des HalS-Proteins beilegradation artfremder AHL-Signal-
molekile zu Gberpriufen, wurde dessen Einfluss auPdthogenitat voR. carotovora unter-
sucht. Die Pathogenitat gegeniber Pflanzen wirdebearotovora durch eine QS-abhéangige
Exoenzym-Produktion verursacht (Pirhoretral., 1993). Der Einfluss des HalS-Proteins auf
Signalmolekile vork. carotovora (3-0x0-C6-HSL) wurde untersucht, indem die versehi
denenP. aeruginosa-Stdmme zusammen nil carotovora-Kulturen auf Kartoffelscheiben
aufgetragen und die Faulnissymptome verglichen amurdabei fiihrte die HalS-Uberpro-

duktion zu einer Abschwéachung der PathogenitatBararotovora (Abb. 23).

93




DISKUSSION

Wie bereits bei der Degradation synthetischer Sigokekile durchP. aeruginosa-Gesamt-
zellextrakte beschrieben (Kap. 3.9.3), wurde auchuaterschiedlich starker Einfluss der
HalS-Uberproduktion auf di€. carotovora-Signalmolekiile beobachtet. So filhrte &S
Uberexpression in einigen Experimenten zu einelstaidigen Inhibierung der Faulnis, in
anderen jedoch nur zu einer leichten Abschwachabg.(23.A und B). Mdgliche Griinde fir
eine unterschiedliche Aktivitat von HalS, wie z. e Notwendigkeit akzessorischer Fakto-
ren oder spezieller Kulturbedingungen, wurden bereiKapitel 4.3.2 diskutiert.

4.5.1 Beurteilung der Funktion des HalS-Proteins vorP. aeruginosa

Bei AHL-produzierenden Bakterien kdnnen AHL-degemdnde Enzyme zusatzlich eine
regulatorische Funktion austben: durch den Abbawedgnen Signalmolekile kénnten sie
fur eine Verzégerung der QS-Induktion sowie fur Waslassen des QS-aktivierten Zustandes
verantwortlich sein. BelP. aeruginosa ergibt sich durch die Existenz von zwei QS-Systgme
die Uber verschiedene AHL-Signalmolekile reguligerden, noch die Funktion der Fein-
abstimmung zwischen diesen beiden Systemen.

P. aeruginosa zeichnet sich durch eine extrem hohe Anpassuniggiih aus. Die vollstan-
dige Sequenzierung des Genoms belegt die Existerer &ielzahl von Transkriptions-
regulatoren und Zwei-Komponenten-Systemen, dieees @rganismus ermdglichen, auf ver-
schiedenste Umwelteinflisse zu reagieren (Stet/ed., 2000). Auch die Produktion eines
kurzkettigen (C4-HSL) und eines langkettigen (3-@&®2-HSL) Signalmolekils erhoht die
Adaptionsfahigkeit dieses pathogenen Bakteriums. I@egensatz zu Yersinia
pseudotuberculosis, welches AHLs mit sechs und acht C-Atomen in deyl/Seitenkette
produziert, kanrP. aeruginosa unter gunstigen Bedingungen nahezu jedes menkehli@-
webe infizieren (Yatest al., 2002). Die Autoren wiesen eine nicht-enzymatiselydrolyse
von AHL-Signalmolekilen unter basischen Bedingungach, die umso starker ist, je kirzer
die Acyl-Seitenkette und je hoher der pH-Wert urel Temperatur. Folglich sind langkettige
AHLs stabiler, jedoch weisen sie aufgrund ihrer ropthoberen Eigenschaften eine vermin-
derte Diffusion auf. Zudem kénnten diese Molekilésiewebszellmembranen inserieren und
somit den Bakterienzellen praktisch verloren gelféates et al., 2002). Bei Menschen
kbnnen pH-Werte Uber 8, welche zu einer deutlicheth-Degradation fuhren kénnten, in
Tranen, Urin und Galle vorgefunden werden. Demgalgen kbnnen pH-Werte unter 5,
welche AHLs stabilisieren wirden, in Urin und Mageft auftreten (Yatest al., 2002).

Somit erhalten die verschiedenen Signalmolekilerwdranderten Bedingungen eine andere
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Bedeutung. Zudem berichteten Sirgihal. (2000) von einem hdéheren C4-HSL-Gehalt unter
Biofilmbedingungen, wahrend in planktonischen Krdtu das 3-oxo0-C12-HSL Uberwiegt.
Das Verhéltnis dieser beiden Signalmolekile zuelaarkdnnte durch die AHL-degradie-
rende Aktivitat des HalS-Proteins beeinflusst warddber diese regulatorische Funktion in
der QS-Kaskade wirden diverse QS-abhangige Probesseflusst. Das Verhaltnis der bei-
den Signalmolekiile zueinander ist unter andererschatdend fur die Produktion des PQS
(McGrath et al., 2004). Dieses Signalmolekul beeinflusst wiederagiie Expression
verschiedener Rhl-abhangiger Gene (Digdieal., 2003). Eine hohere Konzentration des
3-0x0-C12-HSL kann auf3erdem die Induktion des Risk&ns verzdgern. Zum einen wurde
im heterologen WirtE. coli beobachtet, dass dieses Signalmolekil mit C4-HBL die
Bindung an dessen zugehoriges RhIR-Protein kordair(iPesciet al., 1997). Zum anderen
bewirkt das 3-0xo-C12-HSL die Dissoziation von RibiRneren (Ventreet al., 2003). Wie
auch fiur andere LuxR-homologe Proteine beschriebeniolgt die Bindung dieses
Transkriptionsregulators an die DNA als Homodim&&ahrend das LasR-Protein von
P.aeruginosa und das TraR-Protein voA. tumefaciens erst durch die Bindung der
entsprechenden AHL-Molekile dimerisieren (Kiratiginal., 2002; Qinet al., 2000), liegt
RhIR bereits als Dimer vor und wird durch die C4L-Endung, welche vermutlich eine
Konformationsdnderung auslost, aktiviert (Venateal., 2003). Ist die 3-oxo0-C12-HSL-
Konzentration in der Zelle hoher als die C4-HSL-Kentration, liefert die Dissoziation der
RhIR-Dimere eine weitere Moglichkeit, die Expressi®hl-abhangiger Gene zu verzdgern.
Eine Feinabstimmung der QS-Systeme durch ein vertexl Verhaltnis der beiden AHLs
kann zudem durch das dritte LuxR-homologe Protein B. aeruginosa, QscR (guorum
sensing controlled repressor®), erfolgen. Fir QscR wurde keine zugehdrige Lhamologe
AHL-Synthase nachgewiesen, sondern die BindungA#ttr-Molekile 3-oxo0-C12-HSL und
C4-HSL, welche vom Las- bzw. vom Rhl-System synsit werden (Ledghanet al.,
2003). Des Weiteren bildet QscR inaktive Heterodemmit LasR und RhIR. Dadurch kann
zu Beginn der exponentiellen Wuchsphase, wenn diez&ntration der AHL-Molekile ge-
ring ist, eine Expression der QS-regulierten Gesstimdert werden. Durch steigende AHL-
Konzentrationen verschiebt sich das GleichgewictRichtung der Bildung 3-oxo-C12-HSL-
gebundener LasR-Homodimere und C4-HSL-gebunden#®-Rbmodimere, so dass beim
Ubergang in die Stationarphase eine kontrolliestpr&ssion der Zielgene erfolgen kann. Die
Repression QS-regulierter Gene durch QscR ist daohBeobachtungen von Leghaal.
(2003) folglich abhéngig von den relativen Mengem B-Proteine und den relativen Kon-

zentrationen der verschiedenen AHLS, die zur sefie#nin der Zelle vorliegen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ldaksS-Protein diverse QS-regulierte Pro-
zesse beP. aeruginosa beeinflusst. Besonders interessant war dabei dseAwachung ver-
schiedener Virulenz-assoziierter Phanotypen duielUberproduktion des HalS-Proteins. Es
wurde sowohl eine Verringerung des Gehaltes extrdaeer Metabolite und Enzyme als
auch eine Beeintrachtigung der Biofilmbildung eltzie

Die physiologische Funktion des HalS-Proteins kénnt einer méRigen, strikt regulierten
AHL-Degradation liegen, die an der Feinabstimmueg lokiden QS-Systeme oder dem Ab-
stoppen der QS-Aktivierung beteiligt ist. Vermuitlicst HalS ein Mitglied eines komplexen
AHL-Degradations-Systems, welches den Bakterieeaedine Adaptierung bei sich andern-
den Umweltbedingungen ermdéglicht. So ist Beaeruginosa noch ein weiteres Enzym mit
der Fahigkeit zur AHL-Degrdadation beschrieben warddas AHL-Acylase-homologe Pro-
tein PvdQ (Huangt al., 2003).

Da eine Aktivitat nur im homologen Wirt zu beobaahivar, scheinen akzessorische Fakto-
ren fur die HalS-Aktivitdt notwendig zu sein. Didehtifizierung dieser Faktoren ist von
zentraler Bedeutung, um den WirkungsmechanismudHdéS-Proteins eingehend zu unter-
suchen. Auch die Analyse deal S Expression sollte Gegenstand kiinftiger Studien, aen

zu erfahren, unter welchen Bedingungen ltS-Gen exprimiert wird und wie dessen Regu-
lation erfolgt. Von besonderem Interesse ist ddieeAufklarung der Funktion der ntialSin
einem Operon organisierten Gene.

Da die Zell-Zell-Kkommunikation entscheidend zurweénz pathogener Bakterien beitragt, ist
die Stérung der QS-Systeme von groRem medizinistitenesse und kdnnte als eine alter-
native antimikrobielle Therapie Anwendung findemsbesondere das QS-Netzwerk von
P. aeruginosa ist Gegenstand intensiver Forschungen, um Stextegi entwickeln, die durch
eine Inhibierung der QS-Systeme die Virulenz dieBakteriums abschwéachen. Auch der
Einfluss des Proteins HalS auf dieses komplexewstz konnte als Ansatz zur Entwicklung

alternativer Therapiemdglichkeiten gegen Infektionat P. aeruginosa dienen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die interzellulare Kommunikation, das so genar@terumsensing (QS), ermoglicht Bakte-
rienzellen, ihre Populationsdichte wahrzunehmen dun@h eine koordinierte Genexpression
das Verhalten der gesamten Population zu syncleosmns Bei Gram-negativen Bakterien
erfolgt die Zell-Zell-Kkommunikation Uber die Prodidn, Akkumulation und Wahrnehmung
von N-Acyl-L-Homoserinlactonen (AHLs). Das opportunistisch pgdne Bakterium
Pseudomonas aeruginosa reguliert verschiedenste physiologische Prozessageslie Expres-
sion einer Vielzahl von Virulenzfaktoren Gber eomkplexes QS-Netzwerk, welches aus zwei
hierarchisch angeordneten QS-Systemen mit jewpégiischen AHL-Signalmolekilen be-
steht. Die Storung der Zell-Zell-Kkommunikation tdher von groRem medizinischen Inte-
resse. Eine Mdglichkeit ist die enzymatische Degtiad der AHL-Signalmolekile durch
AHL-Lactonasen, die zu Beginn dieser Arbeit nur loeim Gram-positiven Bakterium
Bacillus spec. bekannt waren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Uber Homieeergleiche die putative AHL-
Lactonase HalS bé. aeruginosa identifiziert und ein deutlicher Einfluss diesa®teins auf
QS-regulierte Phéanotypen nachgewiesen. Zur funétiem Untersuchung des HalS-Proteins
wurden halS-defiziente undchal S-Uberexprimierend®. aeruginosa-Stamme konstruiert. Die
hal S-Deletion fuhrte zu einer erhdhten Produktion dgstoxischen Pigments Pyocyanin und
einer leicht erhohten Phytopathogenitat. Durchhai&-Uberexpression wurde die Schwarm-
bewegung der Bakterien nahezu vollstandig inhibied der extrazellulare Gehalt des Bio-
detergenzes Rhamnolipid reduziert. Zudem fiihrtehdi&Uberexpression zu einer vermin-
derten proteolytischen Aktivitat im Kulturtiberstamvadelche auf eine reduzierte Menge akti-
ver Elastase LasB zurtickgefuihrt werden konnte.

Des Weiteren wurde der Einfluss des HalS-Proteirisdee Biofilmbildung untersucht, wel-
che bei der Ausbildung von Infektionen eine bedadgeRolle spielt. Dazu wurden Biofilme
unter statischen sowie dynamischen Bedingungenviartt und mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie analysiert. Die Untersuchungegaben eine Beeintrachtigung der
Biofilmbildung sowohl bei Inaktivierung als auchilgberexpression ddsalS-Gens. In bei-
den Fallen wurden flache, undifferenzierte Biofilgebildet.

Die beobachteten phéanotypischen Auswirkungen dautéarauf hin, dass die Inaktivierung
deshalS-Gens zu einer leicht verminderten AHL-Degradatithrt, so dass QS-abhangige
Prozesse verstarkt werden. Noch deutlichere Effektelen durch didalS-Uberexpression

ausgelost. Die in diesem Fall erzielte Reduktiorsefeiedener QS-regulierter Prozesse wurde
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auf eine erhohte AHL-Degradation zurlckgefulnt.vitro-Analysen zur AHL-Degradation
ergaben eine Abschwachung der AHL-Aktivitat durdterproduziertes HalS-Protein. Zudem
konnte die QS-abhéngige Pathogenitat #owinia carotovora gegeniber Kartoffeln durch
die HalS-Uberproduktion vermindert werden.

Die Ergebnisse belegen, dass das HalS-Proteirregugatorische Funktion im QS-Netzwerk
ausubt. Das Zell-Zell-Kkommunikationssystem J@naeruginosa hat globale Auswirkungen
und die Regulation erfolgt auf verschiedenen EbeA&nein AHL-degradierendes Enzym in
einem AHL-produzierenden Organismus unterliegt adalS einer komplexen Regulation.
Es wurde nachgewiesen, dass Haks-Gen in einem Operon organisiert ist und von zwel
verschiedenen Promotoren kontrolliert wird. Zudend dtir die HalS-Aktivitat offensichtlich
akzessorische Faktoren notwendig. Wahrscheinlitldas HalS-Protein ein Mitglied eines
komplexen AHL-Degradations-Systems. Durch eine Abkgradation in der Zelle kann so-
wohl die Feinabstimmung der beiden QS-Systeme wdh @ine Verzégerung bzw. ein Ab-
stoppen der QS-Aktivierung erfolgen. Aufgrund deamiplexitat der QS-Regulation kénnen
Uber diese Funktion weitreichende Auswirkungenetraverden, welche den Bakterienzellen

eine Adaptierung an sich dndernde Umweltbedinguegerdglichen.
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die Restriktion dieses Konstruktes mit den Enzyi@alhund Hindlll und anschlieRender Klonierung tber diese
Erkennungssequenzen in das Plasmid pBKhalS2 edtdt@szur Deletion geeignete Fragment. Nach déedso
rung mit den EnzymeBall und BamHI wurde dieses Fragment Uber die entsprechendesnBungssequenzen
in den Suizidvektor pSUP202 kloniert. Der entstanrad® utagenesevektor pSUAL12 wurde fur die Konstruk-
tion deshal S-defizientenP. aeruginosa-StammesihalS (Gn) eingesetzt.
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