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1.1 Das humanpathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa

Das Gram-negative, stabchenformige Bakterium Pseudomonas aeruginosa gehort
phylogenetisch zur Familie der Pseudomonadaceae, einer heterologen Gruppe der
v-Proteobakterien (Palleroni 1993; Olsen et al., 1994). Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern
der Gattung Pseudomonas ist P. aeruginosa ein vielseitiger opportunistisch pathogener
Stamm der Infektionen in Sdugern, Pflanzen, Hefen und Insekten verursacht (Mahajan-
Miklos et al., 2000). Die Pathogenitdt von P. aeruginosa basiert auf der Fahigkeit, eine
Vielzahl von zellassoziierten und sekretierten Virulenzfaktoren herzustellen. P. aeruginosa
steht im Zusammenhang mit zahlreichen krankenhausassoziierten Infektionen und der
Infektion von immunsupprimierten Patienten mit (Brand-)wunden, zystischer Fibrose (CF),
AIDS sowie Krebserkrankungen (Bodey et al., 1983; Cross et al., 1983; Richard et al., 1994;
Pruitt et al., 1998; Speert 2002). Bei Patienten mit zystischer Fibrose (Mukoviszidose), einer
autosomal rezessiv vererbten Stoffwechselerkrankung, ist eine P. aeruginosa Infektion ab
einem Patientenalter von etwa 25 Jahren die Haupttodesursache (CFF 2016). Die Therapie
von P. aeruginosa Infektionen wird durch die intrinsischen Resistenzen gegen eine Vielzahl
verschiedener Antibiotika, multiresistente P. aeruginosa Stamme (MDR) und die Bildung von
Biofilmen fiir die Langzeitkolonisierung, welche den Zugang von Antikérpern und Antibiotika
verhindern, erschwert (Richard et al., 1994; Gacesa 1998; Hancock & Speert 2000; Conway
et al., 2003; Rukholm et al., 2006; Bassetti et al., 2008). Die problematische Biofilmbildung
von P. aeruginosa ist auf verschiedenen Oberflaichen und Geweben zu beobachten, so
konnten diese in Lungen von Patienten mit zystischer Fibrose, auf Kontaktlinsen und in
Schlauchen von Kathetern beobachtet werden (Nickel et al.,, 1985; Govan & Deretic 1996;
O'Toole & Kolter 1998; O'Toole 2004).

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQ) zeigte in einer aktuellen Studie, dass dringender
Handlungsbedarf (Prioritdt 1) in der Erforschung und Entwicklung von Antibiotika gegen die
drei kritischsten bakteriellen Pathogene Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
und Enterobacteriaceae besteht (World-Health-Organization 2017). Zur Analyse des
Bakteriums und Entwicklung geeigneter Behandlungstherapien wurde das Genom von

P. aeruginosa im Jahr 2000 vollstandig sequenziert (Stover et al.,, 2000). Dieses umfasst
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6,3 Mbp mit 5.570 vorhergesagten open reading frames (ORFs) und ist damit lediglich etwas
weniger komplex als ein einfacher Eukaryot wie Saccharomyces cerevisiae, der 6.200 ORFs

aufweist (Ball et al., 2000; Stover et al., 2000).

Ferner weist P.ageruginosa eine hohe Anpassungsfihigkeit an unterschiedlichste
Lebensrdume und Bedingungen auf. P. aeruginosa ist chemoorganotroph und in der Lage
unterschiedlichste organische Verbindungen als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Die
Bescheidenheit beziiglich der Kohlenstoffquelle, die metabolische Vielseitigkeit und eine
Temperaturtoleranz bis 43°C ermoglichen eine ubiquitdre Verbreitung des Bakteriums und
machen es zu einem der haufigsten Organismen liberhaupt (Palleroni 1993; Costerton &
Anwar 1994). P. aeruginosa besiedelt sowohl biotische als auch abiotische Oberflachen. Die
Biofilmbildung stellt neben der beschriebenen medizinischen Bedeutung ein industrielles
Problem, zum Beispiel durch die Besiedlung von Leitungen, Filtern, Kiihlsystemen dar
(McCoy et al., 1981; Morton & Surman 1994; Costerton et al., 1995). Daneben sekretiert
P. aeruginosa aber auch eine Vielzahl verschiedener Enzyme mit fir biokatalytische
Anwendungen interessanten Eigenschaften, weshalb es neben der medizinischen Bedeutung

eine biotechnologische Rolle spielt (Jaeger et al., 1997).

1.2 Der Biofilmlebenszyklus von P. aeruginosa

Die Kolonisierung eines Habitats durch Mikroorganismen durchlduft verschiedene Phasen,
die in verschiedenen Auspragungen ubiquitdr in allen Lebensrdumen zu finden sind. Die
effiziente Kolonisierung und Verbreitung von Mikroorganismen ist dabei abhdngig von
verschiedenen  Mechanismen der Fortbewegung wie Schwimmen, Kriechen

(engl. twitching motility) oder Schwarmen (Jarrell & McBride 2008).

Ein Grolteil der in der Natur, der Industrie und in der medizinischen Umgebung
vorkommenden Bakterien existiert allerdings in Biofilmen (Costerton et al., 1995; Costerton
1999; Stickler 1999). Demzufolge spielt die Biofilmbildung auch bei der Infektion eines
Wirtes durch P. geruginosa eine entscheidende Rolle und erschwert, wie bereits
beschrieben, die Behandlung der Patienten, da im Vergleich zu planktonischen Zellen eine
sessile Gemeinschaft in einem Biofilm widerstandsfahiger gegeniber der Immunantwort des
Wirtes und konventionellen Antibiotika ist (Brown et al., 1988; Mah & O'Toole 2001; Stewart

& Costerton 2001). Die Biofilmbildung kann in drei Phasen unterteilt werden: (I) Der
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Transport des Bakteriums zu einer Wirtsoberflache und die initiale Adhasion (1.2.1), (Il) die
Bildung von Mikrokolonien und Biofilmbildung (1.2.2) und abschlieBend (lll) die Freisetzung
von Mikroorganismen (1.2.3). Die verschiedenen Phasen der Biofilmbildung und Freisetzung
von Zellen, welche im Folgenden erklart wird, geht mit einer komplexen Regulierung und
Veranderung des Transkriptoms und Proteoms einher, die die einzelnen phanotypischen

Anderungen der Zellen erzeugen (Sauer et al., 2002).

1.2.1 Der initiale Schritt der Infektion ist die Adhasion

Zunachst gelangen die zu diesem Zeitpunkt freibeweglichen, planktonischen
Mikroorganismen in die Wirtszellumgebung. Die in flissiger Umgebung befindlichen
Mikroorganismen bewegen sich durch eine Schwimmbewegung (1.3.1), welche durch das
einzelne polare Flagellum von P. geruginosa vermittelt wird. Gelangt der Mikroorganismus
an eine feste Grenzflache, z.B. die Oberfliche des Wirtes, beginnt die initiale Adhasion als
erster Schritt der Infektion. Diese Adhasion erfolgt teilweise durch unspezifische Faktoren,
wie hydrophobe Wechselwirkungen und elektrostatische Krafte (Mirelman & Ofek 1986;
Richardson & Steiner 1995) sowie durch Typ-IV-Pili, Cup-Fimbrien, Flagellen und Adhasine
(O'Toole & Kolter 1998; Vallet et al., 2001; Sauer et al., 2002). Die Typ-IV-Pili assoziierten
Adhasine, spielen eine Rolle bei der Kohlenhydrat-vermittelten Adhéasion von P. aeruginosa
und binden asialo-GM1 und -GM2 Glykolipide (Sheth et al., 1994; Hahn 1997), wahrend z.B.
das Flagellin und das Flagellar-Kopfprotein FliD Mucinoligosaccharide erkennen und binden
(Scharfman et al.,, 2001). Klausen und Kollegen zeigten, dass je nach Kohlenstoffquelle das
Flagellum und die Typ-IV-Pili nicht fir die initiale Adhdsion benétigt werden (Klausen et al.,
2003b). Dies legt nahe, dass weitere nicht Typ-IV-Pili-assoziierte Adhasine die bakterielle
Adhdsion vermitteln. Zu diesen Adhasinen gehoren die P. aeruginosa Lektine LecA und LecB,
welche die Lektin-vermittelte Adhéasion an spezifische Strukturen der Wirtsoberflache

ermoglichen (Steuer et al., 1995; von Bismarck et al., 2001; Tielker et al., 2005).

Nach der ersten reversiblen Adhdsion an den Wirt beginnt ein Kriechprozess, welcher als
twitching motility (TM) bezeichnet wird (1.3.2). Die bakterielle TM wird durch die
Typ-IV-Pili-vermittelt und ermdglicht dem Bakterium einen geeigneten Infektionsort auf der

Wirtsoberflache auszukundschaften. Die Bewegung basiert auf der Streckung und Retraktion
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der Typ-IV-Pili (Bradley 1980; Merz et al., 2000) und wird durch eine Vielzahl Chemotaxis-

assoziierter Gene gesteuert (Darzins 1994).

1.2.2 Die Biofilmbildung und Zell-Zell-Kommunikation

Nach Erreichen eines geeigneten Infektionsortes nimmt die Beweglichkeit der Zellen ab
(Sauer et al, 2002) und es beginnt die Formierung von Mikrokolonien sessiler Zellen
(Klausen et al., 2003b), welche auf der klonalen Teilung der Zellen basiert (Klausen et al.,
2003b). Zudem wird nach der Adhasion der Zellen die Transkription von Genen aktiviert,
welche an der Synthese von extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) beteiligt sind
(Davies & Geesey 1995). Die Umhillung von Oberflichen-assoziierten mikrobiellen
Gemeinschaften mit dieser EPS-Matrix wird als Biofilmbildung bezeichnet (Wingender et al.,
1999; Donlan & Costerton 2002; Allesen-Holm et al., 2006; Ma, L. et al., 2009). Durch die
Ausbildung eines Biofilms schitzen sich die Bakterien gegen Abwehrmechanismen des
Wirtes (Gacesa 1998), zudem stellt die Biofilmbildung eine wichtige Saule in der
Pathogenitdt von P. aeruginosa dar (Ramsey & Wozniak 2005). Diese Biofilme stellen eine
dreidimensionale Gel-dhnliche und duRerst stark hydratisierte Struktur dar, in denen die
Mikroorganismen immobilisiert werden. Die Matrix der Biofilme von P. aeruginosa besteht
aus extrazellularer DNA, Proteinen, Vesikeln und Exopolysacchariden (Wingender et al.,
1999; Allesen-Holm et al., 2006; Ryder et al., 2007; Gooderham & Hancock 2009; Ma, L. et
al, 2009). Im nicht-mukoiden P. aeruginosa PAO1 und PAK Stamm besteht die
Biofilmstruktur primar aus den beiden Exopolysacchariden Pel und Psl (Friedman & Kolter
2004b, a; Matsukawa & Greenberg 2004). Pel ist ein glukosereiches EPS, welches zur Bildung
von Pellikeln an der Luft-Flussigkeitsgrenzfliche oder in reifen, fest an Oberflachen-
assoziierten Biofilmen notwendig ist (Wozniak et al., 2003; Friedman & Kolter 2004b;
Ghafoor et al.,, 2011), wéhrend Psl ein Mannose-reiches Pentasaccharid ist (Byrd et al.,
2009). Es besteht aus b-Mannose, D-Glukose und L-Rhamnose (Byrd et al., 2009) und ist fir
die Scherfestigkeit und Stabilitdt von nicht-mukoiden Biofilmen von Bedeutung (Bazire et al.,
2010). Die Regulation der Gencluster beider EPS ist hochkomplex und transkriptionell durch
das zyklische di-Guanosinmonophosphat, kurz c-di-GMP (Lee, V. T. et al., 2007; Borlee et al.,
2010), einem sekundaren Botenstoff der Zelle sowie translational durch das Gac/Rsm
Signalnetzwerk reguliert (Brencic & Lory 2009; Irie et al.,, 2010). Darliber hinaus ist die

strukturelle Entwicklung von P. aeruginosa Biofilmen von der nutzbaren Kohlenstoffquelle
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abhangig (Klausen et al., 2003b). P. aeruginosa bildet unter Durchflussbedingungen mit
Glukose als Kohlenstoffquelle, heterogene pilzahnliche Mikrokolonien (Abb.1) in den

Biofilmen (Stewart et al., 1993; Davies et al., 1998).

Ausbreitung
Zellmigration

Adhésion der Zellen an
eine Oberflache

Kappenbildung
durch Zellmigration

Subpopulationen: ) freibeweglich [ unbeweglich

Abbildung 1 Bildung von P. aeruginosa Biofilmen mit multizelluldren Strukturen. Nach der Adhasion des Bakteriums an
die Wirtsoberflache zeigen sich freibewegliche und unbewegliche Subpopulationen. Wahrend sich die beweglichen
Bakterien an der Oberflache, Typ-IV-Pili vermittelt und Chemotaxis-gesteuert ausbreiten, bilden die unbeweglichen
Bakterien die initialen Mikrokolonien durch Zellteilung. Die beweglichen Bakterien beginnen anschlieBend, an den
Mikrokolonien der unbeweglichen Bakterien zu deren Spitze zu klettern. Die Lokalisierung an der Spitze der Mikrokolonie
ermoglicht die Biofilm-typische Kappenbildung. Die Abbildung ist modifiziert nach Klausen und Kollegen (2003).

Semmler zeigte 1999 unter Laborbedingungen, dass nicht alle Subpopulationen die oben
beschriebene twitching motility (TM) aufweisen (Semmler et al., 1999). Dies beglinstigt
unter Biofilmbedingungen die Bildung von Mikrokolonien und legt den Grundstein fiir die
Formierung komplexer Biofilmstrukturen (Abb. 1). Die beweglichen Bakterien bewegen sich
durch eine Typ-IV-Pili-vermittelte Kletterbewegung (Skerker & Berg 2001) zu der Spitze der
Mikrokolonien (Klausen et al., 2003a). Klausen stellte 2003 die Hypothese auf, dass diese
Kletterbewegung den Bakterien an der Spitze der Mikrokolonie eine bessere
Nahrstoffversorgung ermoglichen konnte (Klausen et al., 2003a), da es innerhalb der
Biofilme durch den lokalen Konsum von Nahrstoffen zu einem Nahrstoffgradienten kommt
(de Beer et al., 1994; Wimpenny & Colasanti 1997; Picioreanu et al., 1998). Die zielgerichtete
Bewegung des Bakteriums entlang eines Nahrstoffgradienten ist eine Typ-IV-Pili vermittelte

Bewegung, welche durch Chemotaxis-gesteuerte Gene reguliert wird (Darzins 1994).

Waéhrend P. aeruginosa also unter Bedingungen mit Glukose als Kohlenstoffquelle komplexe,
heterogene Biofilme bildet (Stewart et al., 1993; Davies et al., 1998), bildet das Bakterium
mit Citrat als Kohlenstoffquelle flache, einheitliche und dichtgepackte Biofilme (Heydorn et
al., 2000; Heydorn et al., 2002). Dabei bilden einzelne sessile Zellen, welche TM-unabhangig

adhéarieren, Mikrokolonien durch Zellteilung (Klausen et al, 2003b). Durch
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Nahrstofflimitierung ist das Wachstum beschrankt, weshalb einige Zellen der Mikrokolonie
mit der Typ-IV-Pili-vermittelten TM und Ausbreitung beginnen, bis ein flacher, einheitlicher

und dichtgepackter Biofilm ausgebildet ist (Klausen et al., 2003b).

Bakterien koénnen komplexe, heterogene Biofilme bilden, in denen ein Netz aus
wasserfiihrenden Kandalen den Transport von Nahr- und Abfallstoffen ermoglicht (Costerton
et al, 1995; Costerton et al, 1999; Flemming & Wingender 2001). Die komplexe
Biofilmarchitektur  wird durch bakterielle Zell-Zell-kKommunikation und externe
Umweltsignale koordiniert (Davies et al, 1998). Die Zell-Zell-Kommunikation von
P. aeruginosa basiert unter anderem auf der Synthese wund Erkennung der
niedermolekularen organischen N-Acyl-Homoserinlacton (AHL) Autoinducer des Lasl-LasR
und des Rhll-RhIR quorum sensing (QS-) Systems (Davies et al., 1998; de Kievit, T. R. et al.,
2001). Das QS-System ist ein hoch komplexes Zelldichte-abhangiges Regulationssystem, bei

dem jede Zelle eine geringe Basismenge an AHLs produziert.

Das Las-System nutzt die Lasl-Synthase, welche das N-3-oxo-dodecanoyl-Homoserinlacton
(3-ox0-Cy,-HSL) produziert, dass von dem LasR-Transkriptionsregulator erkannt wird und die
Expression der Zielgene steuert (Jones, S. et al., 1993; Passador et al., 1993; Pearson et dl.,
1994). Das zweite QS-Regulationsnetzwerk von P. aeruginosa stellt das Rhl-System dar, dass
durch die Rhll-Synthase das N-butanoyl-Homoserinlacton (C4-HSL) produziert (Pearson et al.,
1995), welches durch den RhIR-Transkriptionsregulator erkannt wird. Mit ansteigender
Zelldichte akkumulieren die Autoinducer, bis ein Schwellenwert (,Quorum®) berschritten
ist. AnschlieBend bindet der Autoinducer an einen Transkriptionsaktivator (RhIR bzw. LasR),

welcher die Expression von QS-abhangigen Genen induziert (de Kievit, T. R. et al., 2001).

Das P. aeruginosa Las-Regulationsnetzwerk kontrolliert die Expression verschiedener
Virulenzfaktoren, welche direkt an der akuten Infektion und Wirtszellschdadigung beteiligt
sind, wie die alkalische Protease (Gambello et al., 1993), LasA-Protease (Toder et al., 1991),
LasB-Elastase (Jones, S. et al., 1993), das Exotoxin A (Gambello et al.,, 1993) und ist an der
frihen Phase der komplexen Biofilmbildung beteiligt (Sauer et al., 2002). Das Rhl-System ist
an der spaten Biofilmbildung beteiligt und kontrolliert die Expression der extrazelluldren
Enzyme, des stationdaren Phase Transkriptionsfaktors RpoS, der sekundaren Metabolite und
die Rhamnolipid-Synthese (Latifi et al., 1996; Davey et al., 2003). Zudem reprimiert dieses

die Zusammensetzung und Funktion des Typ-llI-Sekretionssystems (Bleves et al., 2005),
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welches eine der virulenten Hauptkomponenten gegeniiber eukaryotischen Zellen darstellt,
da dieses die Sekretion von toxischen Proteinen direkt ins Zytoplasma der Wirtszelle
ermoglicht (Roy-Burman et al.,, 2001). Die durch das Rhl-System induzierte Synthese von
rhamnosehaltigen Glykoproteinen (Rhamnolipiden) wird benétigt, um die Bildung und
Aufrechterhaltung von wasserfiihrenden Kanédlen im spaten Stadium der komplexen Biofilme
zu gewahrleisten (Ochsner & Reiser 1995; Maier, R. M. & Soberon-Chavez 2000; Davey et al.,
2003; Espinosa-Urgel 2003). Daneben reguliert das Rhl-System die Produktion von
Pyocyaninen, Siderophoren sowie der beiden Lektine LecA und LecB. (Winson et al., 1995;

Winzer et al., 2000; Diggle et al., 2002).

Fiir die Ausbildung der vollstandigen Virulenz von P. aeruginosa werden beide QS-Systeme
bendtigt (Rumbaugh et al., 1999; Pearson et al., 2000; Smith, R. S. et al., 2002). Diese sind
zudem Uber die positive Regulation der rhl/l- und rhIR-Gene sowie durch posttranslationale
Regulation durch das Las-System eng miteinander verknlpft (Latifi et al., 1996; Pesci et al.,
1997). Dieses komplexe Regulationsnetzwerk kontrolliert mit zusatzlichen Regulatoren, wie
GacA (Reimmann et al., 1997), MvaT (Diggle et al., 2002), RpoS (Latifi et al., 1996), Rsal (de
Kievit, T. et al., 1999) und Vfr (Albus et al., 1997) etwa 5% der Gene in P. geruginosa
(Hentzer et al., 2003; Schuster et al., 2003; Wagner et al., 2003). Durch die enge Verbindung
der beiden Netzwerke miteinander kann die Expression bestimmter Gene zu definierten und
Zelldichte-abhangigen Zeitpunkten ermoglicht werden, weshalb sessile Zellen innerhalb
eines Biofilms einen veranderten Phdnotyp gegeniber von planktonischen Zellen aufweisen
(Whiteley et al., 2001). Einige QS-regulierte Gene werden dabei von beiden beschriebenen
QS-Systemen reguliert, wie z.B. die Elastase LasB und die beiden Regulatoren xcpP und xcpR
des Xcp-Sekretionssystems (Jones, S. et al., 1993; Passador et al., 1993; Chapon-Herve et al.,
1997; Jimenez et al., 2012). Dariber hinaus spielen das P. aeruginosa Quinolon Signal
(PQS)- und 1QS-System ebenfalls eine Rolle in der Biofilmbildung und verbindet die beiden
QS-Netzwerke miteinander, indem es die negativen Regulatoren MvaT und RsmA inhibiert
und das Rhl-Systems aktiviert, wodurch die Elastase, LecA und Pyocyanin Produktion bereits
in der friihen stationdren Phase ermoglicht wird und die Biofilmbildung unterstitzt (Diggle et
al., 2003). Dabei ist das PQS-System zwar nicht von der Zelldichte, wohl aber von der

Wachstumsphase abhangig (Diggle et al., 2003).
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1.2.3 Die Freisetzung von P. aeruginosa

Die Freisetzung von Zellen aus sessilen Biofilmen kann auf unterschiedlichen Wegen
erfolgen. Durch physikalische Krafte, z.B. Scherkrafte, kdnnen Teile des Biofilms abgetrennt
und freigesetzt werden (Costerton 1999). Zudem kann durch ein Signal die Mobilisierung von
planktonischen Zellen initialisiert und damit die Freisetzung von Zellen ermoglicht werden
(Costerton 1999). Das Signal kann ein Signalmolekiil, z.B. das N-Acyl-Homoserinlactone (AHL)
des quorum sensing (QS-) Systems bei Rhodobacter sphaeroides (Puskas et al., 1997) oder
bei P. aeruginosa ein Enzym, welches das Alginat einiger mukoider P. geruginosa Stamme
des Biofilms lysiert (Boyd, A. & Chakrabarty 1994), sein. Dariiber hinaus kénnen aufgrund
von Nahrstoffmangel komplexe Regulationsmechanismen in Gang gesetzt werden, welche
die Freisetzung von Zellen zur Besiedlung geeigneterer Standorte ermoglichen (Costerton
1999; Sauer et al, 2004; Reisner et al., 2005). So wird unter ndhrstofflimitierenden
Bedingungen die Expression des Flagellins (fliC) erhoht, wahrend die Expression der
Hauptkomponente der Typ-IV-Pili (pilA) reduziert wird (Sauer et al., 2004). Dies ermoglicht
den Wechsel aus der sessilen Phase in den planktonischen, freischwimmenden P. aeruginosa

Phanotyp.

1.3 Die Bewegungsformen von P. aeruginosa

1.3.1 Die Flagellum-vermittelte Schwimmfahigkeit

Die Schwimmbewegung ermoglicht dem Mikroorganismus zunidchst eine geeignete
Adhasionsoberflache fir die Besiedlung, Verbreitung und Infektion liber gréBere Strecken in
flissiger Umgebung zu erreichen (O'Toole & Kolter 1998). Die Schwimmfdhigkeit von
P. aeruginosa wird durch die Rotation des polaren Flagellums und die daraus resultierende
Propellerbewegung  vermittelt. Das Flagellum ist  evolutiondr mit dem
Typ-llI-Sekretionsapparat verwandt und in der Morphologie dhnlich (Abby & Rocha 2012;
Bergeron et al.,, 2016). Beide Systeme bestehen aus einem basalen Teil, welcher in die
Membranen eingebettet ist, einen zytoplasmatischen Exportapparat, welcher beim
Flagellum zuséatzlich fir die Rotation verantwortlich ist sowie der Nadelstruktur (Typ-IIl) bzw.
dem Filament des Flagellums (Bittner 2012; Kawamoto et al.,, 2013). Der Zusammenbau des
Typ-lllI-Sekretionssystems und des Flagellums erfolgt einem &hnlich streng regulierten

Programm (Minamino et al., 2008; Biittner 2012; Burkinshaw & Strynadka 2014). Dazu
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werden zunéchst die inneren Membrankomponenten des Exportsystems und der basale Teil,
welcher in die innere Membran eingebettet wird, zusammengesetzt. Anschlielend folgt die
Rekrutierung der duReren Membranproteine und die Sekretion der Nadelstruktur (Typ-lll)
bzw. des Filaments des Flagellums (Bergeron et al, 2016). Die Komponenten fiir den
distalen, wachsenden Teil des Flagellums wie das Flagellin FliC werden (ber den
Flagellar-Typ-lll-Proteinsekretionsapparat durch den Zentralkanal des Flagellums
transportiert (Minamino et al., 2008). Durch die Rotation des Flagellums gegen oder mit dem
Uhrzeigersinn erfolgt die bakterielle Schwimmbewegung. Die P. aeruginosa Biogenese des
Flagellums ist ein komplexer hierarchischer Prozess, in dem verschiedene
Transkriptionsaktivatoren (FleQ, FleR) und alternative Sigmafaktoren (RpoN/o54, RpoF/c28)
an der Regulation der Flagellargene und -operons involviert sind (Totten et al., 1990;
Starnbach & Lory 1992; Ritchings et al., 1995; Arora et al., 1997). Dariber hinaus konnte
gezeigt werden, dass der FleQ-Transkriptionsaktivator, welcher den starksten
positiv-Regulator der Flagellar-Biogenese darstellt, durch den Virulenzfaktor-Regulator (Vfr)
mittels Bindung innerhalb der fleQ-Promotor-Region inhibiert wird (Dasgupta et al., 2002).
Der Vfr fungiert hingegen als positiv-Regulator fiir die Produktion des Exotoxin A, den
Typ-IV-Pili, dem Typ-lll-Sekretionssystem und des Las-QS-Systems (Albus et al., 1997,
Beatson et al., 2002; Schuster et al., 2003; Wagner et al., 2003), indem es innerhalb der
Promotoren von toxA, lasR, fleQ, cpdA, regA und ptxR bindet (Albus et al., 1997; Dasgupta et
al., 2002; Kanack et al., 2006; Ferrell et al., 2008; Fuchs et al, 2010b). Neben der
Schwimmbewegung ist das bakterielle Flagellum an zahlreichen weiteren Prozessen wie der
Biofilmbildung, Chemotaxis, Proteinexport und der reversiblen Adhdsion an Oberflachen

beteiligt (Sauer et al., 2002).

1.3.2 Die Typ-IV-Pili-vermittelte Kriechbewegung

Die Typ-IV-Pili stellen neben dem Flagellum eine weitere wichtige Struktur des Bakteriums
dar, welche die bereits angesprochene Kriechbewegung des Bakteriums auf biotischen und
abiotischen Oberflachen ermoglicht. Diese Kriechbewegung, bekannt als twitching motility
(TM), basiert auf der Streckung und Retraktion der polarlokalisierten Typ-IV-Pili (Bradley
1980; Skerker & Berg 2001), welche eine Kraft von bis zu 100 pN pro Filament erzeugen
(Merz et al., 2000; Maier, B. et al., 2002).
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Die Expression der Typ-IV-Pili wird durch den Sigmafaktor RpoN sowie dem zusatzlichen
Transkriptionsregulator PilR und dessen Sensor PilS reguliert (Hobbs et al., 1993). Der Pilus
von P. geruginosa ist zudem fiir die Adhédsion verantwortlich; die Bewegungskraft fir die
Kriechbewegung wird durch zytoplasmatische ATPasen erzeugt. Diese hexameren ATPasen
sind die Proteine PilB, PilT und PilU (Whitchurch et al., 1991; Whitchurch & Mattick 1994;
Mattick 2002; Chiang et al., 2005; Chiang et al., 2008), welche ATP hydrolysieren und die
freiwerdende Energie fiir die Pilus Streckung und Retraktion zur Verfligung stellen. Zudem ist
davon auszugehen, dass diese ATPasen an der Assemblierung und dem Abbau der
Pili-Untereinheiten unter anderem durch Wechselwirkungen mit den inneren
Membranproteinen PiIMNOP(+C) beteiligt sind (Misic et al., 2010). Diese Pilus-vermittelte
Bewegung wird von einem komplexen chemosensitiven Signalweg kontrolliert, welcher
durch die Proteine PilG, PilH, Pill, Pill, PilK, ChpA, ChpB und ChpC realisiert wird (Darzins
1994; Whitchurch et al., 2004). Zudem fungiert PilY1 als Calcium-abhangiger Regulator der
bakteriellen TM (Orans et al., 2010). Die Calciumbindung erfolgt durch einen konservierten
Loop, welcher auch in PilYl-Homologen PilC1 und PilC2 von Neisseria meningtidis und
N. gonorrhoeae beobachtet wurde (Orans et al, 2010). Fir die Kontrolle der TM von
P. aeruginosa ist die Freisetzung von Calcium durch Pilyl fir die PilT-abhangige

Pili-Retraktion notwendig (Orans et al., 2010).

Die Typ-IV-Pili sind mehrere um lange, 5-8 nm diinne, haar-dhnliche Strukturen auf der
bakteriellen oder archealen Zelloberfliche (Bradley 1973; Pelicic 2008). Der Typ-IV-Pili
Aufbau und die vermittelte koordinierte TM der Zelle basiert auf Gber 40 verschiedenen
Genen von P. ageruginosa (Mattick 2002; Pelicic 2008; Burrows 2012). Diese Gene kdnnen in
strukturelle Komponenten, inklusive der notwendigen Biogenesefaktoren und
regulatorischen Komponenten, welche die Steuerung Uber die Bewegungsrichtung und
Zeitpunkte Ubernehmen, eingeteilt werden (Leighton et al., 2015). Der Pilus-Zusammenbau
hdngt von vier voneinander abhdngigen Unterkomplexen ab, dem Piluskomplex, dem
duReren Membrankomplex, dem Motorkomplex und dem Zentrierungskomplex (Burrows

2012).

Der distale wachsende Teil des Typ-IV-Pili, der Pilus, wird durch das PilA-Protein gebildet,
welches die strukturelle Hauptkomponente des Nadel-dhnlichen Pilus aus mehreren hundert

PilA-Polymeren bildet. Zudem werden in geringen Mengen sogenannte minor Pilin-Proteine
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in den Pilus integriert (Strom & Lory 1993; Giltner et al., 2010). Ein polycistronisches Operon
kodiert die funf minor Pilin-Proteine (FimU-PilVWXE) sowie die zwei PilYl und PilY2

Pilus-Biogenesefaktoren (Belete et al., 2008).

Die funf minor Pilin-Proteine bilden den Initiierungskomplex fiir den Aufbau der Pili, was
moglicherweise deren Integration in die Pili ermoglicht (Winther-Larsen et al., 2005;
Winther-Larsen et al., 2007; Giltner et al., 2010). Die Assemblierung dieses Komplexes
basiert auf der Bildung eines Unterkomplexes aus PilVWX und dem Biogenesefaktor PilY1 an
der inneren Membran, welcher anschlieRend PilE rekrutiert und dann mittels PilE und FimU
mit PilA interagiert (Nguyen et al., 2015). Die Funktion von FimU wird als Adapter zwischen
PilA und dem PilCWXE-Y1-Komplex vermutet (Nguyen et al, 2015). Der fertige
Pilusinitiierungskomplex fungiert als Primer fiur die Polymerisierung hunderter
PilA-Untereinheiten, welche sich schraubenférmig von der Basisstruktur aus
aneinanderreihen (Leighton et al, 2015). Die Stéchiometrie der an der Assemblierung
beteiligten Proteine ist wichtig, da andernfalls eine Uberexpression oder Deletion einzelner
Untereinheiten zur Reduzierung der TM fihrt (Giltner et al., 2010). Die PilA-Proteine und die
minor Pilin-Proteine teilen eine hochkonservierte N-terminale Doméane, welche
charakteristisch fir Typ-IV-Pili und Typ-ll-Sekretionsprotein sind, sich jedoch in ihrem C-

Terminus unterscheiden.

Die Prepilin-Proteine werden co-translational von dem SRP (signal recognition particle) des
Sec-Sekretionssystems (Typ-1l) gebunden und liber die innere Membran transportiert (Arts
et al., 2007; Francetic et al., 2007). Die hydrophobe N-terminale a-Helix der Prepilins
verbleibt in der inneren Membran, wahrend die leader-Sequenz im Zytoplasma und die
C-terminale Doméne im Periplasma lokalisiert ist (Strom & Lory 1987; Craig et al., 2006).
Diese Topologie des Prepilin ist notwendig fir die korrekte Erkennung und Prozessierung
durch die Prepilinpeptidase (PilD=XcpA). Die Prepilin-Peptidase PilD prozessiert in
P. aeruginosa z.B. das PilA, das FimT-Prepilin-Protein sowie die minor Pilin-Proteine aus
P. aeruginosa. Es werden jedoch nicht alle an der Pilus-Biogenese beteiligten
Prepilin-Proteine durch die Peptidase prozessiert (Alm & Mattick 1996a; Winther-Larsen et
al., 2007; Giltner et al., 2010). Der duBRere Membrankomplex besteht aus einem stabilen
Oligomer von zwolf PilQ-Untereinheiten und dessen Lipoprotein PilF, welche stabile

Protein-Protein-Interaktionen ausbilden (Koo et al., 2008). Das PilF-Protein ist fir die
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Oligomerisierung und die korrekte Lokalisierung in der dufReren Membran verantwortlich
(Koo et al, 2008). Dieser Komplex bildet einen Kanal fiir die Freisetzung der

Pilus-Nadelstruktur aus der Zelle hinaus (Wolfgang, M. et al., 2000).

Der Motorkomplex enthalt die Proteine PilB, PilC, PilT und PilU (Whitchurch et al., 1991;
Whitchurch & Mattick 1994; Chiang et al., 2005). PilB ist eine hexamere ATPase, welche fir
die Pilus-Zusammensetzung notwendig ist. PilT und PilU sind PilB-dhnliche ATPasen, welche
fir die Pilin Depolymerisierung erforderlich sind. Das PilT-Protein fungiert als
Retraktionsmotor fir den Typ-IV-Pilus (Sakai et al, 2001; Satyshur et al., 2007; Savvides
2007). Das PilC-Protein ist ein Membranprotein, welches zwei zytoplasmatische Doméne
aufweist, von der jede sechs a-Helix-Strukturen enthdlt (Karuppiah et al., 2010). Das
PilC- und PilB bilden vermutlich die minimale Funktionseinheit des Motors und sind in den
Typ-IV-Pili und dem Typ-lI-Sekretionssystem hochkonserviert (Averhoff & Friedrich 2003;
Peabody et al., 2003; Pohlschroder et al., 2011).

Der Zentrierungskomplex verbindet den inneren Membranmotorkomplex mit dem duf3eren
Membrankomplex und ist fir den ausbildenden Pilus in der korrekten Position zustandig.
Dieser Zentrierungskomplex besteht aus den Proteinen PiIMNOP und wird von demselben
Operon wie PilQ kodiert (Pelicic 2008). Die Proteine PiINOP bilden einen Komplex an der
inneren Membran (Tammam et al., 2011), wdhrend das Aktin-ahnliche PilM-Protein
zytoplasmatisch lokalisiert und iber den N-Terminus an PilN gebunden wird (Karuppiah &
Derrick 2011). Das PilP ist ein Lipoprotein das an die innere Membran assoziiert (Golovanov
et al., 2006; Tammam et al., 2011) einen stabilen Komplex mit PiINO(+M) bildet und zudem
die Interaktion mit dem adufleren Membrankomplex liber PilQ herstellt (Balasingham et al.,
2007; Tammam et al., 2011). Zudem wird fir die korrekte Ausrichtung des Komplexes an das
PilQ-Sekretin das FimV-Protein bendétigt, welches sowohl eine zytoplasmatische als auch
periplasmatische Domane aufweist. Letztere enthalt ein Peptidoglykanbinde-Motiv
(Semmler et al., 2000), welches fir die korrekte Formation mit PilQ bendtigt wird und so die

korrekte Ausrichtung des Komplexes ermoglicht (Wehbi et al., 2011).

Die Typ-IV-Pili spielen neben der Bewegung von P. aeruginosa eine wichtige Rolle bei der
Oberflachen-Adhédsion, der Zell-Zell Aggregation, DNA-Aufnahme und Biofilmbildung
(Bradley 1980; Saiman et al., 1990; Lee, K. K. et al.,, 1994; Mattick 2002; Pelicic 2008). In

Abwesenheit der Typ-IV-Pili zeigt sich, dass diese in der Wirtzellkolonisierung beeintrachtigt
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und weniger infektios sind, weshalb die Typ-IV-Pili als Virulenzfaktoren kategorisiert werden
(Farinha et al., 1994; Hahn 1997). Bisher wurde mehrere Theorien aufgestellt, wie die Pili an
einer Oberflaiche adhéarieren. Eine Theorie postuliert, dass das PilA sowohl als
Strukturelement des Pili, als auch als Adhésin fungiert (Lee, K. K. et al., 1994). Dies konnte
allerdings bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht belegt werden. Eine weitere Moglichkeit ist die
Glykosylierung der Pili und die Adhasion an Oberflachenrezeptoren des Wirtes. Analysen
zeigen, dass die Typ-IV-Pili von P. aeruginosa 1244 glykosyliert sind (Castric 1995). Die
Typ-IV-Pili von P. aeruginosa PAO1 und PAK sind dagegen nicht glykosyliert (Frost &
Paranchych 1977; Paranchych et al., 1979).

1.3.3 Die Flagellum- und Typ-IV-Pili-vermittelte Schwarmbewegung

Neben der Schwimm- und Kriechbewegung von P.aeruginosa konnte eine dritte
Bewegungsform identifiziert werden, das Schwarmen (Kohler et al, 2000). Die
Schwarmbewegung von P. geruginosa in semisoliden Umgebungen ist QS-reguliert und
basiert auf dem Zusammenspiel der Typ-IV-Pili mit dem Flagellum (Kodhler et al., 2000;
Shrout et al, 2006). Dabei konnen bestimmte Umgebungskonditionen die
Schwarmbewegung induzieren. Zu diesen Umgebungskonditionen gehéren die Viskositat,
die Stickstoffverfiigbarkeit und die Aminosdaurekomposition der Umgebung (Kohler et al.,
2000). Interessanterweise zeigen schwarmende P. aeruginosa Zellen am Rand des
Schwarmbereichs einen elongierten Phanotyp mit zwei Flagellen (Kéhler et al., 2000; Rashid
& Kornberg 2000). Moglicherweise fungieren die Typ-IV-Pili als Sensoren fiir die Viskositat
der Umgebung und initiieren das Schwarmverhalten. Zudem beeinflusst eine Stickstoff-
limitierende Umgebung die Pilussynthese, da die Transkription einiger Pilusgene (pilABCD)
durch die Regulatoren pilS und pilR, sowie durch den RpoN-Sigmafaktor kontrolliert werden,
welche ebenfalls an der Transkription Stickstoff-regulierter Gene beteiligt sind (Ishimoto &
Lory 1989; Hobbs et al., 1993). Die Schwarmbewegung dient dem Bakterium als weitere
Bewegungsform, um ein moglichst umfangreiches Spektrum an Umweltnischen zu erreichen

und zu besiedeln.
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1.4 Rolle der Sekretion fiir die bakterielle Pathogenitat

Die Sekretion von Virulenzfaktoren ist entscheidend fiir die Pathogenitat von P. aeruginosa
(Hauser 2011). Bekannte Virulenzfaktoren von P. aeruginosa sind die Exotoxine A, S, U (Liu
1973, 1974; Iglewski & Kabat 1975; Klinger et al., 1978; Gambello et al., 1993; Bitter 2003;
Hauser 2009), ein Zytotoxin (Lutz et al., 1992), das Pyocyanin (Lyczak et al., 2000), als auch
eine Elastase, welche moglicherweise eine bedeutende Rolle bei der Initiierung der
Pathogenen-Phase besitzt (Doring & Hoiby 1983; Gambello & Iglewski 1991; Stehling et al.,
2008). Darilber hinaus gehdren Enzyme mit lipolytischer Aktivitdit wie z.B. die
Phospholipasen C, eine Esterase (Berka & Vasil 1982; Wilhelm et al., 1999) sowie mehrere
Lipasen (Stuer et al., 1986; Jaeger et al., 1991; Martinez, A. et al., 1999; Barker et al., 2004),
auBerdem verschiedene Proteasen (Klinger et al., 1978; Doring et al., 1981; Obernesser et
al., 1981; Doring & Hoiby 1983; Caballero et al., 2001; Marquart et al., 2005; Thibodeaux et
al, 2005) zu den P.aeruginosa Virulenzfaktoren. Neben diesen Virulenzfaktoren
synthetisiert P. aeruginosa die Lipopolysaccharide (LPS), Exopolysaccharide sowie die Lektine
LecA und LecB, welche ebenfalls an der Pathogenitat beteiligt sind (Ohman & Chakrabarty
1981; Cryz et al, 1984; Gilboa-Garber 1997). Die Lektine sind an der Adhasion des
Mikroorganismus an die Zelloberflache des Wirtes ebenso beteiligt wie an zytotoxischen
Effekten gegenliber Epithelzellen des respiratorischen Traktes und dessen Zilienbewegung

(Bajolet-Laudinat et al., 1994; Adam, E. C. et al., 1997a; Adam, E. C. et al., 1997b).

P. aeruginosa besitzt, bis auf den Typ-IV-Sekretionsweg, alle in Gram-negativen Bakterien
bekannte Sekretionsapparate (Ma, Q. et al., 2003; Filloux 2004). Die Proteine kénnen (iber
Ein-Schritt- oder Zwei-Schritt-Sekretionsmechanismen transportiert werden (Koster et al.,
2000; Rosenau & Jaeger 2000; Ma, Q. et al., 2003). Die Ein-Schritt-Sekretion von Proteinen
erfolgt unter ATP-Verbrauch entweder durch ABC-Transporter (Typ-l) oder
Typ-llI-Exportproteine, welche dem Flagellen-Export-Apparat ahneln (Aizawa 2001; Blocker
et al., 2003). Die akute Infektion und Zytotoxizitat von P. aeruginosa wird durch das Typ-lIlI-
Sekretionssystem von Bakterien ermoglicht. Dieses ist fir die Translokation von einer
Vielzahl verschiedener Virulenzfaktoren, wie ExoU, ExoS, ExoT und ExoY, Uber die
innere- und duflere Membran des Bakteriums sowie Uber die Wirtzellmembran der
eukaryotische Zelle verantwortlich (Yahr et al.,, 1996a; Yahr et al., 1996b; Finck-Barbancon et
al., 1997; Frank 1997; Yahr et al.,, 1998; Dacheux et al., 1999) und teilweise durch das

QS-Netzwerk (Bleves et al., 2005; Shen et al., 2008) beziehungsweise durch das intrazelluldre
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3’,5’-zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Level reguliert (Wolfgang, M. C. et al., 2003).
In silico Ansatze legen nahe, dass etwa 40 Gene mit der Aktivitdit des
Typ-lllI-Sekretionssystem assoziiert sind (Frank 1997). Eine neuere Studie zeigt, dass unter
Calcium-limitierenden Bedingungen die P. aeruginosa Adenylat Zyklase CyaB das
intrazellulare cAMP-Level erhéht und die Expression des Typ-llI-Sekretionssystems sowie
weitere Calcium-abhangige Virulenzfaktoren tGber das cAMP-bindende Protein Vfr reguliert
(Wolfgang, M. C. et al., 2003). Transkriptom-Daten zeigen, dass eine Vielzahl von Wirtszell-
gerichteten Virulenzfaktoren sowie die Bewegungssysteme, Adhasionsorganellen und der
Typ-ll-Sekretionsapparat ahnlich wie der Typ-lll-Sekretionsapparat koordiniert, reguliert sind
(Wolfgang, M. C. et al., 2003). Proteine, die Uber einen Zwei-Schritt-Sekretionsmechanismus
sekretiert werden, gelangen zunéchst iber den Sec- oder Tat-Weg vom Zytoplasma Uber die
innere Membran ins Periplasma (Economou 1999; Berks et al., 2000). Diese Proteine
enthalten eine fiir Sec- oder Tat-spezifische N-terminale Signalsequenz, welche die
Translokation ermoglicht. Dabei unterscheiden sich die beiden Sekretionswege im
Mechanismus. Uber das Sec-Translokon werden ungefaltene Proteine ATP-abhingig
transportiert werden, wahrend (iber Tat gefaltete Proteine ATP-unabhédngig transportiert
werden. Die Proteine, die den Sec- oder Tat-Sekretionsweg nutzen, bendtigen fur den
Transport vom Periplasma Uber die duRere Membran den Typ-lI-Sekretionsapparat, welcher

in P. aeruginosa aus den 12 Xcp-Proteinen gebildet wird (Filloux et al., 1998; Filloux 2004).

Der Transfer von Proteinen der duBeren Membran Uiber das Periplasma erfolgt durch die
Lol- und Bam-Maschinerie (Okuda & Tokuda 2011). Die Lipoproteine der duReren Membran
werden als Prolipoprotein-Vorstufen durch eine N-terminale Signalsequenz im Zytoplasma
erkannt und durch das Sec-Translokon {ber die innere Membran ins Periplasma
transportiert. Hinter dem Signalpeptid tragen diese Lipoproteine eine sogenannte Lipobox,
welche posttranslational acetyliert wird, wodurch diese kovalent an die innere Membran
gebunden werden (Hayashi & Wu 1990). Die reifen Lipoproteine werden anschliefend durch
den LolCDE-Komplex gebunden und unter ATP-Hydrolyse die Acetylgruppe des Lipoproteins
von der inneren Membran auf das LolA-Chaperon Ubertragen (Matsuyama, S. et al., 1995).
Dieses transportiert das Lipoprotein an die &duRere Membran, wo es durch das
LolB-Lipoprotein in die dulRere Membran transloziert wird (Matsuyama, Si et al.,, 1997).
Neben dem Sekretionssystem fir Lipoproteine der &duferen Membran gibt es in

P. aeruginosa den  Bam-Sekretionsapparat (Knowles et al, 2009), welcher
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nichtlipo-B-Fassproteine, wie z.B. das duRRere Membran Porin OprF, in die duBere Membran
transloziert (Hoang et al., 2011). Dazu werden die ungefaltenen fir die duRere Membran
vorgesehenen Proteine (OMP) durch das Sec-Translokon Uber die innere Membran
transportiert. Nachdem das N-terminale Signalpeptid des OMP durch die Signalpeptidase
abgespalten wurde, gelangt das Protein ins Periplasma, wo es durch verschiedene
Chaperone gebunden und zur duferen Membran transportiert wird. Dazu bindet das
Skp-Chaperone das OMP direkt nach Verlassen des Sec-Apparates, welches es durch das
Periplasma zur &aufleren Membran transportiert (Harms et al, 2001), wéahrend das
SurA-Chaperon die Faltung des OMP unterstiitzt (Lazar & Kolter 1996). An der duBeren
Membran wird, katalysiert durch den Bam-Komplex (B-barrel assembly machine) bestehend
aus dem B-Fass Membranprotein Bam sowie den vier BamB-, BamC-, BamD- und
BamE-Lipoproteinen, das nichtlipo-B-Fassprotein gefaltet und in die duBere Membran
integriert (Ricci & Silhavy 2012). Es konnte gezeigt werden, dass das Bam-System
hochkonserviert ist. Die Funktion und Struktur der evolutiondren Bam-Komponente, das
BamA-Protein, konnte sowohl in Mitochondrien und Chloroplasten als auch in
Gram-negativen Bakterien identifiziert werden (Voulhoux et al., 2003; Ricci & Silhavy 2012).
Dariber hinaus zeigte Hoang, dass sowohl der Lol-, als auch der Bam-Sekretionsapparat fiir
P. aeruginosa essentiell sind (Hoang et al, 2011). Zudem besitzt P. aeruginosa das
Typ-V-Sekretionssystem, welches ein Autotransportsystem darstellt, in dem die Proteine

ihren eigenen Transport lGber die duRere Membran vermitteln (Henderson et al., 2004).

1.5 Lektine — Definition

Die meisten lebenden Zellen und Gewebe exprimieren Oberflaichenkohlenhydrate, welche
an intrazellularen Reaktionen und Interaktionen der Zelle mit zahlreichen weiteren
Molekilen beteiligt sind (Beuth et al, 1996). Lektine sind Kohlenhydrat-bindende, von
Antikorpern und Enzymen zu unterscheidende Proteine (Barondes 1988), welche ubiquitér in
allen Doméanen des Lebens zu beobachten sind. Diese sind in der Lage, Erythrozyten zu
agglutinieren (Hamagglutination), indem multivalente Bindungen von Oberflachen-
exponierten Glykokonjugaten wie Glykolipiden, Glykoproteinen oder weiteren
Kohlenhydratstrukturen gebunden werden. Es wird davon ausgegangen, dass Lektine eine

wichtige Rolle in der Zell-Zell-Interaktion spielen (Gabius et al., 2002).
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Zunachst waren priméar pflanzliche Lektine bekannt, bis die Kohlenhydrat-spezifische
Adhésion von Bakterien an Glykokonjugate der Wirtszellen beobachtet wurde, diese Lektine
sind z.B. an den bakteriellen Pili und Fimbrien lokalisiert (Boyd, W. C. & Shapleigh 1954;
Duguid et al., 1955; Salit & Gotschlich 1977b, a). Lektine haben ein hohes biotechnologisches
und medizinisches Potential, wie das Galaktosid-bindende Mistellektin, welches in groRem
Malstab, zur Unterstitzung in der Anti-Krebs-Therapie eingesetzt wird (Beuth et al., 1995).
Lektine weisen in der Regel flache Bindestellen an der Proteinoberflache auf, an denen die
Liganden mit Kontakt zur umgebenden Lésung gebunden werden, wahrend Enzyme ihre
Liganden meist vollstandig in tiefe Bindetaschen einschlieBen (Rini 1995). Die Bindung von
Lektinen und Kohlenhydratligand basiert grundlegend auf der Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem Lektin und den Hydroxylgruppen des
Kohlenhydratliganden sowie teilweise auf hydrophoben Wechselwirkungen (Sabin et al.,

2006).

Zusammenfassend basiert die fundamentale gemeinsame Charakteristik der Lektine auf der
Fahigkeit, verschiedene Kohlenhydrate, nicht-kovalent, reversibel und mit einer hohen

Spezifitat zu binden (Andre et al., 2015).

1.6 Lektine in Mikroorganismen

Die Lektin-vermittelte Erkennung von Glykoproteinen und Kohlenhydratstrukturen von
Zelloberflachen stellt einen wichtigen Schritt fur die Interaktion von Pathogen und Wirtszelle
dar und ist eng mit der bakteriellen Pathogenitat verknilipft (Mrazkova et al., 2017). Durch
die Adhédsion pathogener Mikroorganismen an die Wirtszelle beginnt die Besiedlung und
Infektion des Wirtes. Durch die Infektion des Wirtes generiert der Mikroorganismus
zahlreiche Vorteile. Es wird der Zugang zu Nahrstoffen verbessert und die Adhasion
ermoglicht einen Schutz gegen den Selbstreinigungsmechanismus und das Immunsystem des
Wirtes (Vierbuchen 1991; Sharon & Ofek 2002). Einige Lektine ermoglichen die Penetration
des Wirtsorganismus. Dabei wird zum Beispiel das eukaryotische Glykosphingolipid Gb3 vom
bakteriellen LecA-Protein gebunden und durch einen als Lipid Zipper benannten
Mechanismus die Zelle durch das Bakterium penetriert (Eierhoff et al., 2014), gefolgt von der
Freisetzung bakterieller Toxine. Um diese Virulenzkaskade zu inhibieren, wird an der

sogenannten Anti-Adhéasions-Therapie geforscht (siehe 1.10). Grundlage dafiir ist die
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Wechselwirkung von Lektinen und Kohlenhydratstrukturen sowie deren Affinitaten. Wie
wichtig die Inhibierung dieses Prozesses ist, zeigt der Blick auf die verschiedensten Lektin-
vermittelten  Adhdsionen von humanpathogenen Bakterien. So bindet das
Mannose-spezifische Lektin FimH von E. coli, welches an den Typ-I-Pili lokalisiert ist, an das
Uroepithelium (Sharon 1987; Hung et al, 2002), wahrend an der Initiation und
Aufrechterhaltung von Infektionen des Gastrointestinaltraktes durch Helicobacter pylori
mehr als zehn verschiedene Lektine beteiligt sind (Hynes et al., 2003). Auf der Gegenseite
bilden einige Wirtsorganismen ebenfalls Kohlenhydrat-bindende Proteine zur spezifischen
Adhdsion der Mikroorganismen (Sharon & Ofek 2002). Diese wechselseitige
Lektin-vermittelte Interaktion fiihrt zu einem dualen Erkennungsmechanismus, der fir den
Organotropismus symbiotischer und pathogener Mikroorganismen verantwortlich ist

(Beachey 1980; Liener et al., 1986; Mirelman & Ofek 1986).

1.7 Lektine aus P. aeruginosa

Die bakterielle Adhasion von P. aeruginosa an den Wirt erfolgt neben unspezifischen
Wechselwirkungen auch durch das Flagellin (FIliC) und das FliD-Protein des Flagellums
(Scharfman et al., 2001), die Typ-IV-Pili (Hahn 1997) sowie die Lektine. P. aeruginosa besitzt
zwei dieser l6slichen Lektine, LecA (friher PA-IL (Gilboa-Garber et al., 1972)) und
LecB (friher PA-IIL (Gilboa-Garber et al., 1977)), beide sind direkt mit der Virulenz des
Bakteriums assoziiert (Gilboa-Garber 1982). P. aeruginosa Stamme, welche diese Virulenz-
assoziierten Faktoren exprimieren, weisen ein erhohtes Virulenzpotential auf (Gilboa-Garber
& Garber 1992) und haben somit eine wichtige Rolle bei der humanen Infektion. Die an der
Zelloberflache exponierten Oligossacharidrezeptoren sind in der Natur ubiquitar verbreitet.
Es ist daher davon auszugehen, dass beide Lektine an der Adhasion von Zellen an biotische
Oberflachen beteiligt sind (Tielker et al, 2005). Dies wird durch die Beobachtung
untermauert, dass die Zugabe von LecA- und LecB-spezifischen Kohlenhydraten zu einer
erfolgreichen Behandlung von P. geruginosa induzierter otitis externa diffusa Ohrerkrankung
(Steuer et al., 1995) sowie einer Atemwegsinfektion fiihrt (von Bismarck et al., 2001). Diese
Behandlung basiert auf der hohen Affinitdt der Lektine zu den Kohlenhydraten, weshalb die

Lektin-vermittelte bakterielle Adhasion an den Wirt verhindert wird (Tielker et al., 2005).
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Die Expression dieser beiden Lektine von P. aeruginosa ist mit zahlreichen weiteren
Virulenzfaktoren assoziiert, welche durch das komplexe QS-System sowie den alternativen
Sigmafaktor RpoS der stationaren Phase reguliert werden (Gilboa-Garber 1997; Winzer et al.,
2000). Aufgrund dessen ist die Synthese der beiden Lektine eng an die von weiteren
Virulenzfaktoren, wie die alkalische Protease, Elastase, Exotoxin A und Pyocyanin gekoppelt,
bzw. erfolgt zeitgleich (Whiteley et al., 1999). Die beiden Gene lecA und lecB liegen im
Genom relativ weit auseinander (Gilboa-Garber et al., 2000). Es wird angenommen, dass die
beiden Lektine evolutionar nicht verwandt sind, obwohl sie im weitesten Sinne eine dhnliche
Struktur ausbilden (Imberty et al., 2004) und relativ resistent gegeniiber Proteolyse, Sduren
sowie hohen Temperaturen sind (Imberty et al., 2004). Darliber hinaus sind beide Lektine in
der Lage, Erythrozyten von Ratten, Kaninchen, Hunden, Ma&usen und Schafen zu
agglutinieren, weshalb diese als Breitspektrum-Agglutinine bezeichnet werden (Gilboa-
Garber 1972a). Die optimalen Agglutinationstemperaturen von LecA und LecB unterscheiden
sich jedoch, so bindet LecA bei 4°C wahrend LecB bei 37°C am idealsten Erythrozyten bindet
(Gilboa-Garber et al., 1999). Aufgrund ihrer Funktion stellen die beiden P. aeruginosa Lektine
LecA und LecB ein vielversprechendes Ziel in der Behandlung von P. aeruginosa Infektionen
dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Komposition von Oligosacchariden und
Glykokonjugaten der menschlichen Muttermilch eine physiologische Schutzfunktion der
Babys vor LecA- und LecB-vermittelter P. aeruginosa Infektionen darstellen kann (Sharon &
Ofek 2000; Lesman-Movshovich et al., 2003; Perret et al., 2005). Besonders das Lektin LecB
wird durch die fukosylierten Glykane gebunden und in seiner Funktion als Virulenzfaktor
blockiert (Lesman-Movshovich et al.,, 2003). Zusatzlich konnten sie vergleichbar zum
Mistellektin als potentielle Pharmazeutika fir die Krebstherapie interessant sein, so zeigen
LecA und LecB in in vitro Studien Antitumor-Effekte (Avichezer & Gilboa-Garber 1991). Der
Sekretionsmechanismus dieser Lektine ist bisher unbekannt (Ma, Q. et al.,, 2003; Tielker et

al., 2005).

1.7.1 Struktur und Funktion von LecA

Das Lektin LecA (Winzer et al., 2000), friher als PA-IL (Gilboa-Garber 1972b) bezeichnet, ist
ein galaktophiles Kohlenhydrate-bindendes Protein, welches aus vier gleichen Monomeren
von je 12,76 kDa gebildet wird (Avichezer & Gilboa-Garber 1991; Avichezer et al., 1992;

Avichezer et al., 1994; Gilboa-Garber et al., 2000). Jedes dieser Monomere besitzt eine
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Zuckerbindestelle, welche jeweils ein Ca**-lon enthilt, dass die Zuckerbindung erméglicht
(Cioci et al., 2003). Das LecA-Protein zeigt eine Zuckerspezifitit von Melibiose >
Methyl-a-D-Galaktose > D-Galaktose > Methyl-B-D-Galaktose > N-Acetylgalaktosamin auf
(Chen et al., 1998). Die Affinitdt von LecA zu D-Galaktose weist eine Assoziationskonstante
(Ks) von 3,4 x 10° M auf (Garber et al, 1992). Zudem bindet LecA an eine Vielzahl von
Glykoproteinen (Chen et al., 1998) und Glykosphingolipiden (Gilboa-Garber et al., 1994;
Lanne et al.,, 1994). Dariber hinaus kann eine hohe Affinitdt von LecA zu Adenin und
N-Acyl-Homoserinlactone (AHL) beobachtet werden, welche jedoch von der Zuckerbindung
unabhangig und auf hydrophobe Liganden zuriickzufiihren ist (Stoitsova et al., 2003; Boteva
et al, 2005). Eine vergleichbare Bindung von Adenin kann zudem beim Lektin Rizin
(Watanabe et al., 1992) und einem Shiga-dhnlichen Toxin (Pallanca et al., 1998) beobachtet

werden.

Das LecA-Monomer umfasst 121 Aminosaduren (Avichezer et al., 1992; Gilboa-Garber et al.,
2000) und wird von dem 369 bp groflen lecA-Gen kodiert (Avichezer et al., 1994). Die
Expression des lecA-Gens ist an das P. geruginosa QS-System, den alternativen Sigmafaktor
RpoS und an das P. aeruginosa Quinolon-Signal (PQS) gekoppelt (Winzer et al., 2000; Diggle
et al, 2003; Schuster et al, 2003). Zudem wird die Expression von /ecA durch
Zell-Zell-Kontakt mit Wirtszellepithelen, wie z.B. Intestinumepithelzellen induziert (Wu et al.,
2003). Durch die Kopplung der lecA-Expression an das PQS-System ist die Expression von
LecA bereits in der friihen stationdaren Phase unabhangig von der Aktivierung des
Rhl-Systems durch LasR moglich (Diggle et al., 2003). Dadurch umgeht das PQS-System die
negative transkriptionelle Regulierung von LecA durch MvaT, bzw. die posttranslationale
Regulierung durch die RsmA-vermittelte Repression der lecA-Transkription (Pessi et al.,
2001; Diggle et al, 2003). Die Transkriptionsterminierung erfolgt durch zwei
aufeinanderfolgende Stoppkodons, welche eine Haarnadelstruktur ausbilden und eine
Rho-unabhangige Terminierung ermoglichen (Gilboa-Garber et al., 2000). Das LecA-Protein
ist reich an Alanin, Asparagin, Asparaginsaure und Glycin, wahrend es geringe Mengen an

Arginin, Histidin und Methionin enthalt (Avichezer et al., 1992).

Die Struktur von LecA (PDB: 10KO) weist Ahnlichkeiten mit anderen Lektinen auf. Dariiber
hinaus weist es einen relativ niedrigen isoelektrischen Punkt von p/ = 4,94 auf (Avichezer et

al., 1992; Gilboa-Garber et al., 2000), enthalt einen Gberwiegend hydrophoben Kern und ein
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umfangreiches Netz an B-Faltblattern (Becker et al., 1975; Shaanan et al., 1991; Weis et al.,
1991; Avichezer et al., 1992). Trotz dieser und weiterer Gemeinsamkeiten mit anderen

Lektinen weist LecA keine ausgepragte Sequenzhomologie mit diesen auf (Avichezer et al.,

1992; Avichezer et al., 1994).

Zudem besitzt LecA kein bekanntes Signalpeptid fir die Sekretion (Avichezer et al., 1994)
und ist hauptsdchlich intrazelluldr lokalisiert (Glick & Garber 1983; Diggle et al., 2006). Es
konnen lediglich geringe Mengen des LecA-Proteins an der Zelloberfliche beobachtet
werden (Glick & Garber 1983; Diggle et al., 2006), welche vielfiltige biologische Funktion
aufweisen. So ist LecA an der Biofilmbildung, Zellaggregation und der Adhédsion beteiligt
(Lanne et al., 1994; Blanchard et al., 2008; Boukerb et al., 2014). Wie bereits beschrieben,
bindet LecA Glykosphingolipide (Gilboa-Garber et al., 1994; Lanne et al., 1994). Eierhoff und
Kollegen zeigten, dass das Glykosphingolipid Gb3 der Wirtszelle von dem bakteriellen LecA
gebunden und durch einen LecA-vermittelten ,Lipid Zipper” die Zelle durch das Bakterium
penetriert wird und die Freisetzung bakterieller Toxine erfolgt (Eierhoff et al., 2014). Das
LecA ist somit ein Schliisselelement und Invasionsfaktor fiir die Penetration des Bakteriums
in die Wirtszelle (Eierhoff et al., 2014). Zudem konnte gezeigt werden, dass das Lektin LecA
einen negativen Einfluss auf die Zilienbewegung der Atemwege (Mewe et al., 2005; Gustke
et al., 2012) sowie zytotoxische Effekte auf Atemwegsepithelzellen aufweist und deren
Wachstumsrate reduziert, wodurch die P. geruginosa Infektion der Atemwege ermoglicht
wird (Bajolet-Laudinat et al., 1994). Dariiber hinaus induziert LecA eine Erhéhung der
Permeabilitdit in Darmepithelzellen, wodurch es zu einer erhohten Aufnahme des
P. aeruginosa extrazelluldren Exotoxins A kommt (Laughlin et al., 2000). Die Fahigkeit des
LecA, verschiedenste Kohlenhydratstrukturen zu binden, ermoglicht dem Bakterium,
Kohlenhydratestrukturen zu vernetzen und ist notwendig fir die initiale Biofilmbildung. Das
extrazellulare Polysaccharid Psl besteht neben Mannose ebenfalls aus Galaktose (Ma, L. et
al., 2007), fir welches LecA eine hohe Affinitat aufweist (Garber et al., 1992). Die teilweise
extrazellulare Lokalisation des LecA-Proteins an der duReren Membran (Glick & Garber 1983)
fihrt zudem zu einer Zellagglutination, welche moglicherweise auf der Bindung von
Galaktose-Derivaten der Lipopolysaccharide (LPS) der duReren Membran von P. aeruginosa
durch das LecA basiert (Kulshin et al, 1991; Sadovskaya et al., 1998). Dies wiirde die

Gegenwart von LPS in Reinigungen des LecA-Proteins erklaren (Gilboa-Garber 1997).
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1.7.2 Die Expression, Funktion und Struktur von LecB

Das Lektin LecB ist ein Kohlenhydrat-bindendes Protein mit einer hohen Affinitat zu L-Fukose
(K 1,5 x 10° M) und p-Mannose (K, 3,1 x 10> M) (Garber et al., 1987). Die Expression und
Regulation des lecB-Gens, welches 345 bp umfasst, unterliegt dem komplexen QS-Regulon
sowie dem alternativen Sigmafaktor RpoS der stationdren Phase (Gilboa-Garber 1997;
Winzer et al, 2000) und dem globalen AmrZ (alginate and motility regulator 2)
Transkriptions-regulator (Xu & Wozniak 2015). Die Transkriptionsterminierung erfolgt
moglicherweise durch eine 16 bp hinter dem Stoppkodon beginnende GC-reiche Region,
welche eine Haarnadelstruktur und somit eine Rho-unabhéngige Transkritionsterminierung
ermoglichen kann (Gilboa-Garber et al., 2000). Die transkriptionelle Kopplung der lecB
Expression an das QS-System ermoglicht eine definierte Expression des Lektins parallel zu
weiteren Virulenzfaktoren sowie dem LecA-Protein. Es wurde gezeigt, dass das
homotetramere LecB-Protein in der logarithmischen Wachstumsphase weder extrazellular
noch in einer zellularen Fraktion detektiert werden konnte (Lecoutere et al., 2012; Couto et
al., 2015; Reales-Calderdn et al., 2015), wohingegen es in Gesamtzelllysaten der stationdren

Phase nachweisbar war (Gilboa-Garber 19723, b; Gilboa-Garber et al., 1977).

Im Vergleich zu LecA weist LecB eine dhnliche Aminosdurekomposition von Alanin, Arginin,
Glutamin und Glutaminsadure auf (Gilboa-Garber et al., 2000), wohingegen LecB kein Cystein,
Methionin und Histidin sowie weniger Glycin und Isoleucin, dafiir aber mehr Asparagin,
Serin, Theronin und Valin als LecA aufweist (Gilboa-Garber et al., 2000). Das LecB-Protein
umfasst 114 Aminosduren und weist einen relativ niedrigen isoelektrischen Punkt von
p/ = 3,88 auf (Gilboa-Garber et al., 2000). Vier LecB-Monomere von je 11,73 kDa bilden ein
biologisch funktionales Homotetramer (Gilboa-Garber et al., 2000; Mitchell, E. et al., 2002;
Loris et al., 2003; Mitchell, E. P. et al., 2005). Jedes Monomer ermoglicht die Bindung eines
Kohlenhydratliganden in einer flachen Bindetasche. Die Zuckerspezifitat von LecB reicht von
p-Nitrophenyl-a-L-Fukose > L-Fukose > Fukosylamin = L-Galaktose > D-Mannose zu D-Fukose
(Garber et al., 1987). Zudem kann eine besonders hohe Affinitdt des LecB gegeniiber
fukosehaltigen Lewis®-Trisacchariden (Kq = 210 nM) beobachtet werden (Perret et al., 2005).
Durch die Aufklarung der 3D-Struktur (Abb. 2) des LecB-Proteins in hoher Auflésung konnte
die strukturelle Grundlage und Interaktion mit Kohlenhydraten erkldrt werden (Mitchell, E.
et al., 2002; Loris et al., 2003; Mitchell, E. P. et al., 2005; Perret et al., 2005; Sabin et al.,
2006; Marotte et al., 2007).
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LecB-Monomer LecB-Tetramer

Abbildung 2 Die schematische Darstellung der Struktur von LecB. Links dargestellt ist das LecB-Monomer mit den beiden
fir die Zuckerbindung koordinierten Ca*-lonen (grine Kugeln) und dem gebundenem Fucose Liganden (lila). Rechts
dargestellt ist das LecB-Tetramer bestehend aus vier Monomeren, jeweils in einer anderen Farbe dargestellt (A, B, C oder D)
mit den koordinierten Ca**-lonen (grine Kugeln). Jedes Monomer hat ein Fukose-Molekiil gebunden. Die Abbildung basiert
auf der PDB Struktur 10XC von Loris et al., 2003.

Dabei zeigt sich, dass die Konformation des LecB-Monomers und des Tetramers eine starre
Einheit bilden, die nicht von den Kohlenhydrat-Liganden oder spezifischen
Kristallumgebungen beeinflusst werden (Loris et al, 2003). Die Interaktion von
Kohlenhydraten und Proteinen basiert auf einer Balance von Wasserstoffbriickenbindungen
und hydrophoben Wechselwirkungen (Sabin et al., 2006). Das P. aeruginosa LecB weist eine
mikromolare Zuckerbindeaffinitit auf, welche durch zwei Ca®"-lonen und die
Wasserstoffbrickenbindungen vermittelt wird (Garber et al., 1987; Adam, J. et al., 2007).
Zudem kann im LecB-Protein lediglich eine hydrophobe Interaktion zwischen der
Aminosaure Thr45 und der Fukose beobachtet werden, welche jedoch fir die Affinitat
entscheidend ist (Sabin et al., 2006). Diese Faktoren zusammen vermitteln dem LecB-Protein
eine deutlich hohere Affinitat als es in klassischen Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen (blich
ist (Mitchell, E. et al,, 2002). Die beiden maRgeblich an dieser Bindung beteiligten Ca**-lonen
des LecB-Proteins befinden sich sehr nah beieinander, lediglich 2,73 bis 2,75 A trennen diese
(Adam, J. et al, 2007). Die Koordinierung der Ca®"-lonen ist fur die Zuckerbindung
entscheidend (Tielker 2005) und wird durch eine saure Bindetasche der Aminosduren Asn21,
Glu95, Asp99, Aspl01, Asn103, Aspl1l04 sowie der Glyl14-Terminus des benachbarten
Monomers ermdglicht (Tielker 2005; Sabin et al., 2006). Jedes der Ca**-lonen komplexiert
jeweils drei Hydroxylgruppen der gebundenen Monosaccharide (Tielker 2005). In
Abwesenheit eines Kohlenhydrat-Liganden ersetzen Wassermolekiile die Sauerstoffatome
des Kohlenhydrates, welche an der Interaktion mit der Bindestelle des LecB-Proteins

beteiligt sind (Loris et al., 2003; Tielker 2005; Sabin et al., 2006). Die geloste Struktur des
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bakteriellen pflanzenpathogenen Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) RS-lIL-Proteins
weist Ahnlichkeiten zu LecB auf, dennoch unterscheiden sich die Affinititen zu
Monosacchariden (Sudakevitz et al., 2004). Das RS-lIL-Protein weist eine hohe Affinitat zu
Mannose und Fruktose auf, wahrend das LecB-Protein Fukose als Ligand préferiert
(Sudakevitz et al., 2004). Dies legt nahe, dass die Affinitat zu verschiedenen Kohlenhydraten
mit der Architektur der Zuckerbindetasche zusammenhéngt. Innerhalb der Zuckerbindestelle
befindet sich der sogenannte Spezifitdtsloop, bestehend aus drei Aminosduren. Im
P. aeruginosa Lektin LecB besteht dieser Spezifitdtsloop aus der Aminosauren-Triade Ser22,
Ser23 und Gly24 (Adam, J. et al., 2007), wahrend im R. solanacearum RS-lIL-Lektin die
Aminosauren Ala22-Ala23-Asn24 den Spezifitdtsloop bilden (Sudakevitz et al., 2004). Dabei
konnte gezeigt werden, dass in P. aeruginosa LecB die Aminosaure Ser23 tiber die Spezifitat
des LecB-Proteins zu verschiedenen Zuckern entscheidet (Adam, J. et al., 2007). Der
Austausch des Spezifitdtsloops des P. geruginosa LecB-Proteins gegen den des homologen
RS-1IL-Proteins hat keinen Einfluss auf die Bildung von Tetrameren, wohl aber auf die
Spezifitat zu Kohlenhydraten (Adam, J. et al., 2007). Das LecB-Protein wurde zunéchst
Uberwiegend zytoplasmatisch detektiert (Glick & Garber 1983), spater konnte dies
periplasmatisch (Bartels et al, 2011) als auch in grofleren Mengen in den &duleren
Membranfraktionen von sessilen P. aeruginosa Zellen detektiert werden (Tielker et al.,
2005). Es ist allerdings bisher nicht bekannt, wie LecB an die dulRere Membran lokalisiert
wird, da alle bekannten Sekretionssignale fiir den Transport Uber die innere und dulRere

Membran von P. aeruginosa fehlen (Ma, Q. et al., 2003; Tielker et al., 2005).
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1.8 Bakterielle und eukaryotische Interaktionspartner von LecB

Patienten mit zystischer Fibrose weisen erhohte Mengen an fukosylierten Glykoproteinen
der Atemwegsepithelien sowie einen erhoéhten Anteil an sialylierten und sulfatierten
Oligosacchariden auf, welche die bevorzugten Liganden von LecB darstellen (Mitchell, E. et
al., 2002). Die Bindung des LecB-Proteins an diese Zellen tragt wesentlich zur chronischen
P. aeruginosa-vermittelten Atemwegsinfektion bei (Scanlin & Glick 2001). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass LecB invitro die Zilienbewegung der Atemwegsepithelien
reduziert und so den natirlichen Abwehrmechanismus der menschlichen Lunge inhibiert

(Adam, E. C. et al., 1997a; Adam, E. C. et al., 1997b; Mewe et al., 2005; Gustke et al., 2012).

Es konnte gezeigt werden, dass das LecB Protein an der dufReren Membran lokalisiert ist
(Tielker et al., 2005) und durch die Behandlung der duReren Membran mit pNPF, einem
L-Fukose-Derivat, fiir welches LecB eine hohe Affinitat aufweist (Garber et al., 1987) von der
duReren Membran geldst werden kann (Tielker et al., 2005). Daraus wurde geschlossen, dass
LecB moglicherweise mit fukosehaltigen Liganden der dulReren Membran interagiert (Tielker
et al., 2005). Die Lipopolysaccharide und glykosylierte Proteine der duferen Membran, wie
die Typ-IV-Pili des P. geruginosa 1244 Stammes (Castric 1995; Castric et al., 2001) sowie die
Flagellen von P. aeruginosa PAK (Flagellin-Typ-A) und PAO1 (Flagellin-Typ-B) (Brimer &
Montie 1998) stellen kohlenhydrathaltige Liganden dar. Durch weitergehende Analysen der
duReren Membran konnte das duRere Membran Porin OprF (1.9) als Interaktionspartner von
LecB identifiziert werden (Bartels 2009; Funken et al., 2012). Der Mechanismus der
LecB-OprF-Interaktion ist bisher unbekannt (Funken et al., 2012). Mittels bioinformatischer
Vorhersage konnen vier N-Glykosylierungsstellen im OprF-Protein bestimmt werden (Gupta
et al, 2004), allerdings kann experimentell keine Glykosylierung des OprF-Proteins
beobachtet werden, die eine Interaktion des LecB-Proteins mit OprF erklaren konnte
(Funken et al., 2012). Die Lokalisierung an der duBeren Membran erklart jedoch den Einfluss
von LecB auf die Biofilmbildung (Tielker et al., 2005). So zeigen Biofilmanalysen, dass
P. aeruginosa lecB-defiziente Stamme in der Biofilmbildung beeintrdchtigt sind (Tielker et al.,
2005). Es kann gezeigt werden, dass Mannose, ein Zucker fiir den LecB besonders affin ist
(Garber et al.,, 1987), eine der Hauptbestandteile der extrazelluldren Polysaccharide von
P. aeruginosa PAO1 Biofilmen ist (Wozniak et al., 2003). Es wird davon ausgegangen, dass
LecB moglicherweise diese Kohlenhydrate bindet und den Biofilm auf diese Weise vernetzt

und stabilisiert. Zudem kann gezeigt werden, dass das LecB an der initialen
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Mikrokoloniebildung fir den Biofilm beteiligt ist (Boukerb et al., 2014). Die Zugabe von
Glykopeptid-Dendrimeren, welche das LecB-Protein als Ziel haben, zu P. aeruginosa Kulturen
zeigt, dass dies zu einer Inhibierung und Aufldsung von Biofilmen fihrt, weshalb LecB als Ziel
fir die Entwicklung von P. aeruginosa Biofilminhibitoren geeignet erscheint (Johansson et
al., 2008; Kolomiets et al., 2009). Dariiber hinaus kann ein Einfluss des LecB-Proteins auf die
Biogenese der Typ-IV-Pili und die extrazelluldre Protease IV Aktivitdt beobachtet werden,
weshalb dieses moglicherweise die Typ-ll Proteinsekretion von P. aeruginosa beeinflusst

(Sonawane et al., 2006).

Zusammengefasst weist das LecB-Protein einen Einfluss auf die Adhasion an den Wirt, die
Typ-IV-Pili-Biogenese und die Mikrokolonie- sowie Biofilmbildung auf. Bartels zeigt, dass die
hypothetische, periplasmatische Glutaminase-Asparaginase AnsB mit LecB und OprF
gereinigt werden konnte und moéglicherweise mit LecB interagiert (Funken et al.,, 2012).

Weitere Anhaltspunkte fiir eine Interaktion kdnnen jedoch nicht bestimmt werden.

1.9 Der LecB Interaktionspartner der dufleren Membran - OprF

Das duBere Membran Porin (outer membrane porin F) OprF konnte als spezifischer
Interaktions- und Bindepartner von LecB identifiziert werden (Bartels 2009; Funken et al.,
2012). Bei OprF handelt es sich um ein multifunktionales Protein, welches erstmals von
Hancock und Kollegen 1979 identifiziert wurde (Hancock et al., 1979). Die oprF-Expression ist
durch die Sigmafaktoren fiir die extrazytoplasmatische Funktion, AlgU und SigX gesteuert
(Brinkman et al., 1999; Bouffartigues et al., 2012), welche ebenfalls an der Homdostase der
Zellhille beteiligt sind (Wood et al., 2006; Boechat et al., 2013; Gicquel et al., 2013; Blanka
et al., 2014). OprF weist ein Sec-Signalpeptid auf, welches zwischen Position 20 / 21
hydrolysiert wird (Bagos et al., 2010). Die Sequenz, Struktur und Funktion von OprF weist
eine deutliche Homologie zum OmpA-Protein der duBeren Membran von E. coli auf
(Doolittle 1986; Duchene et al., 1988; Woodruff & Hancock 1989). OprF ist, wie der Name
nahelegt, in der &duReren Membran lokalisiert und fungiert unter anderem als
Strukturprotein, dass die duRere Membran mit der Peptidoglykanschicht verankert (Hancock
et al., 1981; Woodruff & Hancock 1989; Rawling et al., 1998). Bei OprF handelt es sich um
eines der drei am haufigsten in der duReren Membran vorkommenden Proteine (Hancock et

al., 1981) mit bis zu 200.000 Kopien pro Zelle (Bellido et al., 1992), dessen primare Funktion
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als Porin identifiziert wurde (Hancock et al., 1979; Nicas & Hancock 1983; Woodruff et al.,
1986). Friihere Studien zeigen, dass OprF eine im Durchmesser 2,2 nm grofRe Pore bildet
(Benz, R. & Hancock 1981), welche vermutlich an der Aufnahme hydrophiler Substanzen
Uber die daulere Membran verantwortlich ist (Nicas & Hancock 1983; Woodruff & Hancock
1988) und einen signifikanten Einfluss auf die Permeabilitdit der dulReren Membran hat
(Woodruff & Hancock 1989). Weitere Untersuchungen weisen darauf hin, dass das OprF
homolog OmpA moglicherweise am Transport verschiedener Aminosaduren beteiligt ist
(Manning et al., 1977), wahrend Studien zu OprF darauf hindeuteten, dass dieses eine
Vielzahl ungeladener Polysaccharide in vivo und in vitro passieren lasst (Hancock & Nikaido
1978; Hancock et al., 1979; Nikaido & Vaara 1985). Spatere Studien zeigten, dass OprF die
unspezifische Diffusion von lonen (Yoon et al., 2002) und kleiner polarer N&hrstoffe,

inklusive der Polysaccharide bis 1,5 kDa GrofRRe, ermoglicht (Nestorovich et al., 2006).

Eine weitere Gemeinsamkeit zwischen OmpA und OprF ist die Pore mit zwei moglichen
Zustinden, offen oder geschlossen (Benz, R. & Hancock 1981; Nikaido & Vaara 1985;
Sugawara & Nikaido 1994; Sugawara et al., 2006). Dabei zeigten 1-5 % der OprF-Proteine
eine groBe offene und 95-99 % eine kleine geschlossene Pore (Woodruff et al., 1986;
Sugawara et al, 2006). Weitere Analysen offenbarten, dass OprF fiir die osmotische
Stabilisierung der Zelle notwendig ist und somit fiir die progressive Stabilisierung der
dulReren Membran verantwortlich ist (Woodruff & Hancock 1989). Durch Abwesenheit von
OprF in P. geruginosa oprF-defizienten Stammen, kommt es zu einer Veranderung des
Zellwachstums unter veranderten osmotischen Bedingungen (Woodruff & Hancock 1989).
Aulerdem weisen sie eine verdanderte Zellmorphologie auf, bei der die Zellen runder und
33 % kirzer sind sowie eine 46 % geringere Oberflachenabdeckung als der Referenzstamm
aufweisen (Gotoh et al., 1989; Woodruff & Hancock 1989). Mausinfektionsstudien mit
P. aeruginosa oprF-defizienten Stammen belegen, dass im Gegensatz zu Laborkulturen, diese
P. aeruginosa Stamme in vivo keinen Einfluss auf das bakterielle Wachstum aufweisen
(Rawling et al., 1998). Dass die Deletion von oprF keinen Einfluss auf das Zellwachstum
aufweist, konnte ebenfalls in virulenten P.aeruginosa PA14-Stammen in LB-Medium
beobachtet werden (Dotsch et al., 2009). Mdéglicherweise hdngt dieser Effekt mit dem
QS-Netzwerk im Referenzstamm zusammen, da die Deletion von oprF zu einer
Desorganisierung des QS-Netzwerks fihrt (Bouffartigues et al, 2015). Dies hat eine

Reduktion der Produktion von zahlreichen wichtigen Virulenzfaktoren von P. aeruginosa zur
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Folge (Fito-Boncompte et al,, 2011). Zu diesen oprF-abhdngigen Virulenzfaktoren gehoren
die extrazellulare Elastase LasB, welche an der Degradation der Wirtszellmembranen
beteiligt ist (Yanagihara et al, 2003) und Pyocyanine, die Gewebe schadigen und
Lungenentziindungen in Mausen hervorrufen (Lau et al., 2004; Caldwell et al., 2009). Zudem
gehoren zu den oprF-abhdngigen Virulenzfaktoren das Exotoxin A, welches die
Proteinbiosynthese in Sdugerzellen inhibiert (Wretlind & Pavlovskis 1981) und das |6sliche
Galaktose-bindende Lektin LecA, welches P. aeruginosa vermittelte Lungenverletzungen
verursacht, indem es die Lungenepithele beschadigt (Chemani et al.,, 2009) und eine
Penetration des Bakteriums in die Wirtszelle ermoglicht (Eierhoff et al,, 2014). Dabei fiihrt
die Deletion von oprF zwar nicht zu einer veranderten Lebensfdhigkeit oder zur Zelllyse
(Woodruff & Hancock 1989), allerdings ist OprF in der Wirt-Pathogen Interaktion und
Pathogenitdt involviert. Die Untersuchungen zeigten, dass OprF als Adhasin bei der
bakteriellen P. aeruginosa Adhdsion an den Wirt beteiligt ist. Zudem konnten
OprF-spezifische Antikorper aus Patienten mit chronischer Infektion isoliert werden kénnen
(Yoon et al., 2002). Die Expression von oprF ist fir die vollstandige Ausbildung der Virulenz
von P. aeruginosa erforderlich (Fito-Boncompte et al., 2011). Durch die Bindung des
humanen Interferon-y an OprF wird die Expression von QS-abhangigen Virulenzfaktoren, wie
dem Lektin LecA von P.aeruginosa, ausgelost (Wu et al, 2005). Aufgrund dieser
Beobachtung wurde die Hypothese aufgestellt wurde, dass OprF als Sensor fir die
Wirtszellerkennung fungiert (Wu et al., 2005). Fiir die Erkennung von humanen Interferon-y
durch den OprF-Rezeptor wird ein Fukosyl-Rest bendétigt (Lundell & Narula 1994), weshalb es
moglich ist, dass das Fukose-spezifische Lektin LecB als Adapter die Erkennung des Zytokins

durch OprF vermittelt (Funken et al., 2012).

Dariber hinaus zeigen Analysen, dass ein P. geruginosa oprF-defizienter Stamm eine
80 % reduzierte Virulenz gegeniber dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans)
und eine 71 % reduzierte Zytotoxizitdt gegentiber humanen Caco-2/TC7 Zellen aufweist
(Fito-Boncompte et al.,, 2011). Adhasionsstudien zeigen, dass OprF fir die Bindung von
P. aeruginosa an eukaryotische Zellen notwendig ist (Azghani et al., 2002; Fito-Boncompte et
al., 2011). Die reduzierte Zytotoxizitdt basiert nicht ausschlieRlich auf der reduzierten
Adhédsion des Bakteriums an den Wirt, sondern hdngt mit einer Umgestaltung und
veranderten Aktivitat der Typ-lll Sekretionsmaschinerie zusammen (Fito-Boncompte et al.,

2011), welche fiir die Translokation von Toxinen in die Wirtszelle verantwortlich ist (Yahr &
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Frank 1994; Yahr et al., 1996b; Dacheux et al., 1999). Die Deletion von oprF fiihrt zudem zu
einer verstirkten Biofilmbildung, durch eine Uberproduktion des Exopolysacchariden Pel,
nicht jedoch Psl, einem verstarkten c-di-GMP Level und einer erhéhten Expression einer
kleinen nicht kodierenden RNA (rsmZ) des Gac/Rsm Signalwegs (Bouffartigues et al., 2015).
Dadurch werden zwei Gene (adcA und PA1181) des SigX-Regulons (Jones, C. J. et al., 2014),
welche an der Regulation des c-di-GMP Levels beteiligt sind, hochreguliert (Bouffartigues et
al., 2015). Dies hat, wie eingangs beschrieben zur Folge, dass die Deletion von OprF in der
duReren Membran zu einer Desorganisierung des QS-Netzwerks (Bouffartigues et al., 2015)

und zur Ausbildung veranderter, weniger komplexer Biofilme fihrt.

Ahnlich wie ein P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm, so ist auch ein P. aeruginosa
oprF-defizienter Stamm in der Hamagglutination negativ beeinflusst (Funken et al., 2012).
Dies legt nahe, dass LecB und OprF fir die Agglutination von roten Blutkdrperchen durch

P. aeruginosa notwendig sind (Funken et al., 2012).

Aufgrund der multifunktionalen Fahigkeiten von OprF, der Quantitat der OprF-Kopien in der
dulReren Membran und der Immunantwort der Wirtszellen besteht gesteigertes Interesse an
der Entwicklung von Impfstoffen gegen dieses Protein (Cripps et al., 1995; von Specht et al.,
2000; Price et al., 2001). Auf Basis dessen wurde ein Impfstoff entwickelt, der auf einem
Fusionsprotein von OprF-, Oprl- und Typ-A/B-Epitopen des Flagellums basiert (Weimer et al.,
2009). Durch Verabreichung dieses Proteins an Mause, welche mit nicht-mukoiden
P. aeruginosa infiziert wurden, konnen hohe Mengen an Antiseren detektiert und die

Infektion deutlich abgemildert und beendet werden (Weimer et al., 2009).

1.10 Anti-Adhéasionsstrategien

Aufgrund der steigenden bakteriellen Resistenz gegeniliber herkdmmlichen Antibiotika ist es
unerlasslich, alternative Medikamente zur Behandlung viraler und bakterieller Infektionen zu
entwickeln (Beuth et al., 1996; Thomas & Brooks 2004). Besonders deutlich wird dies in der
Betrachtung der zwischen den Jahren 2011 und 2016 in den deutschen Markt eingebrachten
Antibiotika. In diesem Zeitraum sind lediglich zehn neue Antibiotika auf den Markt
gekommen (vfa 2016). Die Problematik wurde von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
aufgegriffen und in regelmaRigen Prioritdtenlisten fiir die Erforschung und Entwicklung

neuer Antibiotika und Alternativen zusammengefasst. In der Prioritatenliste 2017 gehort
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P. aeruginosa zu den drei der kritischsten bakteriellen Pathogene fiir die zeitnah
Alternativen entwickelt werden sollen (World-Health-Organization 2017). Diese hohe
Prioritat unterstreicht abermals die Notwendigkeit der alternativen Ansatze zur Behandlung

von P. aeruginosa Infektionen.

Die Entwicklung und Verabreichung von Medikamenten, welche die Biofilmbildung
verhindern oder inhibieren, stellt einen vielversprechenden Behandlungsansatz dar (Stewart
& Costerton 2001). Ein Ansatz ist die Verhinderung des ersten essentiellen Schrittes einer
Infektion, die initiale Adhdsion des Mikroorganismus an den Wirt. Die Blockade von
Adhédsinen, zum Beispiel von Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen durch anti-adhasive
Medikamente, konnte eine Infektion verhindert oder diese abschwéachen (Mulvey et al.,
2001). Dies wurde bereits am Beispiel von Streptococcus pneumoniae und P. aeruginosa
gezeigt, indem die bakterielle Lektin-vermittelte Adhdsion an die menschliche Lunge und
Niere kann  durch Blockade der Lektine mit einem Liganden (z.B.
N-acetyl-D-Glukosamine/D-Galaktose oder N-acetyl-Neuraminsdure) abgewendet wurden
(Sharon 1984; Beuth et al., 1987a; Beuth et al., 1987b). Dies stellt besonders bei bisher
unzureichend therapierbaren Infektionen einen neuen therapeutischen Ansatz dar (Irvin &
Bautista 1999). Zudem zeigen Untersuchung von Diggle und Kollegen, dass die Zugabe von
Lektin-spezifischen Liganden in vitro zur Auflésung von Biofilmen fihrt (Diggle et al., 2006).
Dies verdeutlicht, dass die Lektine von P. geruginosa ein vielversprechendes Ziel fiir die
Entwicklung von Medikamenten, welche die Adhdsion des Humanpathogens an die

Wirtszelle und somit die bakterielle Infektion des Wirtes blockieren sind.

Die Verwendung von anti-adhdsiven Therapeutika weist zudem einen entscheidenden
Vorteil gegenitiber herkdmmlichen Antibiotika auf, denn es gilt als unwahrscheinlich, dass die
pathogenen Mikroorganismen Resistenzen gegen diese Therapeutika, welche die Bindung an
Wirtsoberflachen verhindern, entwickeln, da diese keinen direkten Einfluss auf das
Wachstum oder den Stoffwechsel des Bakteriums aufweisen (Ofek et al., 2003). Zudem
ermoglicht der Verzicht auf Antibiotika den Schutz der apathogenen Organismen im
natirlichen Mikrobiom des Wirtes, wodurch (multi-)resistente Mikroorganismen im direkten

Wettbewerb um das vorhandene Nahrstoffangebot stehen (Mulvey et al., 2001).
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1.11 Zielsetzung dieser Arbeit

Bakterielle Infektionen, besonders verursacht durch das Gram-negative, opportunistisch
humanpathogene Bakterium P. ageruginosa, stellen ein Problem mit hoher klinischer
Relevanz dar. Aufgrund der hohen Zahl an (multi-)resistenten Bakterien werden Alternativen
zu den konventionellen Antibiotikatherapien benétigt. Einen vielversprechenden Ansatz fir
solche notwendigen Therapiemoglichkeiten stellt die anti-Adhasionstherapie dar. Dabei wird
der initiale Schritt der bakteriellen Infektion, welcher durch verschiedene Adhéasine
vermittelt wird, durch Zugabe eines Bakterium-spezifischen Medikamentes unterbunden.
Zudem bietet sich die Moglichkeit an, den Sekretionsmechanismus der Proteine, welche fir
die Adhasion entscheidend sind, zu inhibieren, wodurch eine Infektion ebenfalls verhindert
werden kann. Das P. aeruginosa Lektin LecB ist ein auf der duBeren Membran lokalisiertes
kohlenhydratbindendes Protein, welches mit der Wirtszelloberflache interagiert und an der
Entwicklung von Biofilmen beteiligt ist. Dieses Lektin gilt daher als vielversprechendes Ziel
fir die Entwicklung von Medikamenten, welche die Adhéasion des Humanpathogens

P. aeruginosa an die Wirtszelle und somit die bakterielle Infektion des Wirtes blockieren.

Da bisher nicht bekannt ist, wie LecB Uber zwei Membranen auf die Zelloberflache von
P. aeruginosa transportiert wird, ist das Ziel dieser Arbeit, Proteine zu identifizieren, die an
der Sekretion von LecB beteiligt sind. Um dies zu erreichen, wird ein System zur
quorum sensing (QS) unabhangigen Expression von nicht zellgebundenen LecB in
P. aeruginosa etabliert. Dazu soll neben dem Einsatz eines konstitutiven Promotors auf
einem plecB-Expressionsvektor ein P. geruginosa lecB- und oprF-defizienter PATS1 Stamm
konstruiert werden, welcher durch die fehlende Interaktion mit OprF, das QS-entkoppelte
LecB im extrazellularen Medium lokalisiert. Ferner wird das modified Enzyme-Linked Lectin
Assay (mELLA) Hochdurchsatzverfahren entwickelt, welches eine sensitive Quantifizierung
von extrazelluldrem LecB in Kulturiiberstanden ermoglicht. Mit Hilfe des mELLA wird eine zu
erzeugende Transposon-Bibliothek des P. aeruginosa PATS1 Stammes mit Expressionsvektor
nach Genen durchsucht, die einen Einfluss auf die Sekretion von LecB aufweisen. Durch die
Identifizierung des Transposonintegrationsortes der Stamme, welche signifikant reduzierte
extrazellulare Mengen an LecB aufweisen, sollen Riickschliisse auf den Transport-
mechanismus von LecB gezogen werden. Komplementiert werden diese Untersuchungen
durch vergleichende Proteomanalysen und die Aufklarung der physiologischen Rolle

bekannter Interaktionspartner von LecB.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Chemikalien und Enzyme wurden falls nicht

anders angegeben von folgenden Firmen bezogen:

Antibiotika:

Chemikalien:

Enzyme:

Sigma (Deisenhofen), AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen), Serva
(Heidelberg), GE Healthcare (Solingen)

New England Biolabs (Frankfurt am Main), ThermoFisher Scientific

(Darmstadt)

2.2 Bakterienstimme, Hefen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme (Tab. 1) und Plasmide (Tab. 2) sind nachfolgend

dargestellt.

Tabelle 1 Verwendete Bakterien und Hefestamme.

Stamm Genotyp Referenz/Bezugsquelle
F- ompT hsdSg(rg mg) gal decm
Escherichia coli BL21(DE3) (Alts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5- Studier et al., 1986
T7genel)

supE44 (lacZYA-argF)U196 (980

Escherichia coli DH5a lacZM15) hsdR17 recAl endAl Woodcock et al., 1989

gyrA96 thi-1 relAl

Ec294::[RP4-2 (Tc"::Mu)

Escherichia coli S17-1 (Km'::Tn7)], pro, res, recA, tra’, Simon et al., 1983

Tpr, Smr

Ec294::[RP4-2 (Tc"::Mu)

Escherichia coli $17-1 Apir (Km"::Tn7)], pro, res, recA, tra’, Simon et al., 1983

Tpr, Smr, thi, Apir
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Tabelle 1 Fortsetzung verwendeter Bakterien und Hefestamme.

Stamm

Genotyp

Referenz/Bezugsquelle

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Wildtyp

Holloway et al., 1979

Pseudomonas aeruginosa PATI3

P. aeruginosa PAQ1, AlecA

Tielker 2005

Pseudomonas aeruginosa PATI4

P. aeruginosa PAO1, AlecB

Tielker et al., 2005

Pseudomonas aeruginosa PATS1

P. aeruginosa PAQ1, AlecB,
NoprF::QGm'

Diese Arbeit

Pseudomonas aeruginosa AamrZ

P. aeruginosa PAO1, AamrZ::Tn5

Jacobs et al., 2003

Pseudomonas aeruginosa AansB

P. aeruginosa PAO1, AansB::Tn5

Jacobs et al., 2003

Pseudomonas aeruginosa AoprF

P. aeruginosa H636, AoprF::Strep’

Rawling et al., 1998

Pseudomonas aeruginosa AxcpA

P. aeruginosa 2B18

pilD(AxcpA)::Tn5

Strom et al., 1991

Pseudomonas aeruginosa PAG2

(AxcpQ)

P. aeruginosa PAO1, AxcpQ

de Groot et al., 2001

Candida albicans SC5414

Wildtyp

Klinisches Isolat

Tabelle 2 Verwendete Vektoren.

Vektoren Genetische Marken Referenz/Bezugsquelle
pET19b ColE1 Pr7410, Amp', lacl® Novagen, Madison, USA
pET22b CoIE1 Pr7410, Amp", lacl®, pelB Novagen, Madison, USA

pSUP202 pBR325, Amp’, Cm', Tet', mob Simon et al., 1986
pSUP202 mit 1.090 bp Ncol / Pstl PCR Produkt . .

pSUP-UD mit US und DS Region von AoprF Diese Arbeit
pSUP202 mit 2.662 bp Ncol / Pstl PCR Produkt

pSUP-UGD mit US und DS Region von AoprF sowie Diese Arbeit

OGm'-Kassette

pBBR1MCS1 rep, mob, lacZa., P, P17, Cm" Kovach et al., 1994

pBSL142 pBluescript Derivat, MCS, Amp’, Gm" Alexeyev et al., 1995

pUTmMini-Tn5-/luxCDABE-tc

Transposon-basierter Mutagenesevektor mit
Tet  und luxCDABE-Kassette

Winson et al., 1998

plecB (alias pBBC2)

398 bp Xbal /Sacl-Fragment aus pEC2 in
PBBRIMCS (/ecB P, -kontrolliert)

Tielker 2001 (Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker
2001)(Tielker 2001)(Tielker

345 bp Ndel / BamHI PCR-Produkt mit lecB-Gen

2001)
. . . ™
plecB-L plecB mit N-termlnal'em.Lum/o-Tag an lecB Funken, unverdffentlicht
fusioniert
pURE pET19b mit synthetischem Polylinker und Bartels 2004
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2.3 Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg) in

HPSF bzw. HPLC-gereinigter und lyophilisierter Form bezogen (Tab. 3, 4). Die Nukleinsduren

wurden gemaR den Herstellervorgaben mit dH,0 auf eine Konzentration von 100 pmol/uL

eingestellt.

Tabelle 3 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden fiir Polymerasekettenreaktion (PCR),
Sequenzierung (Seq.), Inverser-PCR (IP) und Plasmid-Rescue-Versuche (PR) verwendet.

Bezeichnung Sequenz (5’->3’) Merkmal Referenz
DSAoprF-A GGACGCGTTCGGCTGAGCCTCTAAGGAAA Miul Diese Arbeit
DSAoprF-B TACTGCAGGATCCATGCATCTTCGGCCGC Pstl Diese Arbeit

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Seq. MWG Biotech, Ebersberg
T7 term CTAGTTATTGCTCAGCGGT Seq. MWG Biotech, Ebersberg
TET-1-FP-1-FW GGGTGCGCATGATCCTCTAGAGT PR EpiCentre, Madison WI, USA
TET-1-FP-2-FW TAAATTGCACTGAAATCTAGAAATA PR EpiCentre, Madison WI, USA
TET1-FP4_TS CAGAAé: (':A ;_? (;I'TCCCéA'I' (S((;i: g Tece Seq. Diese Arbeit
TS-A6 ATCAAGATGGGGATTTAACGG Seq. Diese Arbeit
TS-A7 TTTCCTTAGAGGCTCAGCCGA Seq. Diese Arbeit
TS-IP_Narll CATTCAGGTCGAGGTGGCCCG IP Lewenza et al., 2005
TS-1P_Narl2 CAGAACATATCCATCGCGTCCGCC IP Lewenza et al., 2005
TS-IP_Narl3 CGGTTTACAAGCATAAAGCTTGC Seq. Lewenza et al., 2005
USAoprF-A TTTACCATGG GCTACCTGGGCAACGACCGCG Ncol Diese Arbeit
USAoprF-B AI_?Z';;?_EE??E? CC'IF;T-I-GCASS i Milul Diese Arbeit

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten qPCR Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden fiir die quantitative PCR (qPCR)

verwendet (2.10.4).

Bezeichnung Sequenz (5’->3’) Merkmal | Referenz
TS-DOR CTAGCCGAGCGGCCAGTTGA lecB Diese Arbeit
TS-D1L GGCAGCAGTGGCAAGGTACA lecB Diese Arbeit
TS-D5L TCGCGGCTACAAGTTCTCCA rpoD Diese Arbeit
TS-D5R GCGGTTGAGCTTGTTGATCG rpoD Diese Arbeit
TS-D6L GTTACGGACCTACCCAGA lecA Diese Arbeit
TS-D6R GCACGTCGTTGTAGATAAGA lecA Diese Arbeit
TS-D7L GAGCACACCGAGAAGCCTAT ansB Diese Arbeit
TS-D7R TTCGGTCTTGATGTTGACCA ansB Diese Arbeit
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2.4 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die verwendeten Escherichia coli (E. coli) und P. aeruginosa Bakterienkulturen wurden in
LB-Medium bei 37°C inkubiert. Die Flissigkulturen mit einem Volumen von bis 5 mL wurden
auf einem Reagenzglas-Rotator (Stuart, England), tber 5 mL im Erlenmeyer-Kolben auf
einem Inkubationsschiittler (Unitron, Infors HT, Bottmingen, CH) bei 150 UpM kultiviert. Das
Verhaltnis von Kulturvolumen und Volumen des verwendeten Erlenmeyer-Kolbens
entsprach dem Verhaltnis 1:10. Die Kultivierung von Stammen mit im Vektor oder Genom
kodierten Resistenzmarkern, erfolgte unter Selektionsdruck durch Zugabe des jeweiligen
Antibiotikums (Tab. 5). Als Ubernachtkulturen (UK) wurden Kulturen bezeichnet, welche
mindestens fir 16 h inkubiert wurden. Hauptkulturen wurden aus einer UK auf eine optische
Dichte O.D.sgonm (Spektralphotometer Genesys 10uv, ThermoFisher Scientific, Darmstadt)
inokuliert. Die kurzfristige Lagerung der Bakterien erfolgte durch Ausstreichen der Zellen auf
LB-Festmedien. Fiir die dauerhafte Lagerung der Bakterien wurden UK mit 7,5% (v/v) DMSO

versetzt, mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
LB-Medium: 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, 10 g/L Trypton
NB-Medium: 8 g/L Bouillon (Lab Lemco Broth, Oxoid), 4 g/L NacCl

TSB-Medium: 17 g/L Casein Pepton, 2,5 g/L Dikaliumhydrogenphosphat, 2,5 g/L Glukose,
5 g/L NaCl, 3 g/L Soja Pepton

Zur Herstellung von Festmedien wurde den Medienkomponenten 1,5% (w/v) Agar
zugegeben. Hitzesensitive Zusatze wurden mit Membranfiltern (Porendurchmesser <0,2 um
GE Healthcare, Solingen) steril filtriert und den autoklavierten Medien bei einer Temperatur

von <60°C zugesetzt.

Tabelle 5 Konzentration der eingesetzten Antibiotika. Die dargestellten Antibiotika Konzentrationen (ug/mL) wurden
verwendet um den Selektionsdruck fiir die Bakterienkulturen zu erzeugen.

Konzentration fiir

Konzentration fiir

Antibiotikum E. coli (ng/mL) P. aeruginosa (pg/mL)
Ampicillin (Amp) 100 -
Chloramphenicol (Cm) 50 300
Gentamycin (Gm) 10 30
Tetracyclin (Tet) 10 100
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2.5 Isolierung von Nukleinsduren

Die Isolierung von Plasmiden aus E. coli und P. aeruginosa erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim & Doly 1979) bzw. durch die Verwendung des ,,innuPrep Plasmid
Mini Kit“ (Analytic Jena, Jena) gemalR den Herstellerangaben. Die chromosomale DNA aus
P. aeruginosa Zellen wurde mit Hilfe des ,DNeasy Blood & Tissue Kit“ (QIAGEN, Hilden)

gemaR den Herstellerangaben fiir Gram-negative Bakterien, isoliert.

2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte mittels NanoDrop 2000c

Spektralphotometer (ThermoFisher Scientific, Darmstadt) gemaR den Herstellerangaben.

2.7 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen (Sambrook et
al., 1989). Dazu wurden 1-2 %ige Agarosegele auf 0,5x TBE-Pufferbasis (45 mM Tris-Base;
45 mM Borat; 1,25 mM Na,-EDTA; pH 8.3) gegossen und mit Ethidiumbromid (EtBr) versetzt.
Die zu untersuchende DNA wurde mit DNA-Probenpuffer (5x DNA loading dye, ThermoFisher
Scientific, Darmstadt) versetzt und in die entsprechenden Spuren gegeben. Als
GroRenstandard wurde je nach zu untersuchendem Fragment der 100 bp GeneRuler™
(ThermoFisher Scientific, Darmstadt) bzw. 1 kB GeneRuler™ (ThermoFisher Scientific,
Darmstadt) verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 130V fiir 25 min in
0,5x TBE-Laufpuffer. Die DNA konnte anschlieBend aufgrund des interkalierten
Ethidiumbromids mittels UV-Strahlung im ,Eagle Eye l1“-Videodokumentationssystems der

Firma Stratagene (Heidelberg) visualisiert werden.

2.8 Prdparative Gelelektrophorese und Isolation von Nukleinsdauren aus
Agarosegelen

Die praparative Gelelektrophorese erfolgte aquivalent zur analytischen Gelelektrophorese,

jedoch ohne Zugabe des Ethidiumbromids. Nach der Gelelektrophorese wurden die

gewlinschten Fragmente vorsichtig und zligig unter UV-Belichtung mit einem Skalpell
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ausgeschnitten. Die Gelelution erfolgte mittels QIAGEN ,,QlAquick Gel Extraction Kit“ gemaR
den Herstellerangaben. AnschlieRend wurde die Konzentration der isolierten Nukleinsdure
bestimmt (2.6). Abweichend wurden bei geringen Ausbeuten der DNA-Konzentration, die
Elutionsschritte durch Erhéhung der Inkubationstemperatur von RT auf 50°C erhoht und die

finale Zeit der Zentrifugation verdoppelt erhoht.

2.9 Invitro - Rekombination von DNA

Die Restriktionshydrolyse erfolgte gemal den Herstellerangaben. AnschlieBend wurden die
Restriktionsendonukleasen nach Herstellerangaben inaktiviert. Die Fragmente wurden
mittels Agarosegelelektrophoresen (2.7) auf die Fragmentldnge Gberprift. Die hydrolysierte
DNA wurde mittels praparativen Gelelektrophoresen und anschlieRender Gelextraktion (2.8)
extrahiert oder durch das ,Double-Pure Kit“ (Analytic Jena, Jena) gemaR den
Herstellerangaben, gereinigt. Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels
T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scientific, Darmstadt). Dazu wurden die Fragmente in 1x T4
Ligase Puffer mit entsprechenden Einheiten (Units) der T4 DNA Ligase entweder fir zwei
Stunden bei 37°C inkubiert, oder bei 16°C (iber Nacht im Thermoblock inkubiert.
AnschlieBend wurde die DNA-Ligase bei 65°C fiir zehn Minuten Hitze-inaktiviert. Danach
wurden die Proben entweder direkt fiir die Transformation von Bakterienzellen verwendet

(2.12) oder mittels ,,Double-Pure Kit“ (Analytic Jena, Jena) gereinigt.

2.10 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.10.1 Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde nach Saiki durchgefiihrt (Saiki et al., 1988).
Dazu wurden standardmaRig folgende Ansdtze mit einem Gesamtvolumen von 50 pL fiir die
Polymerasekettenreaktion (PCR) angesetzt: 1 ng Vektor- oder 10 ng genomische DNA als
Vorlagenmatrix flir die Amplifizierung, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs
(ThermoFisher Scientific, Darmstadt) und 2,5 U Pfu-, Tag- oder Phusion®-Polymerase im
jeweiligen Reaktionspuffer des Herstellers. Die PCR wurde im ,Biometra T Advanced
PCR-Cylcer” (Biometra, Gottingen) mit folgendem Programm durchgefiihrt: 1x (1 min: 98°C)

30x (1 min: 98°C; 0,5min: 50-68°C je nach Schmelztemperatur der eingesetzten
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Oligonukleotide; 0,5-2 min x 72°C je nach Liange des zu amplifizierenden Fragmentes); 1x
(5 min: 72°C); 1x (Abkiihlen auf 4-16°C). AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels
gereinigt (2.10.5).

2.10.2 Kolonie-PCR

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten direkt aus Bakterienkolonien erfolgte mittels
Einzel-Kolonie-PCR. Dazu wurde die PCR (2.10.1) mit einer einzelnen Bakterienkolonie als
Matrize anstelle gereinigter DNA durchgefiihrt. Abweichend zur Standard-PCR wurde der

initiale Denaturierungsschritt bei 98°C auf 10 min verlangert.

2.10.3 Inverse-PCR

Die Inverse-PCR (IP) diente der Amplifizierung eines Genabschnitts zum Nachweis eines
Transposonintegrationsortes. Dazu wurden die zu untersuchenden Fragmente wie in 2.15.3
beschrieben isoliert. Die IP erfolgte je nach Fragmentlange und GC-Gehalt mit der Phusion®
(mit high-fidelity- oder GC-Puffer; ThermoFisher Scientific, Darmstadt) oder Tag
Polymerasen (ThermoFisher Scientific, Darmstadt). Als Oligonukleotide wurden TS-IP_Narl1
und TS-IP_Narl2 verwendet (Tm: 66°C). Diese dienten der Amplifizierung des DNA-Bereiches
aus dem Transposon heraus. Die Amplifizierung erfolgte nach dem Protokoll von Lewenza

(Lewenza et al., 2005).

2.10.4 Quantitative PCR

Der spezifische Nachweis von mRNA-Transkripten erfolgte mittels quantitativer PCR (qPCR).
Dazu wurden zundachst die zu untersuchenden Kulturen inkubiert (2.4) und die Zellen mittels
Zentrifugation (5.000 x g, 15 min) zum zu untersuchenden Zeitpunkt sedimentiert. Die
RNA-Isolierung erfolgte gemalR den Herstellerangaben des ,NucleoSpin® RNA-Isolierungskit*
(Macherey-Nagel, Diren). AnschlieRend wurde die isolierte RNA mittels Ambion ,DNase
Treatment & Removal” Kit (ThermoFisher Scientific, Darmstadt) behandelt und mogliche
vorhandene DNA hydrolysiert. Nachfolgend wurde die mRNA mittels reverser Transkriptase

(ThermoFisher Scientific, Darmstadt) in cDNA umgeschrieben und deren Konzentration
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mittels NanoDrop 2000c Spektralphotometer (ThermoFisher Scientific, Darmstadt) bestimmt
(2.6). Die qPCR erfolgte mit Hilfe des ,Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix“-Kits von
ThermoFisher Scientific (Darmstadt) gemall den Herstellerangaben. Die verwendeten
Oligonukleotide (Tab.4) fir die qgPCR wurden mittels der Primer3-Website
(http://primer3.ut.ee) ermittelt (Programmparameter: Produktlange: ~120 bp,

Oligonukleotidldange: 20 bp, Oligonukleotid-Schmelztemperatur: 55-61°C).

2.10.5 Reinigung von PCR-Proben

Die Reinigung von PCR-Proben erfolgte entweder durch das ,QIAquick PCR Purification Kit“
QIAGEN (Hilden) bzw. dem ,Double-Pure Kit“ (Analytic Jena, Jena) gemafR den
Herstellerangaben oder durch die praparative Gelelektrophorese mit anschlieRender

Gelelution (2.8).

2.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten und Vektoren wurde als Auftragsarbeit von der
Firma MWG Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg) durchgefihrt. Sofern entsprechende
Oligonukleotide zur Sequenzierung nicht bei MWG vorlagen, wurden die Proben vorab mit

den entsprechenden Oligonukleotiden versetzt.

2.12 Ubertragung von Plasmid-DNA

2.12.1 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Transformation kompetenter Zellen

Die Transformation sowie die Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli Zellen erfolgte

nach Hanahan (Hanahan 1983).

2.12.2 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation
Die mobilisierbaren Plasmide wurden in P. aeruginosa-Zellen durch di-parentale Konjugation
eingebracht. Dazu wurden UK des plasmidhaltigen Donorstammes E.coli S17-1 oder

S$17-1 Apir und des Rezipientenstammes von P. geruginosa angezogen (Tab. 1). Je 1 mL des
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Donorstammes wurde mit einem 1 mL des jeweiligen Rezipientenstammes, die zuvor fiir
zehn Minuten bei 46°C inkubiert wurden, gemischt und durch Zentrifugation (3 min;
5.000 x g, RT) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in LB-Medium
resuspendiert und fir vier bis acht Stunden bei 37°C auf Membranfiltern (0,2 um
Cellulose-Acetat, GE Healthcare, Solingen) auf LB-Festmedium inkubiert. Anschliefend
wurden die Filter mit den Zellen abgenommen und in ReaktionsgefdBe mit LB-Medium
Uberfihrt. Darin wurden die Zellen durch vortexen von dem Membranfilter gelést und in
unterschiedlichen Verdinnungen auf Selektivagarplatten ausplattiert. Zur Kontrastselektion
von E.coli S17-1 wurden zusatzlich im Selektivagar 25 pug/mL Irgasan oder 100 pg/mL

Ampicillin verwendet.

2.12.3 Ubertragung von (Plasmid-) DNA durch Elektroporation

Die Ubertragung von Plasmid-DNA in P. aeruginosa Zellen erfolgte mittels Elektroporation
von elektro-kompetenten P. aeruginosa Zellen. Dazu wurden Hauptkulturen von 10-100 mL
aus einer UK auf 0.D.sgonm = 0,05 inokuliert und die Zellen in der stationdren Phase mittels
Zentrifugation (10 min, 5.000 x g, RT) sedimentiert. Die Elektrokompetenz der Zellen wurde
durch drei Waschschritte in 30 %iger Saccharose-Losung und anschlieBender Zentrifugation
(10 min, 5.000 x g, RT) erzeugt. Die Transformation von elektro-kompetenten P. aeruginosa-
Zellen mit 20-30 ng Plasmid-DNA erfolgte durch Elektroporation bei einer Spannung von
2,5 kV. Die transformierten Zellen wurden bei 37°C fiir die Dauer der phanischen Expression

inkubiert und anschlieBend auf Selektionsmedien ausplattiert.

2.13 Konstruktion eines P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten Stammes

Fiir die Erzeugung eines P. aeruginosa AlecBAoprF Stammes wurde das Gen oprF im
P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm deletiert. Fiir diesen Zweck wurde zunachst ein
Mutagenesevektor konstruiert, welcher auf dem mobilisierbaren pSUP-202 Vektor basiert
(Tab. 2). P.aeruginosa kann diesen Vektor nicht replizieren, weshalb dieser als
,Suizidvektor” fungiert. Zunachst wurden die stromaufwarts und stromabwarts
flankierenden Gensequenzen des oprF-Zielgens mittels PCR (2.10.1) mit den

Oligonukleotiden USAoprF-A/USAoprF-B  (stromaufwarts) und DSAoprF-A/DSAoprF-B
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(stromabwarts) amplifiziert. Dies diente der Insertion von Restriktionsschnittstellen fir die
Restriktionsendonukleasen Ncol (USAoprF-A), Milul (USAoprF-B, DSAoprF-A) und
Pstl (DSAoprF-B). Die Klonierung des ,pSUP-UGD“ Mutagenesevektors erfolgte wie in
Abb. 3 (A-D) dargestellt.

Nach der Transformation (2.12.1) von chemisch-kompetenten E. coli DH50 mit dem
Mutagenesevektor, zur Amplifizierung des Vektors, wurde dieser isoliert und in elektro-
kompetente E. coli S17.1 eingebracht. Anschliefend wurde der Mutagenesevektor mittels
konjugativen Transfers (2.12.2) in den P. ageruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm Uberflihrt
(Tab. 1). Durch homologe Rekombination der stromaufwarts und stromabwarts gerichteten
Gensequenz von oprF wurde der Mutagenesevektor ins Genom integriert (Abb. 3 E). Die
Transkonjuganden, die auf den Selektivagarplatten (Tetsg.100, GMsg, Irgas) anwuchsen,
enthielten den Mutagenesevektor im Genom. Fir die Selektion auf das zweite homologe
Rekombinationsereignis und den damit verbundenen Verlust des Vektoranteils wurden
Kolonien auf Tet- und Gme-haltige Selektionsmedien uberfihrt, inkubiert und auf
Tetrazyklin-sensitive Stamme ({berprift. Diese enthielten keinen Mutagenesevektor,

sondern lediglich das UGD-Fragment im Genom anstelle des oprF-Gens.
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A - oprF 7 PA01-Chromosom

548 bp Ncol / Mlul-PCR-Fragment — us — DS — 552 bp Miul / Pstl-PCR-Fragment
Ncol l Miul Miul Pstl
B 2.132 bp Ncol / Miul-PCR-Fragment — us QGm’ UG-Fragment
Neol | Ml Miul
C UGD-Fragment us QGm" DS — 2.662 bp Ncol / Miul-PCR-Fragment
Ncol Miul J Milul Pstl

9.039 bp UGD-Fragment Ncol / Pstl in pSUP202

US lecB DS lecB 994 us DS —“0/ PATI4-Chromosom

E | usiecs | psiecs [%ea~ us | aem | bs |5 PATS1-Chromosom

Abbildung 3 Die Konstruktion des P. aeruginosa AlecBAoprF PATS1 Stammes. (A) Dazu wurden die stromaufwarts (US)
und stromabwarts (DS) flankierenden Gensequenzen des oprF-Zielgens mittels PCR amplifiziert und Erkennungssequenzen
fir die Restriktionsenzyme, inseriert. (B) Aus dem Vektor pBSL141 wurde die QGm'-Kassette mittels Miul
Restriktionshydrolyse isoliert und mit dem ebenfalls mit Mlul hydrolysiertem US-Fragment ligiert (UG-Fragment). (C) Nach
Dephosphorylierung des UG-Konstruktes wurde dieses mit dem Mlul hydrolysierten DS-Fragment zum UGD-Fragment
ligiert. (D) Dieses wurde mit den Restriktionsenzymen Ncol und Pstl, ebenso wie der pSUP-202 Vektor hydrolysiert und die
linearisierten Fragmente, ligiert (pSUP-UGD). (E) Chemisch-kompetente E. coli S17.1 wurden mit dem Vektor transformiert
und der pSUP-UGD Vektor mittels Konjugation auf den P. aeruginosa lecB-defizienten Empfangerstamm Ubertragen. Die
Erzeugung des P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stammes erfolgte durch homologe Rekombination der US- und DS-
Regionen mit dem Genom.
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2.14 Konstruktion von Tn5-Transposon-Bibliotheken

Transposons sind DNA-Fragmente, die in die genomische DNA von Zellen integrieren
konnen. Dabei wird zwischen Transposons unterschieden, welche spezifisch in definierte
Zielregionen und denen, welche unspezifisch, wie das Tn5-Transposon, in das Genom des
Wirtes, integrieren. Mit Hilfe einer Transposon-Bibliothek wurde nach Genen gesucht, die
einen Einfluss auf die Sekretion von LecB aufweisen. Dazu wurden P. geruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamme mit  Mutagenesevektoren (2.14.1) bzw. in vitro-
Transposon/Transposase  Komplexen  (2.14.2) transformiert. Das verwendete
Tn5-Transposon integriert zufallig und ungerichtet in das Genom des Wirtes. Zudem tragt
das Transposon eine Tetrazyklin-Resistenzkassette (Tet’), die eine Selektion auf Mutanten
die das Transposon tragen, ermdglicht. Die Integration des Transposons hat zur Folge, dass
das Leseraster des betroffenen Gens verschoben bzw. verandert wird, sodass dieses nicht
mehr nativ vorliegt und das Genprodukt nicht mehr funktionsfahig ist. Daraus resultiert ein

verdanderter Genotyp, der moglicherweise einen veranderten Phanotyp aufweist.

2.14.1 Erzeugung einer Transposon-Bibliothek mittels pUTminiTn5-/luxCDABE

In dieser Arbeit wurde das Tn5-luxCDABE-tc System aus Photorhabdus luminescencs auf
einem pUT-Vektor eingesetzt, um in einem P. aeruginosa Stamm eine Transposon-Bibliothek
nach Lewenza anzulegen, um eine Analyse von maoglichst vielen verschiedenen Mutanten
eines Stammes, durchzufihren (Winson et al., 1998; Lewenza et al., 2005). Dieses
Tn5-luxCDABE-tc Transposon besitzt neben einer Tetrazyklin-Resistenzkassette (Tet’) das
promotorlose /ux-Operon aus den Genen luxC, luxD, luxA, luxB und luxE (luxCDABE). Die
luxCDE-Gene kodieren fiir einen Fettsdure-Reduktase-Komplex, welcher an der Synthese von
dem Substrat fir die Lumineszenzreaktion, katalysiert durch LuxAB, beteiligt ist. Die
Lumineszenz konnte bei einer Wellenlange von 405 nm ermittelt werden. Basierend auf der
Lumineszenz ermoglicht dieses System, neben der Konstruktion einer Transposon-Bibliothek,
eine quantitative Aussage (iber die aktive oder inaktive Transkription des durch das

Transposon betroffenen Gens.
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2.14.2 Erzeugung einer Transposon-Bibliothek mittels in vitro Tn5-Konstruktes
Eine weitere Transposon-Bibliothek wurde mit dem EZ-Tn5™-Transposon (EpiCentre,

Madison WI, USA) erzeugt. Der EZ-Tn5™ in vitro Komplex wurde in vitro wie folgt hergestellt:

2 uL des EZ-TET-1 Transposons wurden mit 4 uL EZ-Tn5™-Transposase und 2 pL sterilem
dH,O versetzt. Dieser ,Transposome Mix“ wurde fur 30 min bei RT inkubiert und
anschlieRend bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 1 uL des ,Transposome Mix“ wurde
mittels Elektroporation in die P. geruginosa PATS1 Zellen eingebracht (2.12.3). Die
Selektionsplatten enthielten neben dem Selektionsantibiotikum (Tetso.i00) 5 MM

Magnesium. Diese Transposonmutanten wiesen eine Tetrazyklin-Resistenz (Tet’) auf.

2.14.3 Kultivierung und Lagerung der Transposon-Bibliotheken

Zur Analyse des extrazellularen Lektins LecB in Kulturiiberstinden von P. aeruginosa
lecB- und oprF-defizienten PATS1 Stammen mit plecB-Expressionsvektor wurden zunéachst
Lagerkulturen jeder einzelnen Mutante angelegt. Dazu wurden 175 pL LB-Medium inkl.
Selektionsmarker (Cmsgo und Tetsg) mit einer Kolonie der Transposonmutanten-Bibliothek
inokuliert und Uber Nacht bei 37°C und 650 UpM in 96 Well-Zellkulturplatten (VWR,
Pennsylvania, USA) mit atmungsaktiven Folien (VWR, Pennsylvania, USA) abgeschlossen,
kultiviert. Diese Kulturen wurden am folgenden Tag mit 13,4 uL DMSO versetzt und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Kultivierung der Transposonmutanten-Bibliothek fiir die
Verwendung im modified Enzyme-Linked Lectin Assay (mELLA) erfolgte in 2mL
Deep-Well-Platten  (Greiner bio-one, Osterreich) mit 750puL LB-Medium inkl.
Selektionsmarker (Cmsgo und Tetso). Dazu wurden die Mutanten aus den Lagerkulturen mit
Hilfe eines , Impfigels” Gberimpft und die Kulturen fiir 24 h bei 37°C und 650 UpM inkubiert.
Nach 24 h wurden 100 pL der Kultur abgenommen und in 96 Well-Mikrotiterplatten
(ThermoFisher Scientific, Darmstadt) zur Bestimmung der optischen Dichte im
Plattenphotometer (MWG-Biotech Spectra Max 250, Ebersberg) verwendet. Die Kulturen in
den 2 mL Deep-Well-Platten wurden parallel zentrifugiert (15 min, 4.000 UpM, RT) und die

Uberstande zur Verwendung im mELLA abgenommen.
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2.15 Lokalisierung des Transposon-Insertionsortes

2.15.1 Single-Primer Methode

Die Identifizierung des Transposon-Integrationsortes erfolgte mit der Single-Primer
Methode. Dazu wurde zunachst die genomische DNA der Transposonmutante (2.14) wie in
2.5 beschrieben, isoliert und eine PCR mit nur einem Oligonukleotid (TET1-FP4_TS; 2.3)
durchgefiihrt. Dies hat zur Folge, dass nicht exponentiell pro PCR-Zyklus Amplifikate erzeugt,
sondern nur geringe Mengen amplifiziert werden, da der Gegenstrang nicht mit amplifiziert
wird. Die Menge der Amplifikate ist jedoch fiir eine nachfolgende Sequenzierung

ausreichend (2.11) und ermoéglicht die Identifizierung des Transposon-Integrationsortes.

2.15.2 Plasmid-Rescue

Zur Analyse und Identifizierung des Transposon-Integrationsortes wurden zunéachst
E. coli DH5a-Zellen mit dem high-copy Vektor pUC18 transformiert (2.12) und auf
LB+Ampigo-Agaroseplatten ausgestrichen. Am folgenden Tag wurden einzelne Kolonien
gepickt und in Flussigkultur inkubiert. Am nachsten Tag konnten die Plasmide aus den Zellen
mittels Mini-Praparation (2.5) isoliert werden. Die Plasmide wurden mit Kpnl (2.9)
hydrolysiert (5‘-GGTAC'C-3‘). Die geschnittenen Vektoren dienten als Vektorriickgrat fiir die
Plasmid-Rescue-Versuche. Parallel dazu wurde die genomische DNA aus den
MELLA-EZ-Tn5™-Mutanten isoliert (2.5) und mit Kpnl ebenfalls hydrolysiert. Dabei
entstanden 1.340 verschieden grofRe Fragmente, welche als Inserts dienten. Diese Inserts
und das Vektorrickgrat wurden mit der T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scientific, Darmstadt)
Uber Nacht ligiert (2.9) und erneut mittels Transformation von E.coli in die Zellen
eingebracht (2.12). Da das Transposon eine Tetrazyklin-Resistenzkassette mit eigenem
Promotor enthilt, konnte auf die Tetrazyklin-Resistenz selektiert werden. Die Kolonien, die
auf den LB+Tetig-Agarplatten wuchsen, besalen ein genomisches Fragment, welches das
Transposon mit Resistenzkassette, als auch einen Teil der nachfolgenden Gene enthielt.
Diese Kolonien wurden fir die Isolierung der Plasmide mittels Mini-Prdparation (2.5)
genutzt. Da der Insertionsort des unbekannten Inserts in dem Vektor bekannt ist, konnte mit
zwei Oligonukleotiden (TET-1-FP-1-FW und TET-1-FP-2-FW; Tab. 3) das Fragment zunachst
amplifiziert (2.10.1) und anschlieRend durch Sequenzierung (2.11) identifiziert werden. Die

erhaltenen Sequenzen wurden gegen das Genom von P. aeruginosa (Stover et al., 2000)
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mittels Homologievergleich mit den BLAST-Algorithmen (Altschul et al., 1997) des
NCBI-Servers  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt und der Transposon-

integrationsort bestimmt.

2.15.3 Inverse-PCR

Fiir die Identifizierung des Transposon-Integrationsortes mittels Inverser-PCR (IP) wurde
zunachst die genomische DNA der Transposonmutanten isoliert (2.5), gereinigt (2.8) und mit
der Restriktionsendonuklease Narl (New England Biolabs, Frankfurt am Main) hydrolysiert
(2.9). Narl hydrolysiert die genomische DNA an 11.677 Stellen. Die anschlieRend wie in
Kapitel 2.8 gereinigte DNA wurde (iber Nacht mit T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scientific,
Darmstadt) ligiert (2.9). Die zirkularisierte DNA wurde als Matrix fir eine IP ausgehend vom
Transposon verwendet und Teile des Transposons bzw. der Bereiche um das Transposon
amplifiziert (2.10.3; Oligonukleotide: TET-1-FP-1-FW, TET-1-FP-1-RV; 2.3). Das PCR-Produkt
wurde Uber Nacht mit Dpnl, welches nur die methylierte genomische DNA hydrolysiert,
behandelt. Die amplifizierte DNA wurde gereinigt (2.10.5) und mit dem Oligonukleotid
TET-1-FP4_TS (2.3) sequenziert (2.11).

A) Transposition des Transposons
11.677 Narl
Restriktionsschnittstellen

B) Restriktionshydrolyse

C) Zirkularisierung mittels Ligation Q

D) Inverse-PCR = " Inverse-PCR-Primer

E) Sequenzierung [ — Sequenzierungs-Primer

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Transposonnachweises mittels Inverser-PCR. (A) Die Transposition des
Tn5-Transposons erfolgte zuféllig und randomisiert in das Genom des P. aeruginosa PATS1 Stammes. Das Genom weist
dabei eine Vielzahl von Restriktionsschnittstellen fir die Endonuklease Narl auf (rote Pfeile). (B) Durch
Restriktionshydrolyse mit Narl entstehen 11.677 lineare Fragmente. (C) Die DNA-Fragmente werden mittels Ligation
zirkularisiert. (D) PCR-Amplifizierung der zirkularisierten DNA, welche das Transposon enthdlt mittels IP (Inverse-PCR-
Primer: roter und blauer Pfeil). (E) Die amplifizierte DNA wurde mit dem Oligonukleotid (griner Pfeil) versetzt und
sequenziert. Auf Basis der Sequenzierung wurde eine BLAST-Suche durchgefiihrt und der Transposon-Integrationsort
identifiziert. Abbildung nach Lewenza und Hancock optimiert (http://pseudomutant.pseudomonas.com).
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2.16 Entwicklung, Etablierung und Durchfiihrung eines Hochdurchsatzverfahrens
zur Quantifizierung von LecB

Zur quantitativen Analyse von gereinigtem LecB bzw. LecB im extrazellularem Medium von

Bakterienkulturen wurde der modified Enzyme-Linked Lectin Assay, kurz mELLA, verwendet

(Abb. 5). Dieses Verfahren basiert auf dem Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA), welcher sich

vom sandwich ELISA ableitet. Dabei wird Gber einen indirekten immunologischen Nachweis

von immobilisierten Lektinen deren Konzentration in Lésungen bestimmt.

Lumineszenz-Signal

. e ?  sekundarer Antikérper (HRP)
,J[LE, ‘Jk‘ ij JI. priméarer Antikérper (anti-Lektin)
Lektin

B Zucker-Polyacrylamid
== MaxiSorp-Platte

A B C D E

Abbildung 5 Schematische Darstellung des modified Enzyme-Linked Lectin Assay. Zunachst wird die hydrophobe
MaxiSorp-Platte mit Zucker mit Polyacrylamid (Zucker-PAA) inkubiert (A). AnschlieBend werden die Lektine aus Lektin-
haltigen Lésungen an den fixierten Zuckern immobilisiert (B). Das primare anti-Lektin Antiserum bindet das Lektin (C)
wahrend der sekundadre HRP-konjugierte Antikdrper das primare Antiserum bindet (D). Durch Zugabe eines Substrates,
welches durch das HRP-konjugierte sekundare Antiserum umgesetzt wird, wird ein Lumineszenzsignal sichtbar (E).

2.16.1 Quantitative Analyse von LecB-haltigen Medien mittels des modified
Enzyme-Linked Lectin Assay
Fir die guantitative Analyse von Lektinen wurde zunachst ein
Zucker-Polyacrylamid-Konjugat (Zucker-PAA; GlycoTech, Kanada; in 0,3 M Natriumphosphat-
Puffer pH 8.0) an eine hydrophobe Nunc-Immuno MaxiSorp-Platte (ThermoFisher Scientific,
Darmstadt) immobilisiert. Dazu wurde die MaxiSorp-Platte mit Zucker-PAA-L6sung (100 plL
einer 5 pug/mL-Losung; 1 h, 150 UpM, 37°C) inkubiert und anschlieRend die Uberschiissige
Losung entfernt. Die mit Fukose-PAA (Fuc-PAA) immobilisierte MaxiSorp-Platte wurden mit
PBST-Puffer (137 mM NaCl; 1,4 mM KH,PO4, 8,1 mM Na,HPO4, 2,7 mMKCl, 0,2 % (v/v)
Tween 20, pH7.4) mit 3% (w/v) BSA (100 uL; 1h, 150 UpM, 37°C) behandelt und
anschlieRend die Losung verworfen. Die zu untersuchende Probe wurde hinzugeben (100 pL)
und inkubiert (1 h, 150 UpM, 37°C), der Uberstand verworfen und die Probe drei Mal mit
PBST + 3 % (w/v) BSA gewaschen (je 100 uL; 20 min, 150 UpM, 37°C). Abweichend davon
wurde im Falle der P. aeruginosa amrZ-, ansB-, oprF-, xcpA-, xcpQ-defizienten Stdmme, das

Volumen der zu untersuchenden Probe verdoppelt, ebenso wie alle nachfolgenden
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Behandlungen des mELLA. Dies hatte eine erhéhte Sensitivitat des Verfahrens zur Folge, das
eine Quantifizierung unterhalb der normalen LecB-Konzentration (<0,25 ng/mL) ermoglicht.
Nach den Waschschritten wurde das priméare Antiserum (polyklonalem anti-LecB Antiserums
aus Kaninchen; 1:5.000 in PBST + 3 % (w/v) BSA; (Tielker 2001)) hinzugeben und iber Nacht
inkubiert (150 UpM, 4°C). Es folgten drei Waschschritte mit PBST + 3 % BSA (je 100 pL;
20 min, 150 UpM, 37°C) und ein Waschschritt mit PBST (100 pL; 20 min, 150 UpM, 37°C). Das
sekunddre Antiserum (Ziege-anti-Kaninchen 1gG (H+L)-HRP Konjugat; 1:20.000 in PBST;
Bio-Rad, Miinchen) wurde hinzugegeben und die Probe mit diesem inkubiert (1 h, 150 UpM,
37°C). Es folgten drei Waschschritte mit PBST (je 100 uL; 20 min, 150 UpM, 37°C) und die
Zugabe des ECL-Substrates (je Platte: 10mL Loésung A (0,1 M Tris/HCI (pH 8.6),
250 mg/L Luminol), 1 mL Losung B (1,1 g/L para-Hydroxycoumarinsdure in DMSO), 3 pulL
Losung C (35 % Wasserstoffperoxid)) fir das Meerrettich-Peroxidase-konjugierte sekundare

Antiserum mit anschlieBender Lumineszenzmessung (2.16.2) und Aufnahme (2.16.3).

2.16.2 Quantitative Lumineszenzmessung

Messung  der Lumineszenz  des  umgesetzten ECL-Substrates  durch das
Meerrettich-Peroxidase-konjugierte sekundare Antiserum wurde am Plattenphotometer
(Infinite M1000 Pro, Tecan Trading AG, Schweiz) direkt nach Zugabe des Substrates
durchgefiihrt. Als Parameter fir das Programm Tecan i-Control (Version 1.11.1.0) wurden
die Standardwerte fir Lumineszenzmessungen (Modus: Lumineszenz, Integrationszeit:

1.000 ms, Nunc 96-Well MaxiSorp weil}) ausgewaihlt.

2.16.3 Lumineszenz-Aufnahme von mELLA-Platten

Die Lumineszenz-Aufnahme der mELLA-Platten (2.16.1) erfolgte nach Abschluss der
Lumineszenzmessung (2.16.2) in der Lumineszenz-Dokumentationsanlage (STELLA,
Raytest Isotopenmessgerate GmbH) mit dem Programmparameter , CL-Standard”. Fir
die Zuordnung der Lumineszenz und der dazugehorigen Wells wurde eine
Weilllichtaufnahme (,,WL-overlay Standard CL“) angefertigt und die Bilder mittels

AIDA-Software (Raytest Isotopenmessgerate GmbH) digital fusioniert.
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2.16.4 Analyse der mELLA-Messwerte

Fiir die Etablierung des mELLA wurden verschiedene Konzentrationen des gereinigten
LecB-Proteins eingesetzt, die Lumineszenzwerte durch diese Konzentration geteilt und der
lineare Arbeitsbereich des mELLA in Bezug auf die ideale LecB-Konzentration ermittelt. Im
Anwendungsfall des mELLA mit LecB-haltigen Kulturiberstandsproben wurden die
gewonnenen Lumineszenz Messwerte mit Hilfe eines LecB-Standards, dessen Konzentration
bekannt ist sowie den eingesetzten optischen Dichten der Kulturen auf LecB in

ng/mL/0.D.sgo nm NOrmalisiert.

2.16.5 Nomenklatur von Transposonmutanten

Die Transposonmutanten aus dem mELLA-Screening wurden nachfolgendem Schema

benannt:
Nummer der Kultivierungsplatte Ortinnerhalb der Platte Sekretiertes LecB im Vergleich zur Referenz (%)
Bsp.: 54 E4 9

D.h. Diese Transposonmutante befindet sich auf Platte 54 in Well E4 und sekretiert 9 % LecB im Vergleich zum
Referenzstamm (100 %)

Abbildung 6 Die Nomenklatur von Transposonmutanten. Zunachst wird die Nummer der Kultivierungsplatte benannt, in
diesem Fall Kultivierungsplatte 54. Das Well der Transposonmutante innerhalb der 96 Well-Mikrotiterplatte/-
Kultivierungsplatte wird getrennt mit einem Unterstrich angesetzt (_E4). Durch einen weiteren Unterstrich wird das
Sekretierte LecB im Vergleich zum Referenzstamm angesetzt (_9), sodass durch diese Nomenklatur jederzeit die
entsprechende Transposonmutante identifiziert werden kann.

2.17 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford (Bradford 1976), Lowry
(Lowry et al., 1951), dem ,BCA Protein Assay” (Pierce, Rockford, USA) bzw. unter
Verwendung der ,Coomassie Plus Protein Assay Reagent” (ThermoFisher Scientific,
Darmstadt). Fiir die Kalibrierung des Assays wurde Rinderserumalbumin (=BSA; Roth,

Karlsruhe) als Referenz verwendet.
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2.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichtes erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen und in Anwesenheit von SDS in einem diskontinuierlichen
Gelsystem (Laemmli 1970), bestehend aus einem SDS-Polyacrylamid-Gradientengels
(NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel; Invitrogen, Kalifornien, USA). Die Proben wurden in
SDS-Probenpuffer aufgenommen und vor dem Auftragen 10 min bei 95°C denaturiert.
Proben mit geringer Proteinkonzentration wurden vor der Gelelektrophorese mittels
TCA-Fallung prazipitiert (Sivaraman et al., 1997) und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte in den Gelsystemen , Novex® Mini-Cell“ der Firma
Invitrogen (Kalifornien, USA) bei einer Spannung von 200V und 110 mA pro Gel fiir 25 min
und anschlieBend fiir 15 min bei 80 mA pro Gel in NUPAGE™-MES-SDS-Laufpuffer (50 mM
MES, 50 mM Tris, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7.3). Die aufgrund ihres unterschiedlichen
Molekulargewichtes aufgetrennten Proteine wurden nach Merril mit Coomassie Brillant Blue
R-250 (Serva, Heidelberg) gefarbt (Merril 1990). Abschliefend wurden die Gele fotografisch
mittels Geldokumentationsanlage  (STELLA, Raytest Isotopenmessgerdate GmbH)

dokumentiert.

2.19 Immunologischer Nachweis von Proteinen im Western Blot

Zur Analyse der aufgetrennten Proteine mittels SDS-PAGE (2.18) wurden die Proteine auf
eine PVDF-Membran (Bio-Rad, Minchen) unter Verwendung des , Mini-Protean” Systems
(Bio-Rad, Miinchen) (ibertragen. Der Proteintransfer erfolgte mittels Elektroblot in einem
nach Dunn (Dunn 1986) beschriebenen Puffer (Dunn-Carbonat-Puffer; 10 mM NaHCOs;,
3 mM Na,COs, 20 % (v/v) Methanol) bei 150V fir 15 min und anschlieBend bei 300V fir
weitere 45 min. Die PVDF-Membran wurde fiir eine Stunde in PBST-Puffer (137 mM NacCl;
1,4 mM KH,PO,4, 8,1 mM NaHPO,;, 2,7 mMKCIl, 0,2% (v/v) Tween 20, pH7.4) mit
3% (w/v) BSA blockiert. Der indirekte immunologische Nachweis, der auf die
PVDF-Membran (ibertragenen und immobilisierten Proteine (z.B. LecB-Protein), erfolgte
unter Verwendung Protein-spezifischer primarer Antiseren (Tab. 6). Die Detektion erfolgte
durch Messung der Lumineszenz, welche auf der Umsetzung des ECL-Substrates basiert.
Diese Umsetzung wird durch das Meerrettich-Peroxidase (HRP-) konjugierte sekundare

Antiserum (Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)-HRP Konjugat; Bio-Rad, Miinchen) katalysiert. Im
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Falle von primaren HRP-konjugierten Antikorpern (Tab. 7) wird kein sekundares Antiserum
bendtigt. Die Visualisierung der Lumineszenz erfolgte im STELLA Isotopenmessgerat (Raytest
Isotopenmessgerdate GmbH) fir 30 Sekunden, 1 Minute und 2 Minuten im Programm
,CL-Standard”. Fir die Zuordnung der Lumineszenz wurde eine WeiBlichtaufnahme
(,WL-overlay Standard CL“) angefertigt und die Bilder mittels AIDA-Software (Raytest

Isotopenmessgerate GmbH) digital Gibereinandergelegt und zu einer Aufnahme fusioniert.

ECL-Substrat 1 mL Lésung A

0,1 mL Losung B

0,3 uL 35 % (v/v) Wasserstoffperoxid
Losung A 0,1 M Tris/HCI (pH 8.6), 250 mg/L Luminol
Losung B 1,1 g/L para-Hydroxycoumarinsdure in DMSO

Tabelle 6 Verwendete primdre Antiseren. Dargestellt sind die zum indirekten immunologischen Nachweis eines Proteins
verwendeten primaren Antiseren sowie die genutzten Verdiinnungen.

Primares Antiserum Verdiinnung Referenz
anti-LecA aus Kaninchen (polyklonal) 1:20.000 (Tielker 2001)
anti-LecB aus Kaninchen (polyklonal) 1:20.000 (Tielker 2001)

(Urban et al.,
anti-DsbA aus Kaninchen (polyklonal) 1:100.000
2001)

Tabelle 7 Verwendete HRP-konjugierte Antiseren. Die zum direkten Nachweis genutzten Antiseren eines spezifischen
Proteins.

HRP-konjugierte Antikorper Verdiinnung Bezugsquelle

Invitrogen,
anti-His-HRP (C-term.) 1:5.000
Kalifornien, USA

Invitrogen,
anti-His-HRP (N+C-term.) 1:5.000
Kalifornien, USA

2.20 Amidoschwarz-Farbung von PVDF-Membranen
Als Nachweis der korrekten Ubertragung von Proteinen aus SDS-Gelen (2.18) auf die
PVDF-Membran des immunologischen Nachweises (2.19) wurden die Proteine auf den

Membranen mit Amidoschwarz gefdarbt. Dazu wurden etwa 1 mL Amidoschwarz-Loésung
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(0,1 % (w/v) Amidoschwarz, 45 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdaure) auf die Membran
gegeben und zligig wieder entfernt. Nach dem Lufttrocknen der Membranen bei RT konnten

die Proteinbanden beobachtet werden.

2.21 Sekretomanalyse mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese

2.21.1 TCA-Fillung von extrazellularen Proteinen

Um Proteinproben aus extrazelluldren Kulturen mittels quantitativer zweidimensionaler
Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese) aufzutrennen, wurden zunachst Hauptkulturen
aus UK auf 0.D.sgonm 0,05 inokuliert und fir 24 h in NB-Medium bei 37°C inkubiert. Die
Hauptkulturen wurden mittels Zentrifugation (1 h, 10.000 x g, 4°C) sedimentiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Kulturiberstand sorgfaltig abgenommen und steril filtriert.
AnschlieBend wurde der Uberstand mit 40 %iger Trichloressigsdure (TCA) in Aceton uber
Nacht bei -20°C geféllt. Nach der Fallung der Proteine wurden diese zentrifugiert (1 h,
15.000 UpM, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das proteinhaltige Pellet wurde vorsichtig
mit -20°C vorgekihltem Aceton gewaschen und zentrifugiert (10 min, 15.000 UpM, 4°C).
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das prézipitierte Proteinpellet erneut mit
Aceton gewaschen und zentrifugiert (10 min, 15.000 UpM, 4°C). Nach dem Abnehmen des
Uberstandes wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in Rehydrierungspuffer

aufgenommen.

Rehydrierungspuffer: 8 M Harnstoff, 3 % (w/v) CHAPS, 2 % (v/v) IPG-Puffer (pH 4-7),
0,1 % (v/v) Bromphenolblau

2.21.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von 2D-Gel-Proben

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das ,2-D Quant Kit“ von GE Healthcare
(Solingen) gemal den Herstellerangaben verwendet. Die ermittelten
Proteinkonzentrationen wurden zum Einstellen einer definierten Menge an Proteinen mit

Resuspendierungspuffer fur die nachfolgenden Analysen aller Proben verwendet.

Resuspendierungspuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7.0), 7 M Harnstoff, 1 M Thioharnstoff,
4 % (w/v) CHAPS
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2.21.3 Die isoelektrische Fokussierung (Erste Dimension)

Fiir die isoelektrische Fokussierung wurden IPG-Gelstreifen (IPG pH4-7, 24 cm;
GE Healthcare, Solingen) zundchst mit den Proben (250 pg) fur 18 Stunden bei RT beladen.
Die maximale Probenmenge ist dabei abhangig von der geringsten Proteinkonzentration und
wurde in diesem Fall auf 450 uL eingestellt. Anschlielend erfolgte die isoelektrische
Fokussierung der Proteine nachfolgendem Programm im ,Ettan IPGphor3 System”

(GE Healthcare, Solingen):

Tabelle 8 Programm fiir die isoelektrische Fokussierung.

Ladung durch Rehydrierung Temperatur .
Schritt | Methode | Volt(V) | Zeit (h) °C) Stromstérke (1A)
1 Step&Hold 150 3
2 Step&Hold 300 3
3 Gradient 1.000 6 20 75
4 Gradient 10.000 1
5 Step&Hold 10.000 5

2.21.4 Die Auftrennung nach Molekulargewicht (Zweite Dimension)

Die zweite Dimension der Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichtes
erfolgte durch Auftragen der Gelstabchen, nach der isoelektrischen Fokussierung (2.21.3),
auf 12,5 %ige SDS-Gele und anschlieRender SDS-PAGE. Dazu wurden die Proben zunachst
mit DTT-haltigem Equilibrierungspuffer (Eq.-Waschpufferl) und anschlieBend mit
lodacidamid-haltigem Equilibrierungspuffer (Eq.-Waschpufferll) fiir je fir 15 Minuten
schwenkend gewaschen. Die Gele wurden anschliefend luftblasenfrei auf die SDS-Gele
aufgelegt und mit 2 %iger (w/v) Agarose-Losung, luftblasenfrei fixiert. Die Gelelektrophorese
erfolgte im ,Ettan DALT six“ Gelelektrophoresesystem (GE Healthcare, Solingen) in zwei
Schritten. Zunadchst wurden die Proben fiir eine Stunde bei 50 V, 60 mA und 3 W langsam aus
dem Gelstdbchen Uber die Agarose ins Gel transferiert. Danach wurden die Parameter der
Elektrophorese auf 600V, 360 mA und 180 W erhoht und die Proben fiir finf Stunden
elektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden mittels Fixierldsung im
Gel fixiert und Uber Nacht in Coomassie-Losung (Coomassie Brillant Blue R-250, Serva
(Heidelberg)) gefarbt. Am folgenden Tag wurden die Gele mit dH,0 in mehreren Schritten

gewaschen.
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Equilibrierungspuffer: 6 M Harnstoff, 75 mM Tris/HCI (pH 8.8), 87 % (w/v) Glycerin,
2 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) Bromphenolblau

Eqg.-Waschpuffer I: 150 mg DTT in 15 mL Equilibrierungspuffer
Eq.-Waschpuffer I 375 mg lodacidamid in 15 mL Equilibrierungspuffer
Fixierlosung: 10 % (v/v) Essigsaure, 40 % (v/v) Ethanol

2.21.5 Bioinformatische Analyse des Sekretoms

Die 2D-Gele konnten mittels Scanner (Typhoon Trio; Amersham Bioscienes; Freiburg)
digitalisiert werden. Die anschlieBende Auswertung und Erkennung von veranderten Spots
erfolgte mit der Software ,Decodon Delta 2D“ (Decodon, Greifswald) zur Bildanalyse. Die
dabei identifizierten Spots wurden gepickt, in ,protein low-binding“ Eppendorf
ReaktionsgefalRe Uberfiihrt und die enthaltenen Proteine mittels MALDI-TOF

Massenspektrometrie (2.22) analysiert.

2.22 I|dentifizierung von Proteinen

Die  ausgeschnittenen Proteinspots  wurden  zundchst  mittels  Acetonitril/-
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung (30 % Acetonitril, 0,1 M NH4HCO3) fiir 20 min bei
Raumtemperatur und 1.200 UpM im Thermoschiittler entfirbt. Der Uberstand wurde
verworfen und die Entfarbung wiederholt bis das Gelstiick vollstandig entfarbt war. Die
entfirbten Gelstiicke wurden anschlieBend fiir 20 min in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet. Pro Ansatz wurden 6 pL Tris-Probenpuffer (3 mM Tris/HCl pH 8.8) und
0,12 pL Trypsin (1 pg/mL Trypsin Gold Mass, Promega GmbH, Mannheim) hinzugegeben und
die Ansdtze Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Trypsin Behandlung
wurden die Proben mit 2 uL MilliQ dH,O versetzt und die Proben fir 15min im
Ultraschallbad inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in neuen
ReaktionsgefaBen gesammelt. Den Gelstlicken wurden 5 pL Acetonitril / TFA-LGsung
(30 % Acetonitril, 1 % Trifluoressigsaure (TFA)) hinzugegeben und fir 15 min bei RT im
Ultraschallbad inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit den gesammelten

Uberstinden aus dem ersten Schritt vereint.
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Die massenspektroskopische Analyse der eluierten Proteine erfolgte mittels MALDI-TOF-MS
im Institut fur Bio- und Geowissenschaften — Biotechnologie (IBG-1) des Forschungszentrums

Jalich.

2.23 Expression und Reinigung von LecB

Fiir zahlreiche nachfolgende Experimente wurde gereinigtes LecB aus P. aeruginosa sowie
heterolog exprimiertes LecB aus E. coli benotigt. Dazu wurden die Stamme E. coli BL21 (DE3)
bzw. P. aeruginosa PAO1 mit dem Vektor plecB (Tielker 2001) verwendet. Dieser Vektor tragt
das lecB-Gen unter Kontrolle des konstitutiven /ac-Promotors. Die verwendeten Stamme
E. coli BL21 (DE3) bzw. P.aeruginosa PAO1 mit dem Vektor plecB wurden unter
Selektionsdruck bei 37 °C bis zu einer O.D.sgonm 0,6 kultiviert (24 h, 37°C, 25-1.000 mL
LB-Medium). AnschlieBend wurden die Kulturen fiir 16 h bei 30°C kultiviert und
abschlieRend mittels Zentrifugation (30 min, 5.000 x g, RT oder 4°C) sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 30 mL Equilibrierungspuffer (100 mM Tris/HCL, pH 8.0) aufgenommen
und mittels Ultraschall (3 x2,5min, 45%, SONOPLUS HD 60) aufgeschlossen. Das
Gesamtzellextrakt (GZE) wurde zentrifugiert (30 min, 10.000 x g, RT) und der Uberstand fiir
die Reinigung verwendet. Diese wurde zur idealen Proteinausbeute bei 37 °C, gemall dem
Temperaturprofil der Hamagglutinationsreaktion des LecB-Proteins (Gilboa-Garber et al.,
1999), durchgefiihrt. Das Sdulenmaterial (2 mL D-Mannose-Agarose, Sigma, Deisenhofen)
wurde equilibriert, mit dem Gesamtzellextrakt beladen und mit 20 mL Waschpuffer (100 mM
Tris/HCI, pH 8.0; 140 mM NaCl) gewaschen. Die Elution des LecB(-L) Proteins erfolgte durch
Zugabe von 20 mL Elutionspuffer (20 mM D-Mannose, 100 mM Tris/HCl, pH 8.0). Zum
Entfernen der zur Elution eingesetzten b-Mannose und zur Konzentrierung der Proteinlésung
wurden Zentrifugenkonzentratoren (VivaSpin, GE Healthcare, Solingen) mit einer
AusschlussgroRe von 5.000 MWCO gegen den Equilibrierungspuffer eingesetzt. Dazu wurden
die Konzentratoren in einem Ausschwingrotor der Kiihlzentrifuge (4°C) bei 3.000g
zentrifugiert und die Proteinlésung bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Das gereinigte
Protein wurde mittels SDS-PAGE (2.18) und immunologischen Nachweis (2.19) bestatigt und

die Proteinkonzentration mittels Bradford bestimmt (2.17).
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2.24 Motility-Assays

Die Motility-Assays erfolgten im M9-Medium (Atlas 2010), welches jeweils angepasst an den
Motility-Assay aus vier Stammldsungen angesetzt wurde. Diese wurden wie nachfolgend
beschrieben kombiniert (Tab. 9), die Motility-Assay-Platten gegossen und die Motility-Assays
durchgefiihrt. Die  Agarose-Konzentration und Kohlenstoffquelle induziert die
entsprechenden Fortbewegungen des Bakteriums. Bei einer 0,3 % Agarkonzentration
konnen Schwimm- (Murray & Kazmierczak 2006; Jarrell & McBride 2008), bei 0,5 % die
Schwarmbewegung (Kohler et al, 2000) sowie bei 1% Agarkonzentration die

twitching motility (Rashid & Kornberg 2000) beobachtet werden.

2.24.1 Schwimm und Schwarmbewegung

Nach dem Trocknen der Agarplatten wurden 5 plL einer UK einer O.D.sgonm 3,0 zentral in der
Mitte der Platte auftragen und die Kultur tGber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Dokumentation der Schwimmbewegung bzw. die der Schwiarmbewegung zu
verschiedenen Zeitpunkten mittels einer Dokumentationsanlage (STELLA, Raytest

Isotopenmessgerdte GmbH).

2.24.2 Twitching motility

Die Agarplatten wurden diinn gegossen (3 mm) und eine UK einer O.D.sgonm 1,0 zentral in
der Mitte der Platte auf den Boden der Agarplatte mit Hilfe eines Zahnstochers aufgetragen.
Die Kultur wurde Uber Nacht bei 37°C, danach bei RT inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde die twitching motility (TM) mittels DSLR-Kamera (Canon EQS 600D:
Blende 11, 106 mm, Belichtung 2 Sekunden, ISO 100, 18-135 mm Objektiv, schwarz-weil;

Canon, Japan) mit den Einstellungen erfasst.
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Tabelle 9 Ubersicht der Motility-Assay Medien.

Lsun Bewegung
g Schwimm Schwarm ™
Stammlosung | 25 mL 25 mL 25 mL
Stamml6sung Il 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
Stammlosung lll 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
Stamml6sung IVa - 25 mL -
Stammldsung IVb 25 mL - 25 mL
dH,0 195 mL 195 mL 195 mL
Agar 0,3 % (w/v) 0,5 % (w/v) 1% (w/v)
Stammldsung | 0,4 % (w/v) Glukose-Losung
Stammldsung Il 2,5 % (w/v) MgS04-Losung
Stammlosung Il 0,2 % (w/v) CaCl,-Losung

Stammlosung IVa 7 % (w/v) Na;HPOy4, 3 % (w/v) KH,PO4, 1,25 % NaCl-Losung

Stammlosung IVb 7 % (w/v) Na,HPOy4, 3 % (w/v) KH,PO4, 1,25 % (w/v) NaCl,
2,5 % (w/v) NH4Cl-Losung

2.25 Biofilm-Quantifizierung mittels Kristallviolett

Fiir die Quantifizierung von Biofilmen wurden zundchst Zellkulturen der O.D.sggnm 1,0 in
Mikrotiterplatten (96-Wells = 150 pL) bzw. Zell-Kulturplatten (24-Wells =400 pL) fir eine
definierte Zeit inkubiert (2-120h). Nach Erreichen des Messzeitpunktes wurden die
Kulturen vollstandig abgenommen und die Wells zweimal mit dem 1,2-fachen Kulturvolumen
mit dH,0 gewaschen. Um samtliche Flissigkeit zu entfernen, wurden die Kulturplatten bei
37°C fur etwa 30 Minuten inkubiert. Die getrockneten Wells wurden mit dem 1,2-fachen
Kulturvolumen 0,1 %iger Kristallviolett-Losung versetzt und fiir 15 Minuten bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde das Kristallviolett abgenommen und die Wells zweimal gewaschen (s.o.)
und Uber Nacht bei RT getrocknet. Das Kristallviolett wurde darauf folgend durch Zugabe
von 40% iger Essigsaure von den Biofilmen gel6st und in eine neue 96-Well Mikrotiterplatte
Uberfihrt. Die Quantifizierung der Biofilme erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei

550 nm im Plattenphotometer (MWG-Biotech Spectra Max 250, Ebersberg).

57




2 Material und Methoden

2.26 Biofilm-Quantifizierung mittels XTT-Reduktionstest

Fiir die Quantifizierung von co-kultivierten Biofilmen verschiedener Wirte wurde der
XTT-Reduktionstest von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Joachim Ernst und dessen
Arbeitsgruppe (Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf) durchgefiihrt. Hierzu wurden 10°
Zellen pro Milliliter der Stamme P. aeruginosa PAO1, P.aeruginosa lecB-defizient und
C. albicans Wildtyp (SC5414, klinisches Isolat) sowie die gemischten Stamme kultiviert und
diesen die Adhadsion an Polystyrol-Flachboden-Mikrotiterplatten fiir zwei Stunden in
PBS-Puffer bei 37°C ermoéglicht. AnschlieRend wurden die an die Platte gebundenen Zellen
mit PBS gewaschen und die nicht gebundenen Zellen entfernt. Jedes Well wurde mehrfach
mit PBS gewaschen, um alle ungebundenen Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die
gebundenen Zellen mit TSB Nahrmedium versetzt und fiir 12 und 24 h inkubiert (RT). Im
Anschluss wurden die Biofilme mit PBS gewaschen und mit XTT-Menadion-Losung versetzt,
60 min bei 37°C im Dunklen inkubiert und der Uberstand in eine neue Mikrotiterplatte
Uberfihrt. Die Farbanderung wurde im Plattenphotometer (MWG-Biotech Spectra Max 250,

Ebersberg) bei 490 nm ermittelt.

XTT-Menadion-Losung: 1,5 mM XTT (Sigma, Deisenhofen),

0,4 M Menadion (Sigma, Deisenhofen)

2.27 Quantifizierung der Lipase-Aktivitat

Die Quantifizierung der Lipase-Aktivitat erfolgte durch Messung der Absorption eines
p-nitrophenyl-Butyrat (pNPB) Substrat, katalysiert durch die Lipase, im Plattenphotometer
(MWG-Biotech Spectra Max 250, Ebersberg) bei 410 nm. Das pNPB Substrat (Stock-Lésung)
wurde 1:20 in 100 mM Kaliumhydrogenphosphat-Puffer verdiinnt und 200 pL dieses
vorgemischten Substrates zu 15 ulL Probenmaterial gegeben. Direkt nach Zugabe des
Substrates wurde die Kinetik bei O.D.410nm aufgenommen sowie die Aktivitdt (O.D.410nm/min)

im linearen Bereich ermittelt.

pNPB-Stock-Losung: 20 mM p-nitrophenyl-Butyrat in Ethanol (p.A.)
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3 Ergebnisse

3.1 Stammverifizierung und physiologischer Einfluss der Deletion von lecB

Das System fir die Untersuchung der Sekretion des Lektins LecB in dieser Arbeit basiert auf
dem P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm, weshalb zunachst die Abwesenheit von
lecB, das Wachstum und die vektorbasierte Expression von lecB in diesem Stamm untersucht
wurde. Dazu wurde der P.aeruginosa PAOl1 Referenzstamm (WT) und der
P. aeruginosa lecB-defiziente PATI4 Stamm (Tielker et al., 2005) fir 24 Stunden bei 37°C
kultiviert und anschlieRend mittels Zentrifugation sedimentiert. Die Kulturiberstande und
Zellpellets wurden fir die Auftrennung der Proteine anhand des Molekulargewichtes mittels
SDS-PAGE (2.18) und anschlieBendem immunologischen Nachweis (2.19) von LecB
verwendet (Abb. 7).

A SDS-PAGE
kDa M WT AlecB WT AlecB
15

10
Gesamtzellextrakt Extrazelluldres Medium
B indirekter immunologischer Nachweis
kDa M WT AlecB WT NecB
15
10

Gesamtzellextrakt Extrazellulares Medium

Abbildung 7 Der Nachweis und die Lokalisierung von LecB. Es wurden jeweils drei biologische Replikate des
P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes (WT) und des lecB-defizienten Stammes (AlecB) als Ubernachtkultur (UK) kultiviert.
Die nachfolgende 24 h Hauptkultur wurde aus der UK auf O.D.sgonm = 0,05 inokuliert (LB-Medium, 37°C, 150 UpM). Die
Kulturen wurden zentrifugiert (15 min, 4.000xg, 4°C) und eine 0.D.sgonm=0,5 der Kulturiberstinde sowie die
Gesamtzellen fur eine SDS-PAGE der enthaltenen Proteine (A) verwendet. Nachfolgend wurde der indirekte
immunologische Nachweis von LecB mittels anti-LecB Antiseren durchgefiihrt (B). Als GroRenstandard (M) wurde der
PageRuler™ Prestained Ladder (ThermoFisher Scientific, Darmstadt) verwendet.

Dabei zeigte sich, dass LecB mittels indirekten immunologischen Nachweis, in den Zelllysaten
des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes (WT) detektiert werden konnte (Abb.7 B). Es
konnte kein LecB in den Uberstinden beider Stimme sowie in den Zelllysaten des
P. aeruginosa lecB-defizienten Stammes (PATI4) beobachtet werden. In einem biologischen
Replikat des P. aeruginosa lecB-defizienten Stammes konnte in dem SDS-PAGE-Gel eine

Bande auf Hohe des LecB beobachtet werden (Abb. 7 A), bei der es sich jedoch nicht um
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LecB handelt, wie der indirekte immunologische Nachweis gegen LecB zeigte (Abb. 7 B). Zur
Verifizierung der Abwesenheit von genomisch exprimierten lecB wurde die quantitative PCR
(qPCR) zur Ermittlung der lecB-Transkriptmenge der P.ageruginosa Stamme PAO1
(Referenzstamm, WT) und /ecB-defizient (PATI4) sowie dem Komplementierungsstamm
lecB-defizient mit plecB-Expressionsvektor durchgefiihrt (Abb. 8 A). Darliber hinaus wurde
ein indirektes Verfahren zur sensitiven Quantifizierung von LecB in Kulturiiberstanden, der
modified Enzyme-Linked Lectin Assay (kurz: mELLA, 2.16) entwickelt (3.4.2) und verwendet
(Abb. 8 B).

A AlecB AlecB+plecB B 100+5,5 %  29,6+255%  434+20,9 %
4 7 35
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0,015625 - | E ¢ |
—
0,0078125 - p<0,01 p>0,05 0 ]
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Abbildung 8 Die Quantifizierung von JecB-Transkripten und extrazellulirem LecB. (A) Quantifizierung von
lecB-Transkripten des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes gegen den P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm bzw. den
komplementierten P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm mit plecB-Expressionsvektor, normalisiert auf das housekeeping-
Gen rpoD. Aufgetragen sind die relativen Transkriptmengen (AACT,.s). Dazu wurden HK aus UK auf 0.D.sggnm = 0,05
inokuliert und die RNA nach exakt 16 h isoliert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR (2.10.4) die
Transkriptmengen bestimmt (n=3). (B) Mittels des mELLA wurde das extrazellulare LecB der P. aeruginosa Kulturen
quantifiziert. Dazu wurden HK aus UK auf O.D.sggnm = 0,05 inokuliert, zentrifugiert (15 min, 4.000 x g, RT) und die zellfreien
KulturGberstande (100 pL) im mELLA (2.16) untersucht (n=8, p<0,01).

Mittels gPCR konnten die Transkriptmengen von lecB ermittelt werden. In den Ergebnissen
wird sichtbar, dass der P.aeruginosa lecB-defiziente PATI4 Stamm nahezu keine
lecB-Transkripte (-97,9 %) im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm aufweist
(p<0,01). Die detektierten /ecB-Transkripte liegen sehr nahe am Hintergrund. Es ist daher
von einer Abwesenheit des lecB-Gens auszugehen. Durch die Komplementierung der
P. aeruginosa lecB-defizienten Mutante mit dem plecB Expressionsvektor, konnte eine
wildtyp-ahnliche Expression wiederhergestellt werden, da die 1,5-fache Erh6hung aufgrund
der Streuung der Messwerte nicht signifikant vom Referenzstamm abweicht (p>0,05). Die
Quantifizierung von extrazelluldirem LecB mittels mELLA (Abb. 8 B) zeigte, dass der
P. aeruginosa lecB-defiziente Stamm ein 70,4 % geringeres Lumineszenz-Niveau im Vergleich

zum P. ageruginosa PAO1 Referenzstamm (WT) aufweist (Abb. 8 B) und als Basislinie fiir den
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Hintergrund definiert wurde. Im Kulturiiberstand des P. geruginosa lecB-defizienten
Stammes mit plecB-Expressionsvektor wurde eine 4,3-fach erhohte LecB-Menge, im
Vergleich zum Referenzstamm, beobachtet. Da in vorherigen Studien gezeigt wurde, dass
lecB in der stationdren Phase exprimiert wird (Gilboa-Garber 1972a, b; Gilboa-Garber et al.,
1977) war davon auszugehen, dass die notwendigen Transportmechanismen fir die
Sekretion von LecB zu diesem Zeitpunkt zur Verfligung stehen. Daher wurde Uberpriift, ob
die Deletion von /ecB einen Einfluss auf die Zelldichte in der stationdren Phase (Abb. 9) und

die Fahigkeit Biofilme zu bilden aufweist (Abb. 10).

35 100+4,2 % 105,4x11,1 % 113,9+4,3 %
T3 I

22,5 -
S
215 A
=
9
T 17
o
N 0,5 .

0 T T T
AlecB AlecB+plecB
p>0,05

Abbildung 9 Die Deletion von lecB hat keinen Einfluss auf die Gesamtzellzahl. Dazu wurden Kulturen des P. aeruginosa
PAO1 Referenzstammes (WT), des lecB-defizienten und des lecB-defizienten Stammes mit plecB-Expressionsvektor (dieser
Stamm wuchs unter Selektionsdruck (Cmsgy; 2.4)) auf O.D.sgonm = 0,05 inokuliert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert
(LB-Medium, 150 UpM). Nach 24 h erfolgte die Zelldichtmessung mittels Endpunktmessung bei 580 nm Wellenldnge
(0.D.580 nm; P>0,05 = Keine signifikante Abweichung).

Die Analyse der Gesamtzellzahl (Abb. 9) nach 24 h durch Messung der optischen Dichte
(O.D.sgonm) zeigte, dass ein P. geruginosa lecB-defizienter Stamm nicht signifikant vom
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm abweicht (p>0,05). Die Abwesenheit von lecB hat keinen
Einfluss auf die Zelldichte nach 24 h. Der komplementierte P. aeruginosa lecB-defiziente
Stamm mit plecB-Expressionsvektor zeigte gegeniiber dem P. aeruginosa lecB-defizienten
Stamm ebenfalls keine signifikante Abweichung (p>0,05). Dariiber hinaus wurde das
Wachstum des P. aeruginosa lecB-defizienten Stammes und des Referenzstammes in der
logarithmischen Phase untersucht (Abb. 9). Dabei zeigte sich, dass diese nicht voneinander

abweichen und neben der maximalen Zellzahl ahnlich schnell wachsen.
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Abbildung 10 Ein lecB-defizienter Stamm weist eine reduzierte Biofilmbildung auf. (A) Quantifizierung von Biofilmen nach
12 und 24 h mittels XTT-Reduktionstest. Dazu wurden 1 x 10° Zellen in Polystyrol-Flachboden-Mikrotiterplatten fir zwei
Stunden kultiviert, die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen und anschlieBend in TSB Nahrmedium fir 12 bzw. 24 h
inkubiert, anschlieBend erfolgte der XTT-Reduktionstest (2.26). (B) Quantifizierung von Biofilmen mittels
Kristallviolettfarbung. Dazu wurden die zu untersuchenden Stamme auf 0.D.sggnm = 1,0 inokuliert und fiir 24, 48 oder 120 h
kultiviert (400 uL LB-Medium, 37°C). AnschlieRend folgte die Kristallviolettfarbung (2.25). In beiden Versuchen wurden die
Stamme WT (P. geruginosa PAO1 Referenzstamm), AlecB (lecB-defizienter P.aeruginosa Stamm) und AlecB+plecB
(lecB-defizienter P. aeruginosa Stamm mit plecB-Expressionsvektor) verwendet. Die Signifikanzwerte (p) sind auf den
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm (WT) der jeweiligen Zeitpunkte bestimmt.

Neben dem Wachstum der Zellen wurde der Einfluss von LecB auf die Biofilmbildung
Uberpruft (Abb. 10), da die Abwesenheit von LecB einen negativen Einfluss auf die
Biofilmbildung ausweist (Tielker 2005; Tielker et al., 2005). Fur die Bestimmung der Biofilm-
Menge wurden zwei unterschiedliche Methoden getestet. Zum einen wurde der
XTT-Reduktionstest (2.26) und zum anderen die Kristallviolettfarbung der Biofilme (2.25)
verwendet. In Biofilm-Quantifizierung mittels XTT-Reduktionstest erhalten die Zellen
zunachst die Moglichkeit an die Oberfliche der Mikrotiterplatte (MTP) zu binden. Nach
dieser Bindung wurden alle ungebundene Zellen entfernt und die gebundenen Zellen in
Kulturmedium inkubiert (Abb. 10 A). Dabei konnten die Ergebnisse friiherer Studien
bestatigt werden, dass der P. aeruginosa lecB-defiziente Stamm eine deutlich reduzierte
Biofilmbildung aufweist (Tielker et al., 2005; Sonawane et al., 2006). Im Detail konnte nach
12 h eine um 58 % bzw. nach 24 h eine um 71 % reduzierte Biofilmbildung im P. aeruginosa

lecB-defiziente PATI4 Stamm im Vergleich zum PAO1 Referenzstamm ermittelt werden.

Diese Methode der Biofilm-Quantifizierung legt zugrunde, dass die Zellen in der Lage sind an
die Oberflaiche der MTP zu binden. Dies ist jedoch bei einigen nachfolgend untersuchten
Stammen, z.B. dem P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten PATS1 Stamm, nicht der Fall
(3.2). Zwar weisen diese Stamme ebenfalls eine deutliche Menge an Biofilmen sowohl im

Erlenmeyer-Kolben als auch in der Mikrokultivierung auf, durch die eingeschrankte
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Adhasionsfahigkeit, welche in den nachfolgenden Kapiteln dargestellt wird, kdnnen diese
Zellen jedoch nicht an die Oberflaiche adhédrieren und werden im Waschschritt entfernt.
Daher wurden alternativ die Zellen kultiviert und die Biofilme ohne den initialen
Waschschritt nach zwei Stunden direkt durch Kristallviolettfarbung (2.25) angefarbt und
qguantifiziert (Abb. 10 B). Nach 24 h konnte beobachtet werden, dass die Menge an Biofilm in
P. aeruginosa lecB-defizienten Stammen oberhalb des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes
liegt. Allerdings zeigten die Quantifizierungen von spateren Biofilmen nach 48 und 120 h,
dass der P. geruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm etwa 60 % weniger Biofilm als der

Referenzstamm aufweist (Abb. 10 B).

Die Ergebnisse der 24 h Kultivierung der Biofilme zeigten, dass die vektorbasierte Expression
von lecB, unter Kontrolle des /ac-Promotors, den Phanotyp des Referenzstammes im
P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm wiederherstellt (Abb. 10 B). Dies konnte zuvor
in einem P. aeruginosa lecB-defizienter PAK Stamm, welcher mit vektorbasiertem lecB, unter
Kontrolle des bis zu zehnmal starkeren tac-Promotors gegenliber des lac-Promotors (de Boer
et al., 1983) komplementiert wurde, ebenfalls nach 24 h beobachtet werden (Sonawane et
al., 2006). Dariiber hinaus wurde der Einfluss von LecB auf spéatere Biofilme nach 48 und
120 h untersucht und gezeigt, dass der plecB-Expressionsvektor im P. aeruginosa
lecB-defiziente PATI4 Stamm den spaten Biofilm-Phdnotyp des P. aeruginosa PAO1
Referenzstammes im Gegensatz zu den 24 h Biofilmen, nicht wiederherstellen konnte

(Abb. 10 B).

Die twitching motility (TM) ist eine Typ-IV-Pili vermittelte Bewegungsform, welche auf der
Streckung und Retraktion der Pili basiert (Bradley 1980; Merz et al., 2000). Es ist bereits
bekannt, dass ein P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm eine Einschrankung in dieser
Bewegungsform aufweist, da LecB an der Biogenese des Typ-IV-Pili beteiligt ist (Sonawane et
al., 2006). Eine fehlende TM kann als Nachweis zur Verifizierung des P. geruginosa

lecB-defizienten Stammes genutzt werden, um die Abwesenheit von lecB zu bestatigen.
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24 h 48 h 120 h

Abbildung 11 Der Einfluss von LecB auf die twitching motility von P. aeruginosa. Dazu wurden M9-TM-Agarmedien mit
Zellen aus einer HK des Referenzstammes P. geruginosa PAQO1, lecB-defizienten und des lecB-defizienten Stammes mit
plecB-Expressionsvektor der O.D.sggnm = 1,0 inokuliert. Die Inkubation erfolgte iber Nacht bei 37°C (2.24.2). Die weitere
Inkubation bis zum Erreichen der jeweiligen Zeitpunkte zur Dokumentation, erfolgte bei RT. Die Dokumentation erfolgte
mittels fotografischer Aufnahmen (EOS 600D, Canon, Japan).

Die TM-Nachweise zeigten, dass der P. aeruginosa lecB-defiziente Stamm gegeniiber dem
Referenzstamm eine deutlich geringere TM in den ersten 24 h aufweist (Abb. 11). Durch die
Komplementierung  des  P. aeruginosa  lecB-defizienten = Stammes mit  dem
plecB-Expressionsvektor konnte der Phanotyp des Referenzstammes nicht wiederhergestellt

werden.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der vorliegende P. aeruginosa
lecB-defiziente Stamm kein lecB exprimiert, von der Zelldichte nach 24 h nicht vom
Referenzstamm abweicht und wie erwartet eine reduzierte Biofilmbildung nach 120 h sowie
eine reduzierte TM aufweist. Nachfolgend diente dieser P. aeruginosa lecB-defiziente Stamm
als Ausgangsstamm zur Konstruktion eines Stammes, welcher lecB QS-unabhangig,

exprimiert und das LecB-Protein extrazellular lokalisiert (3.2).
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3.2 Konstruktion des P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten Stammes

Die Ergebnisse aus 3.1 zeigten, dass mittels SDS-PAGE (Abb.7 A) und indirektem
immunologischen Nachweis via Western Blot (Abb. 7 B) kein bzw. mittels mELLA (Abb. 8 B)
kein ausreichendes LecB im Uberstand des P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm detektiert
werden konnte, obwohl| per gPCR eindeutig die Expression des lecB-Gens nachgewiesen
wurde (Abb. 8 A). Fir weitergehende Analysen von extrazelluldirem LecB wurde daher ein
Stamm bendtigt, welcher lecB in moderaten Mengen, entkoppelt vom QS-System, exprimiert
und dieses im extrazellularen Medium lokalisiert. In vorangegangenen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass das dullere Membran Porin OprF ein Interaktionspartner von LecB ist
(Bartels 2009) und die Bindung von LecB an OprF reversibel durch Zugabe von L-Fukose
gelost werden kann (Funken et al., 2012). In Abwesenheit von OprF ist LecB im extrazellulare
Medium lokalisiert (Bartels 2009). Um die extrazellulire Menge an LecB mittels
Hochdurchsatzverfahrens von zellfreien Kulturiiberstdnden quantifizieren zu kénnen, wurde
daher ein P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienter Stamm konstruiert und dieser mit dem
plecB-Expressionsvektor fiir die moderate Expression von lecB transformiert. Fir die
Konstruktion des P. aeruginosa AlecBAoprF Stammes (2.13) wurden die stromaufwarts und
stromabwarts gelegenen Gensequenzen des oprF-Zielgens mittels PCR amplifiziert (2.10) und
in den pSUP-202 Vektor, welcher in P. aeruginosa nicht repliziert werden kann, kloniert
(Abb. 3). Zwischen den stromaufwarts und stromabwarts gelegenen Gensequenzen wurde
ein Q-Gentamycin-Restistenzmarker (Gm'), welcher eine Gm-Resistenz vermittelt, kloniert.
Der erzeugte pSUP-UGD Vektor wurde in E. coli DH5a repliziert, das Plasmid isoliert (2.5)
und fir die Transformation eines /lecB-defizienten P. geruginosa Stammes mittels
Konjugation (2.12.2) mit dem E. coli S17.1/pSUP-UGD Stamm verwendet. Die erfolgreiche
Ubertragung des pSUP-UGD Vektors und die Selektion auf chromosomale Integration durch
das erste Rekombinationsereignis erfolgte anhand des Wachstums von Zellen auf
Gmsg-Selektionsplatten. Als Kontrollen wurden die Stamme E. coli S17.1 und P. aeruginosa
PATI4 (AlecB) verwendet. Dabei zeigte sich, dass lediglich der Akzeptorstamm mit pSUP-UGD
Kolonien aufwies. AnschlieBend wurden einige hundert Kolonien auf das zweite
Rekombinationsereignis (berprift, indem diese sowohl auf Gmsp- als auch Tetse-
Selektionsplatten Uberimpft wurden, da das Vektorrickgrat eine
Tetrazyklin-Resistenzkassette aufweist. Die Kolonien, die auf Gmsg-, nicht aber auf Tetso-

Selektionsplatten anwuchsen, wurden in Flissigkultur kultiviert und bei -80°C gelagert. Diese
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Tet-sensitiven Stamme weisen das zweite Rekombinationsereignis auf und enthalten im

Chromosom anstelle des oprF-Gens das UGD-Fragment (siehe Abb. 3 E; Kapitel 2.13).

Zur genotypischen Verifizierung der identifizierten P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten
Stamme wurde die chromosomale DNA isoliert (2.5) und die Gegenwart des
UGD-Fragmentes anstelle des oprF-Gens mittels PCR (2.10) und anschlieRender analytischer
Agarosegel-Elektrophorese (2.7) Giberprift (Abb. 12 C).
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Abbildung 12 Der Nachweis der oprF-Deletion mittels PCR. Links: Schematische Darstellung der Oligonukleotid-
Bindestellen (TS-A6 und TS-A7) sowie der Langenangabe der zu erwartenden PCR-Produkte (A: oprF-Gen;
B: UGD-Fragment). (A) entspricht den P. aeruginosa PAO1 Referenz- (WT), lecB- (PATI4), (B) dem lecB- und oprF-defizienten
Stamm. Elektrophoretisch (2.7) aufgetrennte PCR Produkte (2.10) auf einem 1 %igen analytischen Agarosegel (C). Als
Matrizen-DNA wurden 10 ng genomische DNA der einzelnen P. geruginosa Stamme (WT =PAO1 Referenzstamm,
WT/pSUP-UGD und dem lecB- und oprF-defizienten Stamm) verwendet, welche aus UK Kulturen isoliert (2.5) wurde. Die
GrolRe der jeweiligen Fragmente ist in kB angegeben, bzw. durch Namensnennung (rechts) dargestellt. Als GroRenstandard
(M) wurde der 1 kB GeneRuler™ (ThermoFisher Scientific, Darmstadt) verwendet.

In der genotypischen Analyse konnten im P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten Stamm
Fragmente bei der zu erwartenden GréRe des UGD-Fragmentes von 1.600 bp (theoretische
Fragmentlange: 1.632 bp) detektiert werden. Der Referenzstamm weist Fragmente bei
1.100 bp auf. Dies entspricht der Fragmentlinge des oprF-Gens (theoretische
Fragmentlange: 1.095 bp). Die genotypische Analyse des P.aeruginosa lecB- und
oprF-defizienten Stammes belegt die Anwesenheit des UGD-Fragmentes im Chromosom
anstelle des oprF-Gens. Der bestatigte P. aeruginosa lecB- und oprF-defiziente Stamm wird
nachfolgend als ,,PATS1“ bezeichnet. Um mogliche negative Einfliisse der oprF-Deletion auf
das Zellwachstum zu Uberprifen, wurde das Wachstum dieses Stammes mit dem der

Referenzstamme, in der logarithmischen Wachstumsphase, verglichen (Abb. 13).
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Abbildung 13 Der P. aeruginosa PATS1 Stamm weist ein langsameres Wachstum auf. Es wurden je Stamm drei biologische
Replikate der P. geruginosa Staimme (2.2) verwendet um je eine UK fiir die Wachstumsanalysen zu inokulieren. Diese
wurden verwendet um eine Hauptkultur auf O.D.sgym = 0,05 zu inokulieren (2.4) und das Wachstum mittels Messung der
optischen Dichte bei 580 nm Wellenldnge zu verschiedenen Zeitpunkten dokumentiert (LB-Medium, 150 UpM, 37°C).

Die Wachstumsanalysen zeigten, dass der P. aeruginosa PATS1 Stamm etwas langsamer als
der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm waéchst und eine geringere Zelldichte erreicht. Im
Detail weist der P. geruginosa PATS1 Stamm eine etwas hohere Gesamtzellzahl nach neun
Stunden als ein P. aeruginosa oprF-defizienter Stamm auf, jedoch weniger Zellen als der
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm oder ein P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm. Das
Wachstum zwischen dem P. ageruginosa oprF-defizientem Stamm und dem P. aeruginosa

PATS1 Stamm ist dhnlich und entspricht den Erwartungen.

Nach der genotypischen Bestadtigung und Wachstumscharakterisierung des P. aeruginosa
PATS1 Stammes wurde dieser verwendet, um die Lokalisierung von LecB im Uberstand zu
Uberpriufen. Dazu wurde zunachst dieser mit dem plecB-Expressionsvektor bzw. als Kontrolle
mit dem pBBR1MCS1-Leervektor (pLV), transformiert. AnschlieRend wurden die Kulturen
Uber Nacht bei 37°C in LB-Medium mit Cmsg inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde die
optische Dichte (O.D.sgonm) der Kulturen bestimmt und der zellfreie Kulturiiberstand sowie
die Gesamtzellextrakte per SDS-PAGE (2.18) und indirekten immunologischen Nachweis
(2.19) analysiert (Abb. 14 A, B). Darliber hinaus wurde die extrazelluldre LecB-Menge im
zellfreien Kulturliberstand quantifiziert (Abb. 14 C). Parallel wurde der P. geruginosa
lecB-defiziente PATI3 Stamm ebenfalls untersucht, um Hinweisen einer moglichen

Co-Regulation von lecA und lecB nachzugehen (siehe Kapitel 3.9.1).
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Abbildung 14 Die Lokalisierung von LecB in verschiedenen P. aeruginosa Stammen. Es wurden HK der P. aeruginosa lecA-,
lecB-, sowie der lecB- und oprF-defizienten Stamme, des PAO1 Referenzstammes sowie die mit plecB-Expressionsvektor
komplementierten Stamme (AlecB+plecB; AlecBAoprF+plecB) fiir 24 Stunden in Deep-Well-Platten inkubiert (LB-Medium,
650 UpM, 37°C) und die Zellen mittels Zentrifugation (15 Min, 4.000 xg, RT) sedimentiert. Die Proteine der
Kulturliberstande (A) und die Gesamtzellextrakte (B) wurden mittels SDS-PAGE (2.18; O.D.5g0 nm = 0,5) aufgetrennt und LecB
(oben) bzw. als Kontrolle das periplasmatisch lokalisierte DsbA (unten) indirekt mittels immunologischen Nachweis (2.19),
detektiert. (C) Das extrazelluldre LecB wurde mittels mELLA (2.16) quantifiziert (p<0,01, n=8). Oberhalb sind die relativen
Mengen an extrazellularem LecB in % bezogen auf den P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten PATS1 Stamm mit
plecB-Expressionsvektor (=100 %) dargestellt.

Der indirekte immunologische Nachweis des LecB-Proteins zeigte, dass LecB in den
Kulturiberstdnden und Gesamtzellextrakten des P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm mit
plecB-Expressionsvektor und des P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
nachgewiesen werden konnte, nicht aber in den weiteren P. geruginosa Stammen: WT
(PAO1 Referenzstamm), AlecA, AlecB und AlecBAoprF mit pLV-Leervektor (Abb. 14 A). Zu
erkennen ist zudem, dass im Vergleich zu P. aeruginosa lecB-defizientem Stamm mit

plecB-Expressionsvektor der P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor mehr
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LecB, bezogen auf die Zelldichte (0.D.ss0nm), im Uberstand lokalisiert aufweist, wihrend
umgekehrt im Gesamtzellextrakt von P. geruginosa lecB-defizientem Stamm mit
plecB-Expressionsvektor mehr LecB als der P.ageruginosa PATS1 Stamm mit
plecB-Expressionsvektor aufweist (Abb. 14 B). Die produzierten Mengen LecB der beiden
Stamme sind absolut betrachtet dhnlich und entsprechen der Erwartung, da durch die
Verwendung des gleichen Expressionsvektors (p/ecB) und Bedingungen von einer dhnlichen

lecB-Expression auszugehen ist.

Eine quantitative Analyse des extrazelluldren LecB in Kulturiberstanden erfolgte mittels
indirektem immunologischen Nachweises im mELLA (2.16). Dabei zeigte sich, dass der
P. aeruginosa AlecA, AlecB, und der AlecBAoprF Stamm ohne plecB-Expressionsvektor kein
LecB im Uberstand aufwiesen (Abb. 14 C). Der neu konstruierte P. aeruginosa PATS1 Stamm
mit plecB-Expressionsvektor weist die 26-fache, bzw. der P. aeruginosa AlecB Stamm mit
plecB-Expressionsvektor die 4,3-fache Menge an extrazelluldrem LecB im Vergleich zum
Referenzstamm auf. Interessant ist der deutliche Einfluss von OprF als Interaktionspartner
von LecB, die Deletion von oprF fihrt zu einer 6-fach erhohten Menge extrazelluldren LecB.
Als Kontrolle zum Nachweis moglicher Zelllyse durch Deletion von oprF, welches ein haufig
vorkommendes Protein der dulReren Membran darstellt (Hancock et al., 1981), wurden
parallel immunologische Nachweise gegen das periplasmatische DsbA-Protein (Urban et al.,
2001) angefertigt (Abb. 14 A und B, jeweils unten). Die indirekte immunologische Analyse
beziiglich der DsbA-Prisenz zeigte, dass kein DsbA in den Uberstinden detektiert werden
konnte, wahrend das Lumineszenzsignal in den Gesamtzellextrakten gesattigt vorlag. Dies

widerlegt eine mégliche Zelllyse als Grund fiir die Lokalisierung von LecB im Uberstand.

AbschlieBend wurde die Fahigkeit der Biofilmbildung untersucht, dabei zeigten
Quantifizierungen mittels XTT-Reduktionstest (2.26) keine Biofilme, welche jedoch im
Erlenmeyerkolben deutlich sichtbar waren (Daten nicht gezeigt). Fir die Quantifizierung
wurde folglich die Kristallviolettfarbung (2.25) von Biofilmen in Zellkulturplatten, kultivierten

Zellen, durchgefiihrt (Abb. 15).
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Abbildung 15 Die Deletion von lecB und oprF hat einen Einfluss auf die Biofilmbildung. Dazu wurden die P. aeruginosa
Kulturen fir die Biofilmbildung in 24-Well-Zellkulturplatten auf O.D.sgg nm = 1,0 inokuliert und fiir 24, 48 oder 120 h kultiviert
(400 pL LB-Medium, 37°C). Die Quantifizierung der produzierten Biofilme erfolgte mittels Kristallviolettfarbung der Biofilme
(2.25). NS: Nicht signifikant, WT vs. AlecBAoprF + plecB.

Die Quantifizierung der Kristallviolettfarbung der Biofilme (Abb. 15) zeigte, dass ein
P. aeruginosa PATS1 Stamm nach 24 h, etwa 1,5-fach mehr Biofilm aufweist als der
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm. Nach 48 und 120 h weist dieser Stamm jedoch etwa
80 % weniger Biofilm als der Referenzstamm auf. Der P. ageruginosa PATS1 Stamm mit
vektorbasierter Expression von lecB mit dem plecB-Expressionsvektor hat nach 24 h 2,5-fach
mehr Biofilm als der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm und knapp 38 % mehr Biofilm als
derselbe Stamm ohne JlecB-Expression gezeigt (Abb.15). Der direkte Vergleich der
Biofilm-Mengen nach 120 h verdeutlicht, dass die vektorbasierte Expression von lecB im
P. aeruginosa PATS1 Stamm zu einer etwa 39 % hohere Biofilm-Menge (p<0,05) als im selben
Stamm ohne lecB-Expression fiihrt (Abb. 15). Dies bestatigt vorherige Studien, dass LecB an
der Biofilmbildung beteiligt ist (Tielker et al, 2005). Zusammenfassend konnte ein
P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienter PATS1 Stamm konstruiert und verifiziert werden,
welcher lecB QS-unabhangig vom plecB-Expressionsvektor exprimiert und LecB extrazellular
im KulturGberstand lokalisiert. Ein negativer Einfluss auf die Fitness der Zellen bzw. die
Sekretion von LecB durch die Deletion von oprF konnte nicht beobachtet werden. Es konnte
gezeigt werden das LecB, unter den getesteten Bedingungen, unabhdngig von OprF einen
Einfluss auf die frihe Biofilmbildung bis 24 h aufweist. Ferner ist festzuhalten, dass die
Menge an Biofilm eines P. aeruginosa PATS1 Stammes unabhéangig von der Expression von
lecB Uber langere Zeitrdume (48 bis 120 h) deutlich starker als im Referenzstamm abnimmt.
Es konnte auferdem bestatigt werden, dass das LecB-Protein nach Deletion von oprF,
extrazellular lokalisiert ist, d.h. der bislang unbekannte Sekretionsmechanismus von LecB

scheint weiter funktionsfahig zu sein.
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3.3 Expression und Reinigung von LecB

Fir die Entwicklung eines Hochdurchsatzverfahrens (3.4) zur Quantifizierung von
extrazellularem LecB wurde gereinigtes LecB aus P. aeruginosa sowie heterolog exprimiertes
LecB von P. aeruginosa aus E. coli als Referenz bendtigt. Dazu wurden die Stamme E. coli
BL21 (DE3) bzw. P. aeruginosa PAO1 mit dem Vektor plecB (Tielker et al., 2005) verwendet.
Dieser Vektor tragt das lecB-Gen unter Kontrolle des lac-Promotors. Die verwendeten
Stamme wurden unter Selektionsdruck (Cm') kultiviert und die Zellen nach 24 h mittels
Zentrifugation sedimentiert. Zur Reinigung wurde die natirliche Affinitdat des LecB-Proteins
zu D-Mannose ausgenutzt (Garber et al., 1987), d.h. das LecB-Protein wurde aus dem
Gesamtzellextrakt an die D-Mannose-Agarose-Saulenmatrix (Sigma, Deisenhofen)
immobilisiert. Nach Entfernung der unspezifisch gebundenen Proteine durch verschiedene
Waschschritte wurde das LecB-Protein mit 20 mM D-Mannose eluiert. Die Fraktionen der

Reinigung des LecB-Proteins wurden anschliefend mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 16).
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Abbildung 16 Die Reinigung und Identifizierung von LecB. Es wurden HK von E. coli BL21(DE3) und P. aeruginosa PAO1
jeweils mit plecB-Expressionsvektor auf O.D.sgynm = 0,05 inokuliert, fiir 24 h inkubiert (150 UpM; 37°C; 450 mL (E. coli) bzw.
900 mL (P. aeruginosa) LB-Medium), sedimentiert und die Gesamtzellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Es folgte die
Reinigung von LecB mittels D-Mannose-Agarosematrix (2.23). Jeweils 10 pL der einzelnen Fraktionen (EQ: Equilibrierung;
DF: Durchfluss; M: GréRenstandard; W1-2; Waschschritte 1-2; E1-4: Elutionsfraktionen 1-4) wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt und die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.18).

Nach der Konzentrierung und Umpufferung von LecB wurden die Fraktionen (KDF1-2: Durchfliisse der Konzentrierung;
UPDF1-2: Umpufferung) sowie das gereinigte LecB (LecB) mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.18). AnschlieBend wurde mittels
indirektem immunologischen Nachweis (2.19) P. aeruginosa LecB (C) bzw. in E. coli heterolog exprimiertes LecB von
P. aeruginosa (D) detektiert.
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Die SDS-PAGE der Proteinreinigungen zeigten, dass sowohl in P. aeruginosa PAO1 (Abb. 16 A)
als auch E.coli BL21(DE3)/plecB (Abb.16 B) Proteine bei etwa 14kDa in den
Elutionsfraktionen (E1-4) beobachtet werden konnten. Dies entspricht der Grof3e von LecB in
SDS-Gelen (im Gel: etwa 14 kDa, theoretisches Molekulargewicht: 11,73 kDa). Diese
Elutionsfraktionen wurden vereint, konzentriert und die verwendete D-Mannose mittels
Umpufferung entfernt (Abb. 16 C, D). Dabei wurde gezeigt, dass LecB sowohl aus
P. aeruginosa PAO1/plecB (Abb. 16 C) als auch E. coli BL21(DE3)/plecB (Abb. 16 D) erfolgreich
gereinigt werden konnten. Die Ausbeute an eluierten LecB wurde mittels Bradford (2.17)
ermittelt und liegt zwischen 12 mg/L (P. aeruginosa PAO1/plecB) und 194 mg/L
(E. coli BL21(DE3)/plecB).

3.4 Entwicklung, Etablierung und Durchfiihrung eines Hochdurchsatzverfahrens

zur Quantifizierung von extrazellulirem LecB

3.4.1 Fluoreszenz-basierte Quantifizierung von LecB mittels Lumio-Tag™

Zur Quantifizierung von LecB mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes, welcher an ein an LecB
fusioniertes Hexapeptid (Lumio-Tag™) bindet, wurde der Vektor plecB-L (Funken, H.,
unveroffentlicht) konstruiert. Dieser Vektor enthdlt die Gensequenz fiir die C-C-P-G-C-C
Peptidabfolge des Lumio-Tags™ und ist N-terminal vor das /ecB-Gen kloniert. Das
exprimierte Fusionsprotein kann nach Zugabe eines Farbstoffes (FIAsH) der durch die vier
Cysteine des Lumio-Tags™ gebunden wird, durch ein Fluoreszenzsignal, nach Anregung

detektiert werden (Griffin et al., 1998).

Erste fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines P. aeruginosa lecB-defizienten Stammes
mit diesem Vektor zeigten, dass einige der Zellen nach Anregung (508 nm) ein
Fluoreszenzsignal (528 nm) emittieren (Daten nicht gezeigt, Funken, H., unveroffentlicht).
Anhand dieser Daten wurde der Vektor fir die Etablierung eines Hochdurchsatzverfahrens
im Mikrotiterplatten-Format ausgewahlt. Dazu wurde der P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF)
Stamm mit dem Vektor sowie den plecB- und pLV- Kontrollen transformiert.
Wachstumsanalysen dieser Stamme nach 24 h zeigten, dass die Stamme mit dem

plecB-Expressionsvektor keinen Einfluss auf die Zelldichte aufweisen (Abb. 17 A).
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Weiterhin haben erste Pilotexperimente mit dem FIAsH Farbstoff zum Ergebnis gehabt, dass
ein P.geruginosa PATS1 Stamm mit plecB-L Expressionsvektor kein verandertes
Fluoreszenzsignal, im Vergleich zum gleichen Stamm mit pLV- bzw. plecB-Expressionsvektor,
aufweist (Daten nicht gezeigt). Ein daraufhin durchgefiihrter Galaktose-basierter mELLA
(Abb. 17 B) offenbarte, dass der P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
3,4-fach mehr LecB im extrazellulairen Medium aufweist, als der gleiche Vektor mit
N-terminaler Lumio-Tag™-Fusion (plecB-L). Im P. aeruginosa PATS1 Stamm mit dem

Leervektor (pLV = pBBR1MCS1) konnte kein LecB detektiert werden.
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Abbildung 17 Der Einfluss des Lumio-Tags™ auf die Zelldichte, Lokalisierung und Menge von LecB. (A) Messung der
Zelldichte nach 24 h Kultivierung. Dazu wurden HK aus einer UK der P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stimme mit dem
Referenzvektor ohne lecB (pLV), dem plecB-Expressionsvektor und dem plecB-L-Expressionsvektor, welcher eine lecB-L-
Fusion enthalt auf O.D.sgpnm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h bei 37°C inkubiert (LB-Medium, 150 UpM). Die Messung der
Zelldichte erfolgte photometrisch bei 0.D.sg9nm (p>0,05). (B) Die Kulturen wurden zentrifugiert und der Kulturiberstand
(extrazelluldres Medium) fiir den Galaktose-basierten mELLA (2.16) verwendet (p<0,05, n=8). (C) Die gleichen Uberstinde
wie in B wurden fiir den indirekten immunologischen Nachweis von LecB verwendet (2.19). (D) Indirekter immunologischer
Nachweis der Lokalisierung von LecB bzw. LecB-L im P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm. Dazu wurden HK aus einer UK
der P. aeruginosa lecB-defizienten Stamme mit dem plecB-Expressionsvektor und dem plecB-L-Expressionsvektor, welcher
eine lecB-L-Fusion enthalt auf O.D.sgonm = 0,05 inokuliert und fir 24 h bei 37°C inkubiert (LB-Medium, 150 UpM). Das
Gesamtzellextrakt wurde mit SDS-Probenauftragspuffer auf eine Endkonzentration von 0.D.sggnm = 0,5 fiir den indirekten
immunologischen Nachweis von LecB eingestellt, wahrend das extrazellulare Medium unverdiinnt eingesetzt wurde.
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Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde ein indirekter immunologischer Nachweis von
LecB in extrazelluliren Medien der zuvor getesteten P. aeruginosa PATS1 Stdmme
durchgefiihrt (Abb. 17 C). Diese bestatigen den Galaktose-basierten mELLA (Abb. 17 B). Im
P. aeruginosa PATS1 Stamm mit Leervektor (pLV) konnte kein LecB detektiert werden, im
P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-L-Expressionsvektor geringe Mengen. Im Gegensatz
dazu wurden Stamm mit plecB-Expressionsvektor deutliche Mengen LecB detektiert. Dies
legt nahe, dass der N-terminale Lumio-Tag™ einen negativen Einfluss auf die Sekretion von

LecB hat.

Um auszuschlielen, dass dieser Einfluss nicht auf den Lumio-Tag™ zurickzufihren ist,
sondern auf der Deletion von oprF basiert, wurde ein weiterer indirekter immunologischer
Nachweis im P.ageruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm mit plecB- bzw.
plecB-L-Expressionsvektor durchgefiihrt (Abb. 17 D). Im extrazellularen Medium konnte
weder im P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm mit plecB- bzw. plecB-L-Expressionsvektor
LecB detektiert werden, wohingegen LecB in beiden Stammen im Gesamtzellextrakt
detektiert wurde. Es zeigte sich, dass im P. ageruginosa lecB-defizienten Stamm mit
plecB-Expressionsvektor mehr LecB vorliegt, als im Stamm mit plecB-L-Expressionsvektor.
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die N-terminale Fusion des Lumio-Tags™ an lecB einen
Einfluss auf /lecB bzw. LecB hat und sich dieses Verfahren deshalb nicht fir weitergehende
Analysen zur Aufkldarung der Sekretion mittels Hochdurchsatzverfahrens und randomisierter

Mutagenese des Genoms eignet.
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3.4.2 Entwicklung eines Lumineszenz-basierten Hochdurchsatzverfahrens zur
Quantifizierung von extrazellularem LecB
Der Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA; 2.16) basiert auf dem ELISA-Verfahren und wird fir
die Quantifizierung von Lektin-haltigen Proben verwendet (de Bentzmann et al., 2014). Fir
die Quantifizierung von extrazellularem LecB bedarf es einem sensitiven und auf das
LecB-Protein optimierten Hochdurchsatzverfahrens. In dieser Arbeit wurde daher der ELLA
auf LecB adaptiert und der sogenannte modified Enzyme-Linked Lectin Assay (mELLA) fir die
Quantifizierung von extrazellulirem P. aeruginosa LecB entwickelt. Zundchst wurde das
Biotin/Streptavidin-basierte Nachweisverfahren des ELLA durch einen indirekten
immunologischen Nachweis mit spezifischen Antiseren ersetzt. Dabei zeigten erste
Ergebnisse, dass LecB detektiert und semi-quantifiziert werden kann. Allerdings war der
guantifizierbare Konzentrationsbereich fir weitergehende Analysen zu schmal (Daten nicht
gezeigt). Zur Erhohung der Spezifitdt und Sensitivitdt des optimierten ELLA wurde der initiale
Immobilisierungsschritt des Lektins betrachtet. Im ELLA wird als Standard-Zucker fiir die
Immobilisierung des Lektins D-Galaktose verwendet, friihere Studien legen jedoch dar, dass
P. aeruginosa LecB fur p-Mannose (Ka 3,1 x 10> M™) bzw. L-Fukose (Ka1,5x 10°M™) eine
hohere Bindeaffinitat im Vergleich zu Galaktose aufweist (Garber et al., 1987). Folglich
wurde der optimierte ELLA zur Etablierung vergleichend mit Fukose, Galaktose und Mannose

durchgefihrt (Abb. 18).
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Abbildung 18 Der Einfluss verschiedener Zucker-PAA-Konjugate auf die Immobilisierung von LecB. Die Durchfiihrung
erfolgte gemdR (2.16). Zur Immobilisierung von gereinigtem LecB-Protein (1 ng/Well) wurde a-L-Fukose-,
[-D-Galaktose- und o-D-Mannose-Polyacrylamid verwendet. Die Lumineszenzmessung von drei Messplatten mit je vier
Proben a 1 ng gereinigtes LecB pro Well. Die relative Lumineszenz, normiert auf den hochsten Wert als 100 % zeigt, dass
Fukose- (100+1,5 %) das hochste relative Lumineszenzsignal aufweist, wahrend Galaktose- (5,3+47 %**) und Mannose-PAA
(16,5%2,7 %) folgen. ** gibt an, dass die Messwerte innerhalb der drei verwendeten Messwerte stark abweichen und bei
einer Platte keine Daten erfasst werden konnten, weshalb hier n=8 statt 12 ist.
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Die Quantifizierung von immobilisiertem LecB zeigte, dass durch den L-Fukose-PAA-basierten
MELLA deutlich mehr LecB immobilisiert werden konnte, als durch die Verwendung von
D-Mannose-PAA (-83,5 %) oder D-Galaktose-PAA (-97 %). Daraus resultiert, dass der
Austausch des initialen Zuckers zur Immobilisierung des Lektins LecB; L-Fukose-PAA anstelle
von D-Galaktose-PAA, eine Sensitivitatssteigerung um Faktor 18,9 ermdoglichte. Neben dieser
Steigerung der Sensitivitdat konnten in weiteren Experimenten zwei limitierende Faktoren fir
die (m)ELLA-basierten Quantifizierung ermittelt werden. Der erste Faktor ist die Alterung
vom Zucker-PAA-Konjugates. Die in Puffer geloste a-L-Fukose-PAA, welche eine Woche bei
4°C gelagert wurde, immobilisiert 5,4 % weniger LecB, wie mittels Lumineszenzmessung
ermittelt werden konnte. Zudem steigt unter diesen Bedingungen die Standardabweichung
von 1,5 auf 19,5 % an. Dieses Phdanomen des ,alternden” Zucker-PAA-Konjugates konnte
mehrfach beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Zudem konnte beobachtet werden, dass
die Qualitat der Lektinpraparation den Assay signifikant beeinflusst. Durch Varianz in der
Zahl und Qualitdt der Dialyse-Schritte zur Reinigung des Lektins, vom zur Elution
verwendeten Zuckers sowie des Alters des gereinigten Lektins, variiert die Fahigkeit der
Immobilisierung an den zur Verfligung gestellten Zuckern im mELLA. Ein nicht ausreichend
dialysiertes Lektin enthalt noch zahlreiche Zucker (D-Mannose). Daraus resultiert, dass jede
(m)ELLA-Quantifizierung eine interne Kalibrierung des Lektins bendtigt und eine
Kalibriergerade einer Konzentrationsreihe nur individuell fiir das jeweilige Experiment
verwendbar ist. Werden diese beiden Faktoren beachtet, ist eine reproduzierbare

Quantifizierung von extrazellularem oder gereinigtem Lektin moglich.

Fiir nachfolgende Experimente wurde, basierend auf den beschriebenen Ergebnissen,
ausschlieBlich L-Fukose-PAA als Immobiliserungszucker verwendet und der modifizierte ELLA
nachfolgend als mELLA bezeichnet. Fir die Eingrenzung des Konzentrationsbereiches, in dem
LecB innerhalb des mELLA quantifiziert werden kann, wurde der mELLA mit verschiedenen

LecB Konzentrationen in dreifach-Bestimmung durchgefiihrt (Abb. 19).
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Abbildung 19 Der mELLA ist zur Quantifizierung von LecB geeignet. (A) Ermittlung des quantifizierbaren
Konzentrationsbereichs in ng/mL gereinigtem LecB mittels mELLA (n=3). Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von
gereinigtem LecB-Protein von <0,1 bis 1.000 ng/mL in 100 mM Tris/HCIl, pH 8.0 angesetzt und im Fukose-basierten mELLA
untersucht. Nach ldentifizierung des Sattigungsbereiches wurde der lineare Bereich (*), in der die Konzentration und

Lumineszenz korrelieren, ermittelt (B). Dieser Bereich konnte zwischen 0,25 und 62,5 ng/mL LecB quantifiziert werden
(n=3).

Dabei zeigte sich, dass eine Sattigungskurve der Lumineszenz mit LecB ab etwa 100 ng/mL
beobachtet werden kann (Abb. 19 A). Durch Wiederholung des Experimentes mit geringer
konzentrierten LecB-Proben konnte der lineare Bereich des Fukose-basierten mELLA, von
0,25-62,5 ng/mL LecB und einer Linearitit (R* = 0,98) ermittelt werden (Abb. 19 B). Innerhalb
dieses Konzentrationsbereiches kann der mELLA als Hochdurchsatzverfahren zur

Quantifizierung von gereinigtem LecB genutzt werden.

Zur Uberpriifung, ob dieses Verfahren in extrazelluliren Kulturiiberstinden anwendbar ist,
wurde eine absolute sowie eine relative Quantifizierung von LecB des P. aeruginosa PAO1
Referenzstammes (WT) sowie dem P.aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stammes mit
plecB-Expressionsvektor unter Hochdurchsatzverfahren-typischen Bedingungen

(Mikrokultivierung in Deep-Well-Platten) durchgefiihrt (Abb. 20).
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Abbildung 20 Der mELLA ist zur Quantifizierung von extrazellularem LecB verschiedener P. aeruginosa Kulturen geeignet.
Dazu wurde der P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm mit plecB-Expressionsvektor, der amrZ-defiziente und der PAO1
Referenzstamm fiir 24 h in 96-Deep-Well-Platten kultiviert (750 pL LB-Medium, 650 UpM, 37°C). AnschlieBend wurde die
Zelldichte der Kulturen bestimmt (O.D.sgonm: 4,9+0,67 (PAO1); 1,5+0,08 (AlecBAoprF+plecB)) die Zellen mittels
Zentrifugation (15 min, 4.000 x g, RT) sedimentiert und die Uberstinde (100 pL) fiir den mELLA verwendet. (A) Absolute
Quantifizierung von extrazelluldarem LecB mittels mELLA (LecB in ng/mL, n=24, p<0,01). (B) Relative Quantifizierung von
LecB bezogen auf die Zelldichte (O.D.sggnm Mittels mELLA (n=24 p<0,01). (C) Relative Quantifizierung von extrazellularem
LecB des PAO1-Referenzstammes (WT = 1) sowie der amrZ-defizienten Transposonmutante (AamrZ::Tn) (n=8). Dazu wurden
Hauptkulturen aus UK auf 0.D.sgonm = 0,05 inokuliert und bei 37°C inkubiert (LB-Medium, 150 UpM). Nach 24 h wurde die
0.D.5g0 nm ermittelt, die Zellen mittels Zentrifugation (15 min, 4.000 x g, RT) sedimentiert und die extrazellularen Medien fur
die LecB-Quantifizierung mittels mELLA (2.16) verwendet.

Die Quantifizierung des extrazellularen Mediums nach 24h zeigte, dass der
P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor 10,5 ng/mL, bzw. der P. aeruginosa
PAO1 Referenzstamm 0,7 ng/mL LecB aufweist (Abb.20A). Diese Werte der absoluten
Quantifizierung befinden sich innerhalb des linearen Messbereiches von 0,25-62,5 ng/mL
LecB (siehe Abb. 19 B). Der mELLA ist somit als Hochdurchsatzverfahren zur Quantifizierung

von LecB in extrazelluldren Kulturliberstanden im verwendeten Expressionssystem nutzbar.

Auf die Zelldichte der eingesetzten Kulturen bezogen weist der P. aeruginosa PATS1 Stamm
mit plecB-Expressionsvektor (LecB: 7,03 ng/mL/O.D.sgonm) die 47-fache LecB-Menge
gegeniber dem Referenzstamm (LecB: 0,15 ng/mL/O.D.sgonm) auf. Dies ermoglicht eine
sensitive Quantifizierung von Unterschieden in der Sekretion von LecB, zum Beispiel von
Transposonmutanten (3.5). Interessanterweise erreichte der P. aeruginosa PATS1 Stamm
mit plecB-Expressionsvektor im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm unter
diesen Bedingungen eine geringere Zelldichte. Der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm wies
wiederum im Vergleich zum Wachstum im Erlenmeyer-Kolben (2,810,12, siehe 3.1)) eine

hohere Zelldichte in der Deep-Well-Platte (O.D.sg0 nm: 4,90,67) auf.

Um zu Uberpriifen, ob der mELLA neben der Quantifizierung des optimierten

Expressionssystems filir Regulationsstudien geeignet ist, wurde der aus der Literatur
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bekannte, globale Regulator AmrZ (alginate and motility regulator Z), welcher an der
positiven Regulation der Transkription von lecB beteiligt ist (Xu & Wozniak 2015) untersucht.
Dazu wurde der Kulturliberstand eines P. aeruginosa amrZ-defizienter Stammes (amrZ::Tnb5)
mittels des mELLA untersucht. Die Quantifizierung zeigte, dass die Deletion von amrZ im
Vergleich zum P. geruginosa PAO1 Referenzstamm zu einer 70 % reduzierten Menge an
extrazellularen LecB fihrt (Abb. 20 C). Dies bestédtigt die vorherige Studie von Xu und
Kollegen (Xu & Wozniak 2015). Die erfolgreiche Quantifizierung eroffnet die Moglichkeit
neben dem konstruierten Expressionssystem (P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm mit
plecB-Expressionsvektor) verschiedene Regulationsmechanismen in Bezug auf die
LecB-Sekretion mit Hilfe des mELLA zu untersuchen, sofern sich die LecB-Menge innerhalb
des linearen Messbereiches befindet. Im Fall des AamrZ Stammes befand sich dieser an der
unteren Grenze des linearen Messbereiches des mELLA. Unterhalb des linearen
Messbereiches konnte ein Hintergrund-Signal der Lumineszenz sowohl in gering
konzentrierten LecB-Losungen als auch in Kulturiiberstinden von P. aeruginosa

lecB-defizienten Stammen mittels mELLA detektiert werden (Abb. 8 B, 29 B).
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3.5 Erzeugung der Transposon-Bibliothek

Da die Sekretion des P. aeruginosa Lektins LecB bisher nicht aufgeklart ist, wurde mit einem
Hochdurchsatzverfahren nach Gene gesucht, welche an der Sekretion von LecB beteiligt
sind. Zu diesem Zweck wurde eine Tn5-Transposonmutagenese-Bibliothek von P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamm mit plecB-Expressionsvektor erzeugt. Dazu wurden der
P. aeruginosa PATS1 Stamm, welcher den plecB-Expressionsvektor tragt, mit dem
Mutagenesevektor (3.5.1) bzw. den invitro Transposon-Transposase-Komplexen (3.5.2),
transformiert. Das hier verwendete Tn5-Transposon integriert zufallig und ungerichtet in das
Genom des Wirtes und tragt zudem eine Tetrazyklin-Resistenzkassette, die eine Selektion
auf Mutanten, die das Transposon tragen, ermoglicht (Abb. 21 A). Die Integration des
Transposons in ein Gen fiihrt in den meisten Fallen zu einer negativen Beeinflussung der

Expression des betroffenen Genes (Abb. 21 B1-3).

1. Genom 1. lz. 3,

Transposonl M'

Integration

Gen X

-35 -10

Start Stopp

1: Aktiv/Inaktiv

2: Inaktiv

3: Verandertes Transkript, Einfluss auf
co-transkribierte Gene

ATG TGA
pb———— 1674bp ——————

Abbildung 21 Die Transposition des Transposons ins Genom und die Auswirkung auf die Gen-Expression. (A) In das
Genom des Wirtes (A1) integriert das Transposon zufallig und ungerichtet (A2). Das Transposon (A3) tragt invertierte
Sequenzen (IS) an beiden Enden sowie eine Resistenzkassette fiir Tetrazyklin (Tet'), Start- (ATG) und Stopp-Sequenzen
(TGA). Die Integration des Transposons im Genom, verursacht mégliche Einflisse auf die Gen-Expression von durch das
Transposon betroffener Gene (B). Die Integration stromaufwarts eines Gens kann zur Aktivierung oder Inaktivierung der
Expression fuhren (B1). Die Integration in die Promotorregion fiihrt meist zu einer Inhibierung der Gen-Expression (B2),
wahrend die Integration innerhalb des Gens zu einem verdnderten Transkript fihrt, welches einen Einfluss auf die
Funktionalitat, Stabilitdt oder Lokalisierung des Proteins, bzw. einen Einfluss auf nachfolgend (co-)transkribierte Gene
aufweist (B3).

3.5.1 Erzeugung der Transposon-Bibliothek mittels Mutagenesevektor
Zunachst wurde versucht eine Transposon-Bibliothek mithilfe eines Mutagenesevektors

(PUTmMINiTn5-/luxCDABE) im P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm zu erzeugen (Winson
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et al, 1998; Lewenza et al, 2005). Dazu wurde dieser Vektor in die E. coli S17.1 Apir
Ubertragen. Dieser Stamm ist in der Lage, das verwendete Plasmid zu replizieren. Der Vektor
besitzt jedoch keinen funktionalen origin of replication fiir die Replikation in P. aeruginosa.
Allerdings  beinhaltet  dieser  Vektor ein  Tn5-Transposon, welches eine
Tetrazyklin-Resistenz- und eine luxCDABE-Kassette beinhaltet. Dies vermittelt dem Wirt nach
Integration des Transposons eine Tetrazyklin-Resistenz (Tet), auf die selektiert wurde.
Dariber hinaus ermoglicht die Integration eines promotorlosen luxCDABE-Operons, die
Erzeugung eines Lumineszenz-Signals, falls das Transposon hinter einen aktiven Promotor
integriert. Auf den Selektionsagarplatten (LB-Festmedium mit Cmsgo, Tetso, Irgys) konnten
nach Konjugation 6,1 x 10* CFU erzeugt werden, jedoch wies keine dieser Kolonien ein
solches Lumineszenz-Signal auf. Zu erwarten ware, basierend auf Ergebnissen
vorangegangener Studien, dass etwa 7 % der Kolonien nach Integration mit transkriptionell
aktiver luxCDABE-Fusion ein Lumineszenz-Signal aufweisen (Lewenza et al., 2005). Von den
6,1 x 10* Kolonien der Transposon-Bibliothek wurden zufillig 1.728 Kolonien ausgewahlt und
in Flissigmedium (LB-Medium mit Cmasqo, Tetsg, Irgys) kultiviert. Dabei zeigte sich, dass
lediglich 359 Mutanten (20,78 %) in einer ersten Kultivierungsrunde anwuchsen. In einer
zweiten Runde fir die Erzeugung von Gefrierkulturen reduzierte sich die Zahl der
kultivierbaren Mutanten von 359 auf 329 (-9,1 %). Folglich ist davon auszugehen, dass nicht
alle der 1.728 ,Transposonmutanten” tatsdchlich das Transposon tragen. Moglicherweise
war die Tetrazyklin-Konzentration zu gering gewdhlt und das Antibiotikum Uber den
MexXY-Exportmechanismus an der Wirkung verhindert (Morita et al., 2014). Zudem weist
der P. aeruginosa PATS1 Stamm eine erhohte Biofilmbildung durch die Deletion von oprF
und die damit verbundene erhohte Synthese des Pel-Exopolysaccharides (Bouffartigues et
al., 2015) auf, wodurch zum einen die Durchmischung des Donor- und Akzeptorstammes bei
der Konjugation erschwert wird und zum anderen der Zugang der Antibiotika eingeschrankt
sein kdnnte. Um dies in erneuten Versuchen auszuschlieRen, bzw. die Wahrscheinlichkeit zu
reduzieren, wurde die Antibiotika-Konzentration erhéht (Tetiqo). Allerdings stellte sich dabei
heraus, dass weder Kolonien mit Lumineszenz-Signal noch eine ausreichende Menge an
Transposonmutante, lediglich wenige hundert Kolonien, mit dieser Methode erzeugt werden
konnten. Vergleichende Analysen mit dem P.aeruginosa PAO1 Referenzstamm
verdeutlichen, dass dieser eine signifikant erhohte Anzahl an Transposonmutanten aufweist

und zahlreiche Kolonien mit heterogener Lumineszenz beobachtet werden kénnen (Daten
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nicht gezeigt). Die heterogene Lumineszenz basiert auf der unterschiedlichen Expression der
durch das Transposon betroffenen Gene. Ferner wurde bei der Konstruktion der
Transposon-Bibliothek mittels Konjugation beobachtet, dass ein P. geruginosa PATS1 Stamm
eingeschrankt in der Konjugationfahigkeit und temperatursensitiv gegenliber Temperaturen
Uber 42°C ist (Daten nicht gezeigt). Diese Effekte basieren vermutlich auf der
Umstrukturierung der duBeren Membran bei Abwesenheit von oprF (Woodruff & Hancock
1989). Dies hat allerdings keinen Einfluss auf die Sekretion von LecB wie immunologische
Untersuchungen zeigten (Abb. 31 A, B und 33). Eine reproduzierbare Transposon-Bibliothek

konnte auf diese Weise nicht erzeugt werden.
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3.5.2 Erzeugung und Validierung der EZ-Tn5™-Transposon-Bibliothek

Da die Konstruktion einer Transposon-Bibliothek mittels Konjugation im P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamm nicht funktionierte, wurde ein alternativer Ansatz gewahlt. Dazu
wurde im P.aeruginosa PATS1Stamm mit plecB-Expressionsvektor eine EZ-Tn5™-
Transposon-Bibliothek erzeugt, indem mittels Transformation der Zellen mit dem in vitro
EZ-Tn5™<Tet> der Transposon-Transposase-Komplex (EpiCentre, Madison WI, USA) durch
Elektroporation (2.12.3) eingebracht wurde und das Transposon ungerichtet in das Genom
transloziert. Die erzeugte Transposon-Bibliothek wurde auf Selektionsmedien kultiviert
(LB-Festmedium mit Cmsgg und Tetso). Dadurch konnten ausschlieRlich P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamme wachsen, die sowohl den lecB-Expressionsvektor (Resistenz fiir
Cmszgo) als auch das Tn5-Transposon (Resistenz fir Tetsg) tragen. Auf diese Weise konnte eine
Transposon-Bibliothek erzeugt werden, die 6,5x 10° Mutanten umfasst und mit einer
statistischen Abdeckung von 99,99% (siehe unten) alle 5.570 Gene von P. aeruginosa PAO1
(Stover et al., 2000) abdeckt, sofern angenommen wird, dass die Gene dhnlich grof$ sind und

es keine nicht-kodierenden Bereiche gdbe, was in der Realitdt nicht der Fall ist.

Formel:

- log(1 —p)
log(1—f)

Dabei ist n = der Zahl der bendtigten Klone, p = die Wahrscheinlichkeit und f = Zahl der Gene

des Genoms.
Berechnung:

log(1 — 0,9999)

51287 = (1 = (1/5.570)

Fiir die weitergehenden Versuche wurden (ber 5.000 dieser Mutanten zufallig ausgewahlt
und in Mikrotiterplatten kultiviert (2.14.3). Von diesen wuchsen 88,2% mittels
Mikrokultivierung an. Im Gegensatz zum zuvor verwendeten Tn5-Transposon
(PUTmIiniTn5-/luxCDABE), welches mittels Konjugation von E. coli S17.1 Apir mit P. aeruginosa
PATS1 Ubertragen wurde, konnte die Zahl der bestdtigten Transposonmutanten signifikant
erhoht werden. Zudem ermoglicht diese Methode eine einfache und reproduzierbare

Erzeugung einer P. geruginosa Transposon-Bibliothek.
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3.6 Ergebnisse des mELLA Screenings der Transposon-Bibliothek

Die in dieser Arbeit erzeugte Transposon-Bibliothek (3.5.2) des P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stammes mit plecB-Expressionsvektor wurde verwendet, um mit Hilfe
des mELLA (2.16) Transposonmutanten zu identifizieren, die kein oder deutlich weniger LecB
als der Referenzstamm sekretieren. Dazu wurde eine Ausschlussgrenze von 15%
sekretiertem LecB in Bezug auf den P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
(Referenzstamm) definiert. Fir den mELLA wurden 2.856 Mutanten zufillig ausgewdahlt und
in Deep-Well-Platten 24 Stunden kultiviert (2.14.3). Die optische Dichte der Kulturen wurde
nach exakt 24 Stunden bei 580 nm Wellenlange ermittelt. Kulturen, welche eine O.D.sggnm
von unterhalb 0,05 aufwiesen, wurden als ,nicht angewachsen” definiert. Insgesamt
wuchsen nach dieser Definition 134 der 2.856 Mutanten (4,7 %) nicht in der Flissigkultur an.
Die (ibrigen 2.722 Kulturen wurden zentrifugiert und die Uberstinde fiir den mELLA

verwendet (Abb. 22).
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Abbildung 22 Einige Transposonmutanten weisen eine reduzierte Menge an extrazellularem LecB auf. Aufgetragen wurde
die Anzahl der Transposonmutanten (X) gegen die relative Menge an sekretiertem LecB (Y) in Bezug auf den Referenzstamm
P. aeruginosa AlecBAoprF/plecB (Referenzlinie B = 100 % der extrazelluldren Menge von LecB pro 0.D.sggnm). Als gewahlte
Ausschlussgrenze (C) wurden 15 % definiert. Der Schnittpunkt der Transposonmutanten mit der Ausschlussgrenze weist auf
40 Transposonmutanten mit reduzierter LecB Sekretion, hin. Zudem konnte ein Stamm mit erhohter LecB Sekretion (A)
identifiziert werden. Fiir diese Analysen wurden HK in Deep-Well-Platten (750 pL LB-Medium) auf 0.D.sgg nm = 0,05 aus UK in
Deep-Well-Platten inokuliert und fiir 24 h bei 37°C bei 650 UpM inkubiert (2.14.3). AnschlieRend wurden 100 uL der Kultur
abgenommen, die Zelldichte bestimmt und die Zellen in den Deep-Well-Platten sedimentiert (15 min, 4.000 x g, RT). Jeweils
100 pL des Uberstandes wurden fiir den mELLA verwendet (2.16).
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Aus den 2.722 getesteten Transposonmutanten konnten 47 Mutanten (1,7 %) identifiziert
werden, die weniger als 15 % LecB im Vergleich zum P. aeruginosa PATS1 Referenzstamm
mit plecB-Expressionsvektor (100 %) im extrazellularen Medium aufwiesen (Tab. 10).
Dariber hinaus konnte eine Mutante (57_D3_208) beobachtet werden, die signifikant mehr

LecB im extrazelluldren Medium als im Vergleich zum Referenzstamm aufwies.

3.7 Verifizierung und Identifizierung der Mutanten mit reduzierter LecB-Sekretion

3.7.1 Verifizierung der Mutanten mit reduzierter LecB-Sekretion

Fiir die Identifizierung und Verifizierung des Transposon-Integrationsortes wurden die
Transposonmutanten mit beeintrachtigter LecB Sekretion (3.6), in tetrazyklinhaltigem
FlUssigselektionsmedium kultiviert. 2 von 40 Mutanten konnten nicht erneut kultiviert
werden und wurden daher nicht weiter untersucht. Die Mutanten, die phanotypisch auf
Tetrazyklin wuchsen, wurden verwendet, um die Plasmid-DNA (2.5) zu isolieren. Dies diente
der Bestatigung, dass die reduzierte extrazelluldre LecB-Menge nicht auf dem Fehlen des
Expressionsvektors oder der Integration des Transposon im Vektor basiert. Die Plasmide
wurden mit dem Pstl Restriktionsenzym hydrolysiert (2.9) und mittels Agarosegelen (2.7) die
GroRe sowie die Anwesenheit des Expressionsvektors bestimmt (Tab.10, sowie

exemplarisch in Abb. 23 A dargestellt).
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Abbildung 23 Die Verifizierung der Transposonmutanten. (A) Restriktionshydrolyse (2.9) der isolierten Plasmide (2.5) der
jeweiligen Transposonmutanten mit Pstl (M: 1 kB GeneRuler™) Der plecB-Expressionsvektor weist eine Fragmentlange von
5,1 kB auf. (B) DNA-Fragmentlangen-Bestimmung des mittels PCR (2.10) mit den Oligonukleotiden (TS-EZ_Pos-FW und
TS-EZ_Pos-RV) amplifizierten Transposons aus dem Genom der jeweiligen Mutante (M:100bp GeneRuler™
GroRenstandard; MM: Master-Mix; Ref: genomische DNA des P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Referenzstammes als
Negativkontrolle). (C) Indirekter immunologischer Nachweis (2.19) von LecB mit anti-LecB-Antiseren in den
KulturGberstanden der untersuchten Stamme (LB-Medium, 37°C, 150 UpM, 24 h; M: PageRuler™ GroRenstandard; Ref:
P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Referenzstamm mit plecB-Expressionsvektor).

Die Dokumentation der Agarosegelbildaufnahmen zeigte, dass die korrekte Grofe des

Vektors (5.085 bp) verifiziert werden konnte. Die bestatigten Plasmide wurden mit dem
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3 Ergebnisse

Oligonukleotid ,T7“ und ,T7 term” sequenziert (2.11) sowie die korrekte Sequenz des
lecB-Gens der Plasmide Uberprift und verifiziert (Tab.10). Zudem wurden die
Transposonmutanten weitergehend auf die Gegenwart des Transposon Uberprift, dazu
wurden UK der Transposonmutanten inokuliert und die genomische DNA isoliert (2.5). Diese
genomische DNA diente als Matrize fir die nachfolgende PCR (2.10) zur Amplifizierung des
Transposons, mit den Oligonukleotiden TS-EZ_Pos-FW und TS-EZ Pos-RV (Tab. 3). Die
Auswertung der PCR-Fragmente der aufgefallenen Transposonmutanten im analytischen
Agarosegel (2.7; Abb. 23 B) zeigte die erwartete FragmentgroBen von etwa 760 bp. In dem
PCR Produkt des Referenzstammes konnte dieses Fragment nicht beobachtet werden. Dies
unterstreicht neben dem Wachstum in tetrazyklinhaltigen Medien die Anwesenheit des
EZ-Tn5™-Transposons im Genom dem P. geruginosa PATS1 Stamm. Darliber hinaus wurden
immunologische Analysen der Kulturiiberstande der Transposonmutanten, erganzend zum
mELLA (3.6), durchgefiihrt (Abb.23 C). Dabei zeigte sich, dass die stichprobenhaft
ausgewahlten Transposonmutanten kein LecB im Kulturiiberstand aufwiesen und das

Ergebnis des mELLA bestatigen.

Tabelle 10 Ubersicht der zur Verifizierung untersuchten Transposonmutanten. Die Prozent (%) geben die verbleibende
Menge an extrazellulirem LecB im Vergleich zum Referenzstamm (P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm mit
plecB-Expressionsvektor) an, wahrend ein Plus (+) die jeweiligen Verifizierungsschritte (Wachstum, Transposon- und
Plasmid Gegenwart) bestatigt, bzw. ein Minus (-) diese widerlegt.

Transposonmutante | % mELLA Wachstum | Transposon Plasmid
Nomenklatur
54 E4 9 54 E4 9 + + +
54 _H4 14 54 H4 14 + + +
55_B2 15 55 B2 15 + + +
55_E4 11 55 E4_11 + + +
55_H1i1 10 55 H11 10 + + +
55_H12 13 55 _H12 13 + + +
56_G11 13 56_G11 13 + + +
57_G8 6 57 _G8_6 + + +
59 B3 9 59 B3 9 + + +
60_C5 8 60_C5_8 + + +
61_A3 13 61 A3 13 + + +
61_A4 14 61 A4 14 + + +
61_F3 11 61 F3 11 + + +
61_H4 13 61 H4 13 + + +
62_C8 17 62_C8 17 + + +
63_E10 18 63_E10_18 + + +
63_H9 18 63_H9 18 + + +
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63_C9 19 63_C9_19 + + +
63_E7 17 63_E7_17 + + +
63_B5 18 63_B5_18 + + +
65_D5 17 65_D5_17 + + +
66_B10 7 66_B10_7 + + +
66_G9 12 66_G9_12 + + +
66_A9 19 66_A9 19 + + +
66_G5 14 66_G5_14 + + +
67_D9 16 67 _D9_16 + + +
68_C9 19 68 _C9_19 + + +
68_B9 18 68 _B9 18 + + +
69_E11 6 69 E11 6 + + +
75_D4 21 75_D4 21 + + +

79_G12 7 79 G127 + + +
88 _F9 18 88 F9 18 + + +
88 C12 22 88 C12 22 + + +
88 E12 15 88 F12_ 15 + + +

58_A11 10 58 A1l 10 + + -
66_B7 15 66_B7_15 + + ]

68_G12 17 68_G12_17 + + -
79_C9 31 79 C9 31 + - -
88 A4 8 88 A4 8 - - -
88 A1l 2 88 A11 2 - - -

Zusammenfassend konnten 34 der 40 Transposonmutanten unter den oben genannten
Bedingungen bestatigt werden (Tab. 10). Die lbrigen sechs Transposonmutanten konnten
nicht verifiziert werden, da diese entweder nicht erneut kultiviert (838_A4 8 und 88 A1l 2),
das Transposon nicht amplifiziert (79_C9_31), oder die Plasmid Gegenwart nicht verifiziert

werden konnte (58 A11 10,66 _B7_15und 68 _G12_17).
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3.7.2 Identifizierung der Transposon-integrationsorte

Die Identifizierung der Transposon-Integrationsorte in den oben beschriebenen
Transposonmutanten mit verringerter LecB-Sekretion konnte zur Aufklarung der an der
Sekretion von LecB beteiligten Gene beitragen. Um den Integrationsort des Transposon in
den 34 verifizierten Transposonmutanten (3.7.1) zu bestimmen, wurden verschiedene
Identifizierungsmethoden (2.15) angewendet, die auf unterschiedlichen Fragmentldangen
und Restriktionsmustern basieren. Auf diese Weise konnten 19 der 34 Transposonmutanten
im P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm identifiziert werden (Tab. 11). Dabei zeigte sich,
dass bestimmte Gene mehrfach von der Transposonintegration betroffen waren. Daher
reduziert sich die Zahl der identifizierten Gene, die mutmaRlich einen Einfluss auf die
LecB-Sekretion haben, von 19 auf 15 verschiedene (Tab. 11). Die aus der Annotation zu
schlieBende Funktionen dieser Gene sind unterschiedlich, einige sind an der Adhasion,

andere an Transportprozessen oder biosynthetischen Prozessen beteiligt (Tab. 11).

Im Detail konnten zwei Gene fgtA und pilY1 identifiziert werden, welche an dem initialen
Schritt der Infektion, der Adhédsion des humanpathogenen Bakteriums an den Wirt beteiligt
sind. Drei weitere Gene sind an verschiedenen Transport-Prozessen der Zelle beteiligt
(PA1288, PA2018, PA2204), wobei das Transposon im Gen PA1288 in zwei verschiedenen
Transposonmutanten (55 B2 15, 59 B3 9) beobachtet werden konnte. Zudem konnten
acht Gene identifiziert werden, welche an biosynthetischen Prozessen beteiligt sind, wobei
drei Transposonmutanten dasselbe Gen aufwiesen (PA3753). Bei zwei weiteren Genen sind
bislang keine Rolle oder Funktion in zelluldren Prozessen zugeordnet, da diese bisher
lediglich als hypothetische Proteine vorhergesagt wurden (PA0135, PA1383). Wie die
Funktion der Proteine verschieden ist, so verhilt es sich auch mit der Lokalisierung. Von den
15 identifizierten Genen in 19 Transposonmutanten konnten die entsprechenden Proteine in
allen Zellfraktionen bioinformatisch vorhergesagt werden. Im Detail sind diese wie folgt
verteilt: Zytoplasma (5x), Zytoplasma-Membran (4x), Periplasma (1x), duBerer Membran (2x)

und extrazellularem Medium (1x), zwei weitere konnten nicht zugeordnet werden (Tab. 11).
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%), das genetische Umfeld bezogen auf Operons (*:Transposon innerhalb eines Operons;

**: Transposon innerhalb des letzten Gens eines Operons), das zugehorige Protein zum Gen, die Funktion und Lokalisierung
des Proteins sowie dessen biologischer Kontext bezogen auf die zelluldre Funktion. Die Nachweis-Methode A steht fiir die

identifizierten Gen, der Sequenziibereinstimmung in bp (Seq.-Homologie), der prozentualen Ubereinstimmung mit dem

Referenzgen (ldent.
Single-Primer-Methode (2.15.1), B fir den Nachweis mittels Inverser-PCR (2.15.3) und C fir die Plasmid-rescue-Methode

(2.15.2).

Tabelle 11 Ubersicht der identifizierten Gene der Transposonmutanten. Dargestellt sind die Bezeichnung der
Tn5-Transposonmutanten im P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm-Hintergrund, die Nachweis-Methode (s.u.), dem
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3 Ergebnisse

3.7.3 Der Einfluss von FgtA und FliC auf die Sekretion von LecB

Die vorherigen Ergebnisse haben nahegelegt, dass FgtA moglicherweise an der Sekretion von
LecB beteiligt ist (Tab. 11). Die zelluldre Funktion von FgtA ist die Glykosylierung des
bakteriellen Flagellins (FIiC) mit einer Deoxyhexose, wie Fukose. LecB wiederum weist eine
hohe Affinitat zu Fukose auf (Garber et al., 1987). Zudem legten vorherige Arbeiten nahe,
dass LecB Uber einen Zucker-vermittelten Transport sekretiert werden konnte (Tielker et al.,
2005). Um den moglichen Einfluss von FgtA und FliC auf den Transport von LecB zu
untersuchen, wurde begonnen, P. aeruginosa Stamme mit einer Deletion von fgtA und fliC
zu konstruieren. Da dies jedoch noch nicht abgeschlossen werden konnte, wurden
entsprechende Transposonmutanten des P.aeruginosa PA14 Stammes von der
Havard Medical School zur Uberpriifung der Hypothese bezogen (Liberati et al., 2006). Diese
Stamme wurden kultiviert und die Menge an extrazelluldarem LecB mittels mELLA

guantifiziert (Abb. 24 A).
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Abbildung 24 Der Einfluss von FliC und FgtA auf die extrazellulare Menge an LecB. Quantifizierung von extrazelluldarem
LecB mittels mELLA. Dazu wurden HK aus UK auf O.D.sggnm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h kultiviert (LB-Medium, 650 UpM,
37°C). AnschlieRend wurde die Gesamtzellzahl mittels Messung der optischen Dichte bei 580 nm Wellenldnge ermittelt, die
Zellen sedimentiert (15 min, 4.000 x g, RT) und die Uberstinde fiir den mELLA (2.16) verwendet (p<0,05; n=4). Die in
diesem Versuchsteil verwendeten Stdamme und Transposonmutanten basieren auf dem P. geruginosa PAl4
Referenzstamm. Oberhalb der ,untere(n) Grenze” kann die Menge an LecB mittels mELLA quantifiziert werden.

Die Deletion von fliC bzw. fgtA hat eine deutlich reduzierte Menge an extrazelluldrem LecB
zur Folge (Abb. 24). Da die extrazelluldren LecB-Mengen an der unteren Grenze des linearen
Messbereiches des mELLA liegen, konnte keine belastbare Quantifizierung des Einflusses der
Deletionen getroffen werden. Dass die Deletionen aber einen Einfluss haben, konnte
bestatigt werden. Zudem konnte festgestellt werden, dass die Deletion von fliC im Vergleich
zum Referenzstamm zu einer knapp 70 % reduzierten Biofilmmenge fiihrt (Daten nicht

gezeigt).
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3 Ergebnisse

3.8 Der physiologische Einfluss von LecB in P. aeruginosa

Fiir die Aufklarung der physiologischen Rolle des Lektins LecB wurde der Einfluss einer lecB
Deletion auf das Sekretom (3.8.1), die Bewegung (3.8.2), bekannte und putative
Interaktionspartner (3.9) sowie auf die Co-Kultivierung mit einem weiteren Humanpathogen

(3.10) untersucht.

3.8.1 LecB hat einen physiologischen Einfluss auf das Sekretom

Ankniipfend an die Untersuchungen aus Kapitel 3.1 wurde der physiologische Einfluss von
LecB, durch Sekretomanalysen erganzend untersucht. Dazu wurden die extrazellularen
Medien des P. aeruginosa PAO1 Referenz- sowie des P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4

Stammes mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2.21) untersucht (Abb. 25).

A - = : B
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Abbildung 25 Ein lecB-defizienter Stamm weist ein verdndertes Sekretom auf. LecB weist pleiotrope Einfliisse in der
Sekretomanalyse des P. aeruginosa PAO1 Referenz- und lecB-defizienten Stammes auf. Dazu wurden HK aus UK auf
0.D.5sgonm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h in NB-Medium inkubiert (37°C, 25 mL, 150 UpM). Die Zellen wurden zentrifugiert
(1 h, 10.000x g, 4°C), die Uberstinde steril filtriert und mittels TCA-Fillung die extrazelluliren Proteine konzentriert
(2.21.1). Die Proteinkonzentration wurde mittels ,2-D Quant Kit“ von GE Healthcare (Solingen) bestimmt (2.21.2), die
isoelektrische Fokussierung (2.21.3) und die zwei-dimensionale Auftrennung (0) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
2D-Gele Coomassie gefarbt, digitalisiert und mittels des Bildanalyseprogrammes ,Decodon Delta 2D“ (Decodon,
Greifswald), analysiert. (A) Das Sekretom des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes (B) Das Sekretom des P. aeruginosa
lecB-defizienten PATI4 Stammes. Mit Pfeilen sind im P. aeruginosa Referenzstamm die im P. aeruginosa lecB-defizienten

Stamm Proteine markiert und mit Identifikationsnummern (1-6) der Tabelle 12 versehen, welche in geringeren Mengen
vorliegen.

—L/.

Hierbei waren im extrazelluldren Proteom bzw. Sekretom zahlreiche Unterschiede zu
beobachten. Besonders deutlich ist das Fehlen einiger Proteinspots in dem P. aeruginosa

lecB-defizienten Stamm.
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Die dquivalenten Spots im P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm wurden isoliert und mittels

MALDI-TOF Analyse (2.22) identifiziert (Tab. 12).

Tabelle 12 Ubersicht der im Sekretom des P.aeruginosa lecB-defizienten Stammes reduziert vorliegenden oder
fehlenden Proteine. Der verwendete Mascot-Score basiert auf einer bioinformatischen Analyse der identifizierten Peptide
mittels MALDI-TOF Analyse. Ein Score von >50 gibt an, dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit (=sicher) um dieses
Protein handelt. 40-50 gelten als wahrscheinlich (=moglich), <40 als unsicher. Die Lokalisierung der Proteine ist
experimentell bestatigt. *: Die Lokalisierung dieses Proteins ist bioinformatisch vorhergesagt.

Mascot e Gen . Protein
ID Identifiziert | Gen Protein ..

Score Name Lokalisierung
1 79 sicher PA4175 piv Protease IV Extrazellular

Zytoplasmatische

2 69 sicher PA3734 - hypothetisches Protein Membran*

3 69 sicher PA5489 dsbA Disulfid-Oxidoreduktase Periplasmatisch

Chitin-Bindeprotein

4 56 sicher PA0852 cbpD - Extrazellular
Vorlaufer
5 47 moglich PA2891 atuF Fetin-Cerlosizng,/ Zytoplasmatisch
Transporter
6 46 moglich PA4524 nadC Nicotinat-Nukleotid- Zytoplasmatisch

Pyrophosphorylase

Die MALDI-TOF Analyse ergab, dass vier Proteine sicher identifiziert werden konnten, welche
in deutlich geringeren Mengen im extrazellularen Medium der P. aeruginosa
lecB-defizienten Stammes vorliegen, als im P. geruginosa PAO1 Referenzstamm. Derselbe
Einfluss konnte bei zwei weiteren Proteinen beobachtet werden, diese konnten jedoch nicht

sicher identifiziert werden.
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3.8.2 Der physiologische Einfluss von LecB auf die Bewegungsfihigkeit von
P. aeruginosa
Die Bewegung eines Bakteriums, gesteuert durch unterschiedliche Signale, ist hoch komplex
reguliert (Guttenplan & Kearns 2013). In Kapitel 3.1 wurde bereits beschrieben, dass die
Deletion von lecB zu einer im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm eine
deutlich geringeren TM flihrt. Fiir eine weitergehende Analyse, des Einflusses von LecB auf
weitere Bewegungsformen, wurde die Schwimm- (Abb.26) und Schwarmbewegung
(Abb. 27) verschiedener P. aeruginosa Stamme untersucht. Die Schwimmbewegung des
Bakteriums ist eine durch das Flagellum vermittelte Fortbewegung, welche den
Bewegungsschub aus der rotierenden Bewegung der extrazellularen Filamentstruktur

generiert.

AlecBAoprF
WT AlecA AlecB +pLV

WT DNoprF AlecB AlecBAoprF
+pLV +plecB +plecB

Abbildung 26 Die Deletion von lecB weist keinen Einfluss auf die Schwimmbewegung auf. Dazu wurden 5 pL einer UK
einer 0.D.sggnm = 3,0 in der Mitte der Platte auftragen und die Kultur Giber Nacht bei 37°C inkubiert (2.24). AnschlieRend
erfolgte die fotografische Dokumentation der Schwimmbewegung mittels Dokumentationsanlage (STELLA, Raytest
Isotopenmessgerdate GmbH).

Im Schwimmbewegungstest konnte kein signifikanter Einfluss der lecB und oprF Deletion auf
die Schwimmfahigkeit von P. geruginosa beobachtet werden (Abb. 26). Wiederholte
Experimente zeigten, dass der P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm einen heterogenen
Phinotyp in Bezug auf die Schwimmfahigkeit aufzeigt, meist &hnelt dieser dem
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm, nur in seltenen Fallen konnte ein reduziertes

Schwimmuverhalten beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Dartber hinaus wurde der Einfluss verschiedener Deletionsstamme auf die

Schwarmbewegung von P. aeruginosa untersucht (Abb. 27). Die Schwarmbewegung wurde
als die dritte Bewegungsform von P. aeruginosa neben der Schwimmbewegung und der TM
identifiziert (Kohler et al., 2000). Die Schwarmbewegung von P. aeruginosa basiert auf dem
Zusammenspiel der Typ-IV-Pili mit dem Flagellum und ist QS-reguliert (Kdhler et al., 2000;
Shrout et al., 2006).

WT

AlecA

AlecB

AlecB
+plecB

AoprF

AlecBAoprF
+pLV

AlecBAoprF
+plecB

——

I

)

e

Abbildung 27 Die Deletion von JlecB hat keinen Einfluss auf die Schwirmfihigkeit. Dazu wurden 5 pL einer UK der
0.D.sgonm = 3,0 in der Mitte der M9-Schwarmagarplatte (2.24) aufgetragen. Die Inkubation erfolgte iber Nacht bei 37°C,
anschlieBend bis zum Erreichen der 48 h bei RT. Die Aufnahmen der Schwarmbewegung erfolgten mittels
Dokumentationsanlage (STELLA, Raytest Isotopenmessgerate GmbH).

Die Untersuchung der Schwarmfahigkeit von P. aeruginosa lecA- und lecB-defizienten
Stammen zeigte, dass die Deletion, keinen Einfluss auf das Schwarmverhalten von
P. aeruginosa verursacht (Abb. 27). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Deletion von
oprF zu einem deutlich eingeschrankten Schwdrmverhalten von P. geruginosa fuhrt.
Bemerkenswerterweise konnte eine Verdnderung des Phdnotyps nach vektorbasierter
Expression von lecB mittels plecB-Expressionsvektor beobachtet werden, dies ist besonders

im P. geruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm zu beobachten.
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3.9 Einfluss von bekannten und putativen Interaktionspartnern auf LecB

3.9.1 Der Einfluss von lecA auf lecB

Die beiden Lektine LecA und LecB von P. geruginosa besitzen Zuckerbindeeigenschaften und
weisen dhnliche physiologische Funktionen auf (Lanne et al., 1994; Blanchard et al., 2008;
Boukerb et al., 2014) unterscheiden sich jedoch in der Sequenz deutlich (Avichezer et al.,
1994). Da die Expression von lecA und lecB zu dhnlichen Zeitpunkten erfolgt, wurde ein
moglicher Einfluss, zum Beispiel durch eine Co-Regulation von lecA auf lecB untersucht. Dazu
wurde zundchst Uberprift, ob die Deletion von lecA im Genom einen Einfluss auf die
Zelldichte der Kulturen aufweist (Abb. 28 A). Um diese Ergebnisse einzuordnen wurde der
P. aeruginosa AlecB Stamm als Referenz verwendet und zudem indirekte immunologische

Analysen gegen LecB durchgefihrt (Abb. 28 B, C).

A 100+4,2 % 899+41% 1053+11,1% |B Gesamtzellextrakt (o Extrazellulares Medium
3,5
8 &
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g2° : kDa é‘:}s:)\} a SFs FF
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Abbildung 28 Die Deletion von lecA hat einen negativen Einfluss auf die Zelldichte der stationdren Phase. Dazu wurden
HK aus UK auf 0.D.sggnm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h inkubiert (LB-Medium, 150 UpM, 37°C). (A) Bestimmung der
Zelldichte durch Messung der optischen Dichte bei 580 nm nach 24 h Kultivierung (n=8). (B) Indirekter immunologischer
Nachweis von LecB (oben) und DsbA (unten) in Gesamtzellextrakten (O.D.sggnm = 0,5). (C) Immunologischer Nachweis von
extrazellularem LecB (oben) und dem Zelllyse-Marker DsbA (unten). Das periplasmatische DsbA ist nur nach Zelllyse im
extrazellularen Medium detektiertbar. Dazu wurden die Zellen nach der Bestimmung der Zelldichte zentrifugiert und die
Kulturiberstande ohne weitere Behandlung mit SDS-Probenpuffer versetzt und mittels SDS-Page analysiert.

Die Zelldichtemessung der stationdren Phase zeigte, dass ein P. aeruginosa lecA-defizienter
Stamm eine etwa 10 % reduzierte absolute Zellzahl nach 24 h aufweist (Abb.28 A). Im
nachfolgenden indirekten immunologischen Nachweis von LecB konnte gezeigt werden, dass
ein P. aeruginosa lecA-defizienter Stamm kein detektierbares LecB im extrazelluldren
Medium (Abb. 28 C) bzw. zellassoziiert (Abb. 28 B) aufweist. Darliber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Deletion von lecA bzw. lecB nicht zur Zelllyse und damit verbundener
Freisetzung von periplasmatischen DsbA (Bardwell et al., 1991) in das extrazellulare Medium

fihrt (Abb. 28 C unten).

In weitergehenden Untersuchungen wurde der Einfluss von lecA auf /ecB Transkript- und

Protein-Ebene untersucht. Dazu wurden quantitative PCR Analysen sowie mELLA-
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Quantifizierungen von LecB des P.ageruginosa Referenz-, des lecA-defizienten und

lecB-defizienten Stammes durchgefihrt (Abb. 29).
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Abbildung 29 Vergleich von Transkriptmengen und sekretiertem LecB in P. aeruginosa lecA- und lecB-defizienten
Stammen. (A) Quantifizierung der lecB-Transkriptmengen mittels qPCR aus P. aeruginosa lecA- und lecB-defizienten
Stamme im Vergleich zum Referenzstamm (PAO1 = 1). Quantifizierung von lecB-Transkripten des P. aeruginosa PAO1
Referenzstammes gegen den JecA-defizienten bzw. lecB-defizienten P. aeruginosa Stamm, normalisiert auf das
housekeeping-Gen rpoD. Aufgetragen sind die relativen lecB Transkriptmengen (AACT.s). Dazu wurden HK aus UK auf
0.D.sgonm = 0,05 inokuliert (LB-Medium, 150 UpM, 37°C) und die RNA nach 16 h isoliert (2.10.4). Diese wurde in cDNA
umgeschrieben und mittels qPCR (2.10.4) die Transkriptmengen bestimmt (n=3). (B) Quantifizierung von extrazellularem
LecB des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes (WT), des lecA-defizienten sowie des lecB-defizienten Stammes mittels
mELLA (2.16). Dazu wurden HK aus UK in Deep-Well-Platten auf O.D.sggnm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h inkubiert
(LB-Medium, 650 UpM, 37°C), die Zelldichte bei 0.D.sgonm bestimmt, die Zellen zentrifugiert und die zellfreien
Kulturiberstande fur den mELLA (2.16) verwendet (n=8).

Die quantitative PCR Analyse weist auf keinen Einfluss der Deletion /ecA auf die
lecB-Transkription hin (Abb. 29 A). Die quantitative Analyse von extrazellularem LecB mittels
mMELLA (2.16) zeigte, dass der P. aeruginosa lecA-defiziente Stamm 18,4 % weniger LecB im
KulturGberstand im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm aufweist (Abb. 29 B).
Eine friihere Studie zeigte, dass LecB notwendig fiir die Biofilmbildung ist, LecA jedoch nicht
(Tielker 2005). Dem entgegen zeigte eine weitere Studie jedoch, dass LecA einen Einfluss auf
die Biofilmbildung aufweist (Diggle et al., 2006). Da ein P. aeruginosa lecA-defizienter Stamm
jedoch weniger LecB im extrazellularen Medium aufweist (Abb. 29 B), wurden die Biofilm-

Untersuchungen mit dem P. aeruginosa lecA-defizienten Stamm durchgefiihrt (Abb. 30).
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Abbildung 30 Die Deletion von lecA bzw. lecB hat einen Einfluss auf die Biofilmbildung. Fur die Biofilm-Quantifizierung
wurden Kulturen (400 uL, LB-Medium) aus UK auf 0.D.sggnm = 1,0 in Zellkulturplatten inokuliert und bis zum Erreichen der
entsprechenden Inkubationszeit, bei 37°C inkubiert. AnschlieBend folgte die Quantifizierung der Biofilme (n=3) mittels
Kristallviolettfarbung und Messung der O.D.ss50 v (2.25).

Die Biofilm-Quantifizierungen zeigten, dass ein P. aeruginosa lecA-defizienter Stamm nach
48 h (77,7 %) und 120 h (66,4 %) weniger Biofilm als der P. aeruginosa PA01 Referenzstamm
aufweist (Abb. 30). Dies dhnelt dem P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm, welcher nach
48 h und 120 h (60,1 %) weniger Biofilm als der Referenzstamm aufweist. Zusammenfassend
konnte beobachtet werden, dass die Deletion von lecA einen negativen Einfluss auf die

Zelldichte, die Biofilmbildung und die Menge an extrazelluldrem LecB aufweist.

3.9.2 Der Einfluss von OprF auf die Expression und Lokalisierung von LecB

In einer vorangegangenen Studie (Funken et al., 2012) konnte mittels pull-down Analysen
gezeigt werden, dass LecB und OprF putative Interaktionspartner sind. Das Modell legt nahe,
dass das tetramere LecB-Protein mit dem in der duReren Membran lokalisierten Porin OprF
interagiert und auf diese Weise an der dulReren Membran lokalisiert ist. Quantitative
Bestimmungen von extrazelluldrem LecB (3.1) zeigten, dass lediglich geringe Mengen LecB
frei und ungebundenen im extrazellulairen Medium detektiert werden konnten. Dies legt
nahe, dass die Zelle die Menge an extrazellulirem LecB reguliert. Ein im Kapitel 3.2
konstruierter P. geruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm mit plecB-Expressionsvektor zeigte
keinen Einfluss der oprF-Deletion auf die Sekretion von vektorexprimierten und mittels
mMELLA quantifizierten LecB. Es ist davon auszugehen, dass OprF zwar ein Interaktionspartner

der duBeren Membran (Funken et al., 2012), aber kein Sekretionspartner von LecB ist.
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Eine genauere Untersuchung der Zusammenhange zwischen beiden Proteinen erfolgte hier
mit Hilfe eines P. geruginosa oprF-defizienten Stammes. Indirekte immunologische
Nachweise von LecB in P.aeruginosa Kulturiiberstainden (Abb.31A) und
Gesamtzellextrakten (Abb. 31 B) zeigten, dass ein P. aeruginosa oprF-defizienter Stamm im
Vergleich zum P. geruginosa PAO1 Referenzstamm signifikant mehr LecB produziert und
dieses sowohl zellassoziiert als auch extrazellular nachgewiesen werden kann. So konnte
interessanterweise LecB im P. aeruginosa oprF-defizienten Stamm bereits nach sieben
Stunden mittels indirektem immunologischen Nachweises detektiert werden. Der
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm wies hingegen erst nach etwa 24 h (zellassoziiert) bzw.
48 h (extrazelluldr) LecB auf. Quantitative PCR Analysen zeigten, dass ein P. aeruginosa

oprF-defizienter Stamm 7,7-fach mehr lecB exprimiert als der Referenzstamm (Abb. 31 C).
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Abbildung 31 Lokalisierung von LecB und Quantifizierung von lecB und oprF-Transkripten. Lokalisierung von LecB in
extrazellularen Medien (A) und in Gesamtzellextrakten (B) nach 7h bzw. 16h. Dazu wurden die Kulturen
(WT: P. aeruginosa PAO1 Referenz- und der AlecB, AoprF und AlecBAoprF Stimme) aus einer UK auf 0.D.sggnm = 0,05
inokuliert und nach 7 h oder 16 h zentrifugiert (15 min, 4.000 x g, 4°C). Es wurden jeweils O.D.sggnm = 0,5 fiir die SDS-PAGE
(2.18) verwendet. Der indirekte immunologische Nachweis erfolgte gemaR 2.19. (C) Quantifizierung der lecB- und oprF-
Transkriptmengen mittels qPCR aus P. aeruginosa lecB- und oprF-defizienten bzw. dem komplimentierten AlecB/plecB-
Stamm im Vergleich zum P. geruginosa PAO1 Referenzstamm (WT =1), normalisiert auf das housekeeping-Gen rpoD,
dargestellt als relative Verdnderung der Transkriptmengen (AACT ecs, AACT 5pr6). Dazu wurden HK aus UK auf 0.D.sgo ym = 0,05
inokuliert und die RNA nach 16 h isoliert (2.10.4). Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR (2.10.4) die
Transkriptmengen bestimmt (n=3). Die Signifikanzen (p) beziehen sich jeweils auf den P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm.
NS: nicht signifikant p<0,05.

Die Analyse der Transkriptmengenbestimmung mittels gPCR zeigten zudem, dass die
Deletion von lecB und die vektorbasierte Expression von lecB im lecB-defizienten Stamm
keinen Einfluss auf die oprF-Transkription aufweist (Abb. 31 C). Zusammengefasst resultiert
aus diesem Ergebnis, dass oprF einen transkriptionellen Einfluss auf die Expression von lecB
aufweist, wahrend lecB unter den getesteten Bedingungen jedoch keinen Einfluss auf die

oprF-Transkriptmenge zeigt.
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Basierend auf der Transkriptmengen-Bestimmung wurde die Hypothese aufgestellt, dass
OprF nicht ausschlieBlich Interaktionspartner, sondern potentiell als Regulationspartner
direkt oder indirekt in Frage kommt. Moglicherweise basiert diese Regulation auf der durch
die Deletion von oprF resultierende Desorganisierung des QS-Netzwerks (Bouffartigues et
al., 2015) oder auf einer Feedback-Regulation von OprF, welche die Transkription von lecB
inhibiert (Abb. 32). Daraus folgt, dass in Abwesenheit von oprF in P. aeruginosa, dieses
keinen negativen Einfluss auf die Transkription von /lecB aufweist und dieses bereits friiher
und moglicherweise verstarkt exprimiert wird als im P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm.
Zudem zeigte Bouffartigues zuvor, dass die oprF-Transkriptmenge bis 5 h Inkubation ansteigt
und anschlieBend deutlich abnimmt und auf einem niedrigen Level verbleibt (Bouffartigues
et al., 2012). Dabei wurde angenommen, dass ein weiterer (Regulations-) Faktor die

Transkription von oprF beeinflusst.

'B !
Log Phase | Friihe stationare Phase | Spate stationare Phase

Freisetzung von LecB, Biofilm-Bildung
und Vernetzung extrazellularer Zuckerstrukturen

oprF: hoch! oprF: niedrig’ oprF: niedrig ' OprF
lecB: niedrig ; lecB: hoch ; lecB: hoch 5 LecB

Zellaufbau Sattigung von OprF mit LecB

Expressionslevel:

Abbildung 32 Hypothetisches Modell des Aufbaus von Biofilmen durch Interaktion von LecB und OprF. (A) In dem
hypothetischen Modell, basierend auf der Transkriptmengen-Bestimmung mittels quantitativer PCR und den indirekten
immunologischen Nachweisen. In der logarithmischen Phase wird die Expression von oprF durch einen Transkriptionsfaktor
(TF-1, z.B. SigX) aktiviert, wodurch die Transkription von lecB vermutlich iber einen Transkriptionsfaktor (TF-2) reprimiert
wird. (B) In der frihen stationdren Phase wird die Expression von oprF reduziert (X) und die Transkription von lecB
initialisiert. (C) In einer spaten stationdren Phase, beginnt die Zelle Biofilme auszubilden. 1: Bouffartigues et al., 2012,
Struktur von LecB modifiziert nach Loris (Loris et al., 2003).

Zur Uberpriifung der Hypothese eines regulatorischen Einflusses von oprF auf lecB, welche
auf der Analyse der Transkriptmengen basiert wurde die Menge an extrazelluldrem LecB

nach 24 h Kultivierung, quantifiziert (Abb. 33 A).
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Abbildung 33 OprF hat einen Einfluss auf die extrazellulire Menge an LecB. Relative Quantifizierung von LecB aus
extrazellularen Medien des P. aeruginosa Referenzstammes PAO1 (WT), des lecB-, des oprF-defizienten Stammes sowie des
PATS1 (AlecBAoprF) Stammes mit pLV bzw. plecB-Expressionsvektor mittels mELLA (2.16) nach einer Kultivierung von 24 h
in LB-Medium (150 UpM, 37°C, n=4, p<0,05).

Die Quantifizierung von LecB mittels mELLA zeigte, dass ein P. geruginosa oprF-defizienter
Stamm nach 24 h, etwa 32-fach mehr LecB im extrazelluldiren Medium aufweist als der
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm (Abb. 33). Dies bestatigt die vorherigen Ergebnisse des
indirekten immunologischen Nachweises von LecB mittels Western Blot in dem
P. aeruginosa oprF-defizienten Stamm (Abb. 31) und unterstiitzt die Hypothese (Abb. 32),
dass oprF die Transkription von lecB beeinflusst und somit neben der Interaktion mit LecB
einen regulatorischen Einfluss auf lecB aufweist. Die Quantifizierung von LecB mittels mELLA
zeigte zudem, dass ein P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor bei
Kultivierung im Erlenmeyer-Kolben 6,5-fach mehr LecB extrazelluldr aufweist als ein

P. aeruginosa oprF-defizienter Stamm, bzw. 200-fach mehr LecB als der P. aeruginosa PAO1

Referenzstamm.

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass LecB einen entscheidenden Einfluss auf die
Biofilm-Bildung von P. geruginosa hat (Tielker et al., 2005), weshalb parallel die Menge an
Biofilmen eines P. aeruginosa oprF-defizienten, eines lecB-defizienten und des PAO1

Referenzstammes bestimmt wurde (Abb. 34).
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Abbildung 34 Der Einfluss von LecB auf die Biofilmbildung von P. aeruginosa PATS1 Stammen. Die relative Quantifizierung
von Biofilmen des P. aeruginosa Referenzstammes PAO1 (WT), des lecB-, des oprF-defizienten und des PATS1 (AlecBAoprF)
Stammes mit pLV bzw. plecB-Expressionsvektor mittels Kristallviolettfarbung (2.25) nach 24, 48 und 120 h (p<0,05,
Ausnahme: AlecB: p>0,05 24-48 h; p<0,05 120 h, AoprF: p<0,05; n=3). Die absoluten Messwerte (nicht gezeigt) zeigten, dass
der Wildtyp-Referenzstamm nach 48 h 8,6 % mehr, bzw. nach 120 h 11,4 % weniger Biofilm im Vergleich zum 24 h
Zeitpunkt aufweist.

Die Quantifizierung der Biofilme zeigte, dass ein P. aeruginosa oprF-defiziente Stamm nach
24 h Kultivierung 2,6-fach mehr Biofilm im Vergleich zum Referenzstamm aufweist (Abb. 34).
Es ist bekannt, dass in Abwesenheit von oprF das c-di-GMP Level und die pel-Transkription
erhoht sind und dies zu einer verstirkten Biofilmbildung und Produktion von
Pel-Exopolysacchariden fiihrt (Bouffartigues et al., 2015). Basierend auf diesen Daten wurde
der P.aeruginosa PATS1 Stamm ebenfalls untersucht (Abb. 34). Der Vergleich der
Biofilm-Mengen zeigte, dass der P. geruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
nach 24 h Inkubation &dhnlich viel Biofilm wie der P. aeruginosa oprF-defiziente Stamm
aufweist, wahrend der P. geruginosa PATS1 Stamm ohne lecB Expression 37,8 % weniger
Biofilm als derselbe Stamm mit p/lecB-Expressionsvektor aufweist. Nach 48 h weisen die drei
Deletionsstamme im Vergleich zur 24 h Kultur eine deutliche Abnahme der Biofilm-Menge
auf. Nach 120 h konnten in diesen Stammen 71-82 % weniger Biofilm als im P. aeruginosa
PAO1 Referenzstamm ermittelt werden. Der Vergleich der 120 h Werte zeigt, dass ein
P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor 30,8 % mehr Biofilm als ein

oprF-defizienter Stamm aufweist.
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3.9.3 Die regulatorischen Einfliisse von ansB auf lecB

In einer vorherigen Studie (Funken et al., 2012) konnte neben dem dufleren Membran Porin
OprF (siehe 3.9.2) ein zweites Protein mittels pull-down Assay und MALDI-TOF Analyse
identifiziert werden, welches als putativer LecB Interaktionspartner infrage kommt. Dabei
handelt es sich um PA1337, bekannt als AnsB. Protein AnsB ist eine 362 Aminosauren
umfassende, periplasmatisch lokalisierte, putative Glutaminase-/Asparaginase. Interessant
ist die Frage, ob die Expression von lecB und ansB miteinander verknlpft sind. Zur Analyse

dieser Frage wurde eine Expressionsanalyse mittels gPCR durchgefiihrt (Abb. 35).
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Abbildung 35 Der mogliche Einfluss von lecB auf ansB. Die Quantifizierung der lecB- und ansB-Transkriptmengen mittels
gPCR des P.aeruginosa lecB-defizienten bzw. dem komplimentierten AlecB/plecB-Stamm im Vergleich zum
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm, normalisiert auf das housekeeping-Gen rpoD, dargestellt als relativen
Transkriptmengen (AACT ocg, AACT 4nsg). Dazu wurden HK aus UK auf O.D.sggnm = 0,05 inokuliert und die RNA nach exakt 16 h
isoliert (2.10.4). Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR (2.10.4) die Transkriptmengen bestimmt (n=3).

Die Expressionsstudie zeigte, dass in Abwesenheit von lecB die ansB-Transkription nicht
signifikant verandert ist, wogegen die vektorbasierte Expression von lecB im selben Stamm
zu einer 3,6-fache Abnahme der ansB-Transkription fuhrt (Abb. 35). Dies kdonnte auf ein
Gleichgewicht bzw. eine dhnliche aber entgegengesetzte Regulation hindeuten. Unterstiitzt
wird dies durch die Quantifizierung von extrazellulirem LecB eines P. aeruginosa
ansB-defizienten Stammes, welche eine 2,9-fache Abnahme von extrazellularem LecB im
Vergleich zum Referenzstamm aufweist (Daten nicht gezeigt). Darliber hinaus zeigte eine
Expressionsstudie, dass ein P. geruginosa lecA-defizienter Stamm ein 2,5-fach erhohtes

ansB-Transkriptlevel aufweist (Daten nicht gezeigt).
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3.9.4 Der Einfluss von xcpA und xcpQ auf die Sekretion von LecB

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Deletion von lecB einen Einfluss auf die Biogenese der
Typ-IV Pili hat (Sonawane et al, 2006). Erganzend dazu konnte in dieser Arbeit das
Typ-IV-Pilus Biogeneseprotein PilY1 im Screening der Transposonmutanten (3.6) identifiziert
werden, welches moglicherweise an der Sekretion von LecB beteiligt ist. Dartiber hinaus
konnte durch die Sekretomanalyse ein Protein, das NadC, identifiziert werden, welches im
Falle eines P. aeruginosa lecB-defizienten Stammes in geringeren Mengen im Sekretom
vorliegt. Das nadC-Gen befindet sich in genetischer Nachbarschaft zu pilA, pilB und dem
pilCD-Operon. Da die Pili-Biogenese von der bifunktionale Prepilin-Peptidase PilD (auch
bekannt als XcpA) als Teil des Typ Il Sekretionsapparates in der zytoplasmatischen Membran
abhangig ist, wurde mittels mELLA die extrazellulire Menge LecB eines P. aeruginosa
pilD(xcpA)-defizienten Stammes sowie eines xcpQ-defizienten Stammes untersucht
(Abb. 36 B). XcpQ bildet ein Oligomer, bestehend aus 12 XcpQ-Untereinheiten die
zusammen eine Pore mit einer zentralen Offnung in der duReren Membran formen, welche
gefaltete Proteine translozieren kann und essentieller Bestandteil des Xcp-Apparates ist

(Bitter et al., 1998; Filloux et al., 1998; Brok et al., 1999).
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Abbildung 36 Die Deletion von xcpA bzw. xcpQ hat einen Einfluss auf die extrazellulirem LecB-Menge. Relative
Quantifizierung von extrazellularem LecB des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes (WT=1) sowie der xcpA- und
xcpQ-defizienten Stimme (n=8). Dazu wurden Hauptkulturen aus UK auf O.D.sggnm = 0,05 inokuliert und bei 37°C inkubiert
(LB-Medium, 150 UpM). Nach 24 h wurde die O.D.sgpnm ermittelt, die Zellen mittels Zentrifugation (15 min, 4.000 x g, RT)
sedimentiert und die extrazellularen Medien fiir die LecB-Quantifizierung mittels mELLA (2.16) verwendet. ** Es konnte
kein Lumineszenz-Signal detektiert werden.

Die relative Quantifizierung (Abb. 36) von extrazelluldrem LecB zeigte, dass ein P. aeruginosa
xcpA-defizienter (-87 %) bzw. ein P. aeruginosa xcpQ-defizienter-Stamm (-100 %) im

Vergleich zum P. geruginosa PAO1 Referenzstamm weniger LecB aufweist.
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3.10 Einfluss von LecB auf die Co-Kultivierung von Candida albicans und
Pseudomonas aeruginosa
In der Forschung werden haufig Monokulturen untersucht, dabei sind diese in der Natur die
Ausnahme. In der Natur leben pathogene und nichtpathogene Organismen mit und
nebeneinander im Mikrobiom des Lebensraumes. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Joachim Ernst (Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf) konnte ein maoglicher
physiologischer Einfluss von LecB auf co-kultivierte Humanpathogene, P. aeruginosa und
Candida albicans (C. albicans), untersucht werden. C. albicans gehort zu den Hefepilzen und
ist ein fakultativ pathogener Erreger, welcher ebenso wie P. aeruginosa immunsupprimierte

Personen verstarkt infiziert.

3.10.1.1 Biofilme co-kultivierter Stamme

Sowohl C. albicans als auch P. aeruginosa bilden Biofilme zum Schutz vor mechanischen und
Immunsystem-bedingten Abwehrmechanismen des Wirtes, wie zum Beispiel Antikorpern.
Wie bereits gezeigt wurde, spielt LecB eine wichtige Rolle bei der Biofilmbildung (Tielker et
al., 2005) und Adhésion von P. aeruginosa und der daraus vermittelten Grundlage fir die
Infektion des Wirtes. Die Kommunikation zwischen Organismen aus verschiedenen
Bereichen des Lebens, z.B. Prokaryot vs. Eukaryot, wird als Interkingdom-Signalling
bezeichnet (Hughes & Sperandio 2008). In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, welchen
Einfluss das Lektin LecB auf die Biofilmbildung und die moglicherweise damit vermittelte
Kommunikation mit C. albicans, hat. Dazu wurde P. geruginosa mit C. albicans fir
12 bzw. 24 h inkubiert und die Biofilm-Menge mittels XTT-Reduktionstest, quantifiziert
(Abb. 37).
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Abbildung 37 Die Deletion von lecB hat einen Einfluss auf die Biofilmbildung co-kultivierter Stimme. Die Biofilm
Quantifizierung erfolgte mittels XTT-Reduktionstest (2.26), dazu wurden 1x10° Zellen fiur zwei Stunden
Polystyrol-Flachboden-Mikrotiterplatten kultiviert, die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen und anschlieRend in TSB
Ndhrmedium fir 12 bzw. 24 h inkubiert. Die Messung der Absorption des XTT-Reduktionstest erfolgte bei 490 nm
Wellenlange im Plattenphotometer (MWG-Biotech Spectra Max 250, Ebersberg). Fiir diesen Versuch wurden folgende
Stamme als Triplikate kultiviert: Ca (WT) = C. albicans Referenzstamm; Pa (WT) = P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm,
Pa (AlecB) = P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm.

Die Quantifizierung der Biofilme mittels XTT-Reduktionstest, bei dem die Zellen an die
Oberflache adhérieren und ungebundene Zellen abgewaschen werden, zeigte, dass der
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm im Vergleich zu C. albicans weniger Biofilm bildet,
wahrend der P.aeruginosa lecB-defiziente Stamm deutlich eingeschrankt in der
Biofilmbildung ist (Abb. 37). Die Co-Kultivierung des C. albicans Referenzstammes mit dem
P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm fiihrte zu einer deutlich reduzierten Menge an Biofilm
gegenitber von C. albicans Monokulturen. Bei Co-Kultivierung von C. albicans mit dem
P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm resultierte hingegen in dhnliche Mengen Biofilm, wie
genannte C. albicans Monokulturen. Daraus folgt, dass das Lektin LecB einen negativen

Einfluss auf die Biofilmbildung in Co-Kultivierung hat.

Um herauszufinden, ob das LecB wichtig fir die Signalkaskade zur Biofilmbildung von
C. albicans ist, wurde ein Kontrollexperiment mit gereinigtem Lektin LecB aus P. aeruginosa
und einem P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm mit plecB-Expressionsvektor unter
Verwendung der Biofilm-Quantifizierung mittels Kristallviolettfarbung (2.25) durchgefiihrt
(Abb. 38).
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Abbildung 38 Das LecB-Protein hat keinen Einfluss auf die Biofilmbildung co-kultivierter Stamme. Die Quantifizierung der
Biofilme erfolgte mittels Kristallviolettfarbung (2.25). Dazu wurden die zu untersuchenden Stamme auf O.D.sggnm = 1,0
inokuliert und fiir 24 h kultiviert (150 puL LB-Medium, 37°C). AnschlieBend folgte die Kristallviolettfarbung (2.25) und die
Messung der Absorption bei 550 nm Wellenlange im Plattenphotometer (MWG-Biotech Spectra Max 250, Ebersberg).
Ca (WT) =C. albicans Referenzstamm; Pa (WT) = P. geruginosa PAQO1 Referenzstamm, Pa (AlecB)= P. aeruginosa
lecB-defizienter Stamm, n=4.

Die Biofilmbildung mittels Kristallviolettfarbung zeigte, dass der P. aeruginosa lecB-defiziente
Stamm nach 24 h, erwartungsgemaR zundchst mehr Biofilm in dieser Methode aufweist, als
mittels XTT-Reduktionstest und in der Literatur gezeigt (Tielker et al., 2005). Nach 48 h weist
der P.aeruginosa lecB-defiziente Stamm eine deutlich reduzierte Biofilm-Menge im
Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm auf (Abb.10B). Die Biofilm-
Quantifizierung mittels XTT-Reduktionstest (Abb.37) und Kristallviolettfarbung (Abb. 38)
zeigte, dass die Co-Kultivierung der beiden Referenzstamme dazu fihrt, dass deutlich
weniger Biofilm als in der C. albicans Monokulturen gebildet wird. Die Co-Kultivierung von
P. aeruginosa lecB-defizienten und C. albicans Referenzstamm fihrt zu weniger Biofilm als
die Monokultivierung beider Stamme. Interessanterweise weist eine Komplementierung des
P. aeruginosa lecB-defizienten mit plecB-Expressionsvektor und C. albicans Referenzstamm
dhnlich viel Biofilm auf, wie in der Monokultur des C. albicans Referenzstammes. Die Zugabe
von 10 ng/mL gereinigtem LecB, dies entspricht der vielfachen Menge an extrazelluldrem
LecB die der Referenzstamm aufweist (siehe 3.4.2), zeigte keinen Einfluss auf den Biofilm des
C. albicans Referenzstammes. Es ist davon auszugehen, dass der plecB-Expressionsvektor
den P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm in der Co-Kultivierung mit dem C. albicans
Referenzstamm moglicherweise nicht komplementieren konnte. Dies deutet darauf hin, dass
LecB nicht allein als Signal fur die Biofilmbildung von C. albicans dient und die Deletion von

lecB den Einfluss auf die Biofilmbildung verursacht.
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3.10.1.2 Die Lipase Aktivitdat von Humanpathogenen in Co-Kultivierung

Die Hydrolyse von Fettsduren durch Lipasen wird von verschiedenen Organismen genutzt,
um Informationen auszutauschen und hat einen Einfluss auf die Biofilmbildung (Rosenau et
al., 2010). Da die Co-Kultivierung von C. albicans und P. aeruginosa einen Einfluss auf die
Menge an Biofilmen aufweist (3.10.1.1), ist es moglich, dass die Regulation der
Biofilmsynthese auf einer komplexen Regulierung basiert, an der LecB moglicherweise
beteiligt ist. In den Analysen der Transposon-Bibliothek konnten zahlreiche verschiedene
Gene identifiziert werden, welche eine Rolle in der Sekretion von LecB spielen. Eines davon
ist das Gen fiir ExFadLO, welches ein an dem Export von Fettsduren beteiligtes Protein ist.
Um zu untersuchen, ob die Regulation von LecB moglicherweise einen Einfluss auf die
Hydrolyse von Fettsduren und damit Einfluss auf die Lipase bzw. Esterase-Aktivitdt aufweist,
wurde mittels pNPB-Test (2.27) die Lipase/Esterase-Aktivitdt der untersuchten Stamme
bestimmt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die Biofilme, welche parallel zum
XTT-Reduktionstest (2.26) fiir 24 h angezogen wurden, zentrifugiert, die Kulturiiberstande
abgenommen und die Zellen mittels Ultraschall lysiert. Mit diesen Proben wurde der

pNPB-Test durchgefiihrt (Abb. 39).
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Abbildung 39 Die Deletion von lecB hat einen Einfluss auf die Lipase/Esterase-Aktivitit von P. aeruginosa Monokulturen.
Dazu wurden die zu untersuchenden Stamme auf O.D.sgynm = 1,0 inokuliert und fir 24 h in Mikrotiterplatten kultiviert
(150 pL LB-Medium, 37°C). Fir die Bestimmung der Lipase/Esterase-Aktivitdt (2.27) wurden die entstandenen Biofilme
zentrifugiert (15min, 4.000xg, RT). Die Uberstinde wurden abgenommen und das Zellpellet mittels
Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Jeweils 5 puL Probenmaterial des Gesamtzelllysates bzw. 10 pL des extrazellularen
Mediums wurden mit 200 uL pNPB-Substrat versetzt und die Kinetik der Absorption bei O.D.410,m ermittelt. Die Aktivitat
wurde als Steigung der Anderung der 0.D.s;0nm Pro Minute innerhalb des linearen Bereichs der Kinetik bestimmt.
Ca (WT) = C. albicans Referenzstamm; Pa (WT) = P. aeruginosa PAO01 Referenzstamm, Pa (AlecB)= P. aeruginosa
lecB-defizienter Stamm, n=3. NS = Nicht signifikant.

Der Lipase/Esterase-Aktivitatstest des Zelllysates und extrazelluldren Mediums zeigte, dass

die Co-Kultivierung der C. albicans und P. aeruginosa Stamme keinen Einfluss auf die
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Lipase/Esterase-Aktivitat hervorruft (Abb. 39). Es konnte jedoch beobachtet werden, dass
ein P. geruginosa lecB-defizienter Stamm in der Monokultivierung eine deutlich gesteigerte
Lipase/Esterase-Aktivitat im Zelllysat um 39 % und im extrazellularen Medium um 50 %

gegenlber dem P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm aufweist (p<0,05).
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von LecB auf die Physiologie und Pathogenitat

4.1.1 Der Einfluss von OprF auf die Expression von lecB

Zur Untersuchung der Regulation von JlecB wurden zundchst Wachstumsanalysen
durchgefiihrt und Uberpriift ob die Deletion von lecB oder eine vektorbasierte Expression
von lecB einen Einfluss auf das Wachstum von P. aeruginosa aufweist. Diese Analysen
zeigten, dass die Deletion von lecB im Vergleich zum Referenzstamm keinen Einfluss auf das
Wachstum von P. geruginosa in logarithmischen (Abb. 13) und stationaren Phase aufweist
(Abb. 9). Dies steht im Einklang mit vorherigen Studien, da gezeigt wurde, dass das
LecB-Protein wahrend der logarithmischen Wachstumsphase in keiner Fraktion detektiert
werden konnte (Lecoutere et al., 2012; Couto et al., 2015; Reales-Calderon et al., 2015) und
es demnach unwahrscheinlich das LecB einen Einfluss auf das Wachstum aufweist. Die
Beobachtung von LecB im Gesamtzelllysaten der stationdren Phase (Abb.7) steht in
Ubereinstimmung mit den vorherigen Studien von Gilboa-Garber und Kollegen die dieses
ebenfalls dort detektieren konnten (Gilboa-Garber 1972a, b; Gilboa-Garber et al., 1977). Die
Deletion bzw. die moderate Expression von lecB mittels plecB-Expressionsvektor in einem
P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm, zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
maximale Zelldichte in der stationdaren Phase im Vergleich zum PAO1 Referenzstamm

(Abb. 9).

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionstudien konnte festgestellt werden, dass
die Deletion von oprF, welches der Interaktionspartner der dueren Membran von LecB ist,
einen Einfluss auf die Transkription von lecB in der stationdren Phase aufweist und eine etwa
8-fach erhohte Expression von lecB im oprF-defizienten Stamm beobachtet werden konnte
(Abb. 31 C). Umgekehrt konnte kein Einfluss einer Deletion von J/ecB auf die
Transkriptmengen von oprF detektiert werden (Abb.31C). Dies deutet auf eine
lecB-unabhangige Expression von oprF hin. Auf der Gegenseite bedeutet dies jedoch, dass
OprF vermutlich indirekt Uber einen Transkriptionsregulator die Transkription von lecB

inhibiert, da kein DNA-binde Motiv von OprF bekannt ist (Abb. 32).

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass ein P. geruginosa oprF-defizienter Stamm die

Expression des oprF-Promotors liber einen Feedback-Mechanismus, welcher moglicherweise
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durch Signale der Zellhille das OprF fehlt aktiviert wird (Bouffartigues et al,, 2012). Die
Expression von oprF in P. aeruginosa erreicht nach 5h das hochste Expressionslevel,
anschlieRend nimmt dieses deutlich ab bis ein niedriges konstantes Expressionslevel erreicht
ist (Bouffartigues et al.,, 2012). Dies funktioniert wie eine Art Zeitschaltuhr bei der die
Transkription von oprF ab einem definierten Zeitpunkt durch einen Transkriptionsfaktor fir
die extrazytoplasmatische Funktion, dem Sigmafaktor SigX aktiviert wird (Bouffartigues et
al., 2012). Anschliefend nimmt die Expression von oprF ab und die Transkription von lecB
wird, moglicherweise Uber einen weiteren Transkriptionsfaktor, ermdglicht. Die Expression
von lecB wird in P. aeruginosa unteranderem durch die beiden Transkriptionsfaktoren AmrZ
und dem stationdre Phase Regulator RpoS reguliert (Winzer et al.,, 2000; Xu & Wozniak
2015). Denkbar ist daher ein Einfluss auf die lecB Expression durch eine Interaktion von SigX,
welches oprF reguliert, mit den Transkriptionsregulatoren AmrZ und RpoS (iber eine
Kreuzreaktion des komplexen Sigmafaktor-Regulons von P. aeruginosa, welches kirzlich fiir
den P. geruginosa PA14 Stamm naher untersucht wurde (Schulz et al., 2015). Zudem wird die
Transkription von oprF durch den AlgU-Transkriptionsregulator gesteuert (Brinkman et al.,
1999; Bouffartigues et al., 2012). Dies ist interessant, da die Aktivitdt des AmrZ Regulators
AlgU-abhangig erfolgt (Baynham et al., 1999) und somit die Expression von /ecB beeinflusst.
Da die genaue Regulation an dieser Stelle jedoch nicht ndher aufgeklart werden kann ist
festzuhalten, dass die Deletion von oprF zu einer deutlich erhéhten Expression von lecB
flihrt. Dies kombiniert mit der fehlenden Interaktion von OprF mit LecB erklart die
Beobachtung, dass der Stamm bereits in der logarithmischen (nach 7 h) und der stationaren
Phase (nach 16h) eine signifikant erhohte extrazellulire Menge an LecB aufweist
(Abb. 31 A, B). Dem gegenliber steht die Beobachtung, dass LecB im P. aeruginosa PAO1
Referenzstamm erst nach 24 h zellassoziiert (Abb. 7) und 48 h extrazelluldr (Daten nicht
gezeigt) mittels indirektem immunologischen Nachweis via Western Blot detektiert wurde.
Ein sensitiveres immunologisches Verfahren ermoglicht die Quantifizierung von
extrazelluldrem LecB im Referenzstamm bereits nach 24 h. Dieses Verfahren wird als
modified Enzyme-Linked Lectin Assay (mELLA) bezeichnet und wurde in dieser Arbeit
entwickelt. Die genaue funktionsweise wird in Kapitel 2.16 ausgiebig vorgestellt. Die
Quantifizierung der Kulturiberstande des P. aeruginosa des P. aeruginosa oprF-defizienten
Stammes nach 24 h Kultivierung im Erlenmeyer-Kolben mittels mELLA ergab, dass dieser im

Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm 32-fach mehr LecB aufweist (Abb. 33).
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Dies unterstreicht die Lokalisierung von LecB an OprF und legt nahe, dass die fehlende
Interaktion von LecB mit OprF zu einer erhohten Freisetzung von LecB ins extrazelluldre

Medium fiihrt und die Sekretion durch die Deletion von oprF nicht beeinflusst ist.

Zusammengefasst zeigten die Analysen, dass die Expression von lecB durch OprF, welches
der Interaktionspartner der duReren Membran ist, negativ beeinflusst wird. Weitere
Analysen zeigten, dass in einem P. aeruginosa oprF-defizienter Stamm das LecB-Protein
extrazellular lokalisiert ist. Es ist davon auszugehen, dass OprF Uber einen unbekannten
Mechanismus, vermutlich einem Transkriptionsfaktor, die Expression von lecB reguliert. Dies
ist biologisch sinnvoll, um zunachst den Interaktionspartner der dulReren Membran, das
OprF, fur das LecB-Protein zu synthetisieren und anschliefend die Transkription von lecB zu
initialisieren. Dadurch kann die Zelle moglicherweise verhindern, dass groRere Mengen
ungebunden Lektins extrazellular freigesetzt werden. Es ist moglich, dass ein weiterer
Faktor, oder die bereits gezeigte eigene Feedback-Regulation die Transkription von oprF
inhibiert, sobald ein Schwellenwert liberschritten ist (Bouffartigues et al., 2012). Dies fiihrt
zur Aktivierung der lecB Expression wie im schematischen Modell in Abbildung 32

dargestellt.

4.1.2 Die Lokalisierung des LecB-Proteins an der dufleren Membran

In Kapitel 3.1 konnte mittels indirektem immunologischen Nachweis gezeigt werden, dass
das LecB-Protein in Gesamtzellextrakten von P. aeruginosa PAO1 Kulturen der stationdren
Phase vorliegt, nicht aber in extrazelluldaren Medien (Abb. 7, 14). Zudem ist aus der Literatur
bekannt, dass das LecB-Protein an die duBere Membran gebunden ist und dass das duBere
Membran Porin OprF ein Interaktionspartner von LecB ist (Tielker et al., 2005; Bartels 2009;
Funken et al., 2012). Die Lokalisierung an die Zelloberflache tUber OprF ist fiir zahlreiche
bekannte Funktionen und Einflisse von LecB auf die Physiologie und Pathogenitat von
P. aeruginosa notwendig (4.1.3). Darliber hinaus zeigte Funken und Kollegen, dass diese
Interaktion reversibel ist und LecB durch Zugabe von L-Fukose von der Zelloberflache gel6st
werden kann (Funken et al, 2012). Ferner konnte beobachtet werden, dass ein
P. aeruginosa oprF-defizienter Stamm LecB im extrazelluldre Medium lokalisiert (Bartels

2009). In dieser Arbeit wurde, wie bereits zuvor dargestellt die Menge an extrazelluldarem
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LecB in dem P. geruginosa oprF-defizienter Stamm quantifiziert, welche im Vergleich zum

Referenzstamm 32-fach erhéht ist (Abb. 33).

Neben dieser Quantifizierung konnte in Kapitel 3.4.2 die Menge der ungebundenen
extrazellularen LecB-Molekiile pro Zelle, unter den getesteten Bedingungen ermittelt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm etwa 18
LecB-Tetramere pro Zelle im extrazellularen Medium aufweist (Abb. 20). Der von dem
komplexen quorum sensing System entkoppelte P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm
mit plecB-Expressionsvektor weist etwa 880 LecB-Tetramere pro Zelle zum Messzeitpunkt
nach 24 h Inkubation auf (Abb. 20). Dies zeigte, dass das dullere Membran Protein OprF, wie
in Vorarbeiten propagiert, flir die Lokalisierung des LecB-Proteins an der duBeren Membran
erforderlich, nicht aber an dessen Sekretion beteiligt ist. Die Quantifizierung von
extrazellularem LecB legte zudem nahe, dass der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm die
Menge an extrazelluldrem LecB reguliert und nur duferst geringe freigesetzte Mengen LecB

detektiert werden konnen.

Das Fehlen des strikt periplasmatischen Proteins DsbA (Bardwell et al, 1991) im
extrazellularen Medium (Abb. 14) deutet zudem darauf, dass auch die von Wentworth 1991
vermutete Freisetzung von Lektinen durch Zelllyse, &ahnlich der Freisetzung von
extrazellularer DNA durch Autolyse (Webb et al.,, 2003) im Gegensatz zu einer aktiven
Sekretion (Wentworth et al., 1991) ebenfalls nicht in Frage kommt, um die Akkumulation
von LecB im extrazellularen Medium zu begriinden. Dariber hinaus wurden enzymatische
Analysen angefertigt, welche auf der Umsetzung des CENTA-Substrates durch die
periplasmatische B-Laktamase basieren (Livermore 1995; Bebrone et al., 2001), ebenfalls die
Zelllyse als primdre Freisetzung von LecB ins extrazelluldre Medium ausschliefen (Daten
nicht gezeigt). Es ist jedoch trotzdem nicht vollig ausgeschlossen, dass geringe Mengen LecB
durch Zelllyse und gerichtete Freisetzung von eDNA sowie weiteren Proteinen durch

explosive Zelllyse (Turnbull et al., 2016) freigesetzt werden.

Auffallig ist, dass eine N-terminale Fusion des lecB-Gens mit dem Lumio-Tag™, welcher fir
ein Hexapeptid der Aminosduren C-C-P-G-C-C kodiert und zur Quantifizierung von LecB
genutzt werden sollte, zu einer deutlich reduzierten Menge an extrazellularem LecB fihrt
(Abb. 17 B, C). Es zeigte sich, dass ein P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm sowohl im

indirekten immunologischen Nachweis als auch in der Quantifizierung des extrazelluldren
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LecB-Proteins liber 70 % weniger LecB mit Lumio-Tag™ aufweist, als der Referenzstamm mit
LecB ohne Lumio-Tag™ (Abb.17 B, C). Ein anschlieBender indirekter immunologischer
Nachweis eines P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stammes mit plecB- und
plecB-L-Expressionsvektor ergab, dass extrazelluldr kein LecB detektiert wurde und die
Menge an LecB im Gesamtzellextrakt unterschiedlich ist (Abb. 17 D). Der P. aeruginosa
lecB-defiziente Stamm mit plecB-L-Expressionsvektor wies weniger zellassoziiertes LecB auf
als der gleiche Stamm mit plecB-Expressionsvektor. Es ist moglich, dass die N-terminale
Fusion des Lumio-Tags™ einen negativen Einfluss auf die Transkription des lecB-Gens
aufweist oder posttranslationale Einflisse zu diesem Ergebnis fihren. Ebenso besteht die
Moglichkeit, dass der Lumio-Tag™ einen Einfluss auf die Faltung oder Lokalisierung des
LecB-Proteins hat und LecB intrazellular abgebaut wird. Die Verwendung des N-terminalen
Lumio-Tags™ flir weitere Versuche wurde daher nicht weiterverfolgt. Dies deutet jedoch
darauf hin, dass der N-terminale Bereich des lecB-Gens fir die korrekte Lokalisierung

notwendig sein konnte.

Der N-terminale Bereich von Proteinen kann ein Sekretionssignalpeptid enthalten, welches
den Transport des Proteins durch ein Sekretionssystem in die entsprechende Zellfraktion
ermoglicht. Allerdings konnten fiir LecB bisher keine Sekretionssignalpeptide oder Motive
fiir die bekannten P. aeruginosa Proteinsekretionsmechanismen identifiziert werden (Ma, Q.
et al.,, 2003; Tielker et al.,, 2005). Tielker beobachtete 2001, dass das zytoplasmatische
LecB-Protein ein hoheres Molekulargewicht als in den Gbrigen Fraktionen aufweist und
einen Hinweis auf eine Prozessierung des LecB-Proteins fiir den Transport vom Zytoplasma
ins Periplasma darstellt (Tielker 2001). Es ist beschrieben, dass LecB einen Einfluss auf die
Biogenese der Typ-IV-Pili und die extrazelluldre Protease IV Aktivitat hat (Sonawane et al.,
2006). Der Einfluss auf die extrazellulare Protease IV Aktivitat erfolgt moglicherweise nicht
auf die Aktivitat selber, sondern auf die Menge an sekretierter Protease IV, weshalb
angenommen wird, dass LecB moglicherweise die Typ-Il Proteinsekretion von P. aeruginosa
beeinflusst (Sonawane et al., 2006). Daraus wurde gefolgert, dass LecB moglicherweise eine
Funktion im Periplasma aufweist (Bartels et al., 2011). Es konnte jedoch kein LecB im
Periplasma planktonischer Zellen und in Biofilmen detektiert werden (Tielker et al., 2005). In
sessilen P. aeruginosa PAO1 Zellen, welche auf NB-Medium fir 48 h bei 37°C kultiviert
wurden, konnte LecB in zwei Formen im Periplasma detektiert und mittels MALDI-TOF-

Analyse identifiziert werden (Bartels et al., 2011).
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Diese beiden Formen unterscheiden sich anhand ihres Molekulargewichtes (Bartels et al.,
2011), allerdings umgekehrt zu der Beobachtung von Tielker (Tielker 2001). Im Periplasma
konnte LecB mit einem erhohten Molekulargewicht gegeniber den weiteren Fraktionen
beobachtet werden (Bartels et al, 2011). Posttranslationale Modifikationen, wie zum
Beispiel Glykosylierungen, kénnen das Molekulargewicht von Proteinen signifikant erhdhen
(Totten & Lory 1990; Swanson & Kuo 1991). Die Glykosylierung von Proteinen ist in
Eukaryoten weit verbreitet und dient dort als Marker fiir die extrazytoplasmatische
Lokalisierung durch kovalente Verkniipfung eines Zuckers an das Protein (Ungar 2009). Die
Glykosylierung ist jedoch nicht ausschlieBlich Eukaryoten vorbehalten und kann ebenso,
wenn auch weniger haufig, in Prokaryoten beobachtet werden (Nothaft & Szymanski 2010).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass in P. aeruginosa das Pilin der Typ-IV-Pili (Castric et al.,
2001) und das Flagellin (FIiC) des Flagellums (Totten & Lory 1990; Arora et al., 2001; Schirm
et al, 2004) O-glykosyliert sind. Bei der O-Glykosylierung werden Glykanreste an
Hydroxylgruppen von Serin und Threonin verknipft, im Gegensatz zur N-Glykosylierung bei
der Aminogruppen von Asparagin glykosyliert werden (Szymanski & Wren 2005; Lengeler et
al., 2008). Das LecB-Protein weist zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen an Position N21
und N34 auf (Gilboa-Garber et al., 2000), wobei die N-Glykosylierung des Asparagins N21
nach bioinformatischer Vorhersage am wahrscheinlichsten ist (Gupta et al., 2004). Nach
Behandlung des moglicherweise glykosylierten LecB-Proteins mit N-Glykosidase F weist
dieses das erwartete unglykosylierte Molekulargewicht auf und wurde als N-glykosyliertes
Protein definiert (Bartels et al, 2011). Dariber hinaus wurde postuliert, dass die
Glykosylierung fir die Lokalisierung in der dulReren Membran notwendig sei (Bartels et al.,
2011). Dazu wurde das Asparagin an Position 21 im LecB-Protein gegen Alanin ausgetauscht
und in einem P. ageruginosa lecB-defizienten PAO1 Stamm fiir 16 und 48 h vektorbasiert
exprimiert (Bartels et al.,, 2011). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass das
mutierte LecB-Protein ohne die N-Glykosylierungsstelle (N21A) nach 16 h ausschlieBlich im
Zytoplasma lokalisiert, wahrend das wildtypische LecB-Protein im Periplasma lokalisiert
wurde (Bartels et al, 2011). Nach 48 h konnte in keiner Zellfraktion N21A-mutiertes
LecB-Protein beobachtet werden, wohingegen ausschlieflich wildtypisches unglykosyliertes
LecB im Zytoplasma und der duBeren Membranfraktion detektiert werden konnte (Bartels et
al., 2011). Da dieses jedoch nach 16 h detektiert werden konnte und auch nach 48 h dieses

weiter transkribiert wurde, wurde angenommen, dass die Mutation der
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N-Glykosylierungsstelle zur Degradation des N21A-mutierten LecB-Proteins fihrt (Bartels et
al., 2011). Die N-Glykosylierung ist potentiell an der Stabilitdt von Proteinen beteiligt (Yasuda
et al., 1999; Rudd et al., 2001; Skropeta 2009). Zusammengefasst wurde postuliert, dass die

N-Glykosylierung fir den Transport von LecB notwendig ist (Bartels et al., 2011).

In einer friiheren Arbeit konnte allerdings keine Glykosylierung von LecB beobachtet werden
(Gilboa-Garber et al., 2000) sowie, wie beschrieben, ein hoheres Molekulargewicht von LecB
im Zytoplasma beobachtet werden (Tielker 2001). In dieser Arbeit konnte keine zweite
LecB-Proteinbande in SDS-PAGE-Gelen unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
beobachtet werden. Der Austausch des hydrophilen Asparagins durch das hydrophobe
Alanin in direkter Nahe zum hydrophilen Serin, in der Studie von Bartels (Bartels et al.,
2011), hat moglicherweise einen Einfluss auf die Zuckerbindefahigkeit von LecB, da die
Zuckerspezifitat von LecB fir Monosacchariden von der Aminosduren-Triade
Ser22-Ser23-Gly24 abhangt (Adam, J. et al., 2007). Dariber hinaus hat das Asparagin an
Position 21 einen Einfluss auf die Koordinierung der beiden Ca*-lonen (Sabin et al., 2006),
durch Asn21, GIlu95, Asp99, Aspl01, Asnl103, Asp104 sowie der Glyl14-Terminus des
benachbarten Monomers (Sabin et al.,, 2006), die entscheidend fiir die Zuckerbindung sind
(Tielker 2005). Der Austausch der Asparaginsdure an Position 104, welche fir die Ca®*-lonen
Komplexierung mitverantwortlich ist, durch Alanin fahrt zum Verlust der
Zuckerbindefdhigkeit von LecB (Tielker et al., 2005). Die vektorbasierte Expression des
D104A-LecB-Proteins in einem P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm zeigte, dass das
mutierte LecB in dhnlichen Mengen wie das vektorbasierte native LecB akkumuliert, jedoch
ausschlieBlich zytoplasmatisch lokalisiert ist und kein LecB an der duBeren Membran
identifiziert werden konnte (Tielker et al., 2005). Es ist daher davon auszugehen, dass die
Zuckerbindung fiir die Lokalisierung und Sekretion notwendig ist. Moglicherweise erfolgt die
LecB-Sekretion durch einen Co-Transport mit einem Glykoprotein oder einem

kohlenhydrathaltigen Liganden (4.3.4).

4.1.3 Die biologische Funktion von LecB
Das P. aeruginosa Lektin LecB ist ein Kohlenhydrat-bindendes Protein mit einer Affinitdt zu
L-Fukose im mikromolekularen Bereich (Garber et al., 1987), welches in vielfiltigen

biologischen Prozessen und der bakteriellen Virulenz beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden,
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dass das LecB-Protein in vitro die Zilienbewegung der Atemwegsepithelien reduziert und auf
diese Weise den natiirlichen Abwehrmechanismus der menschlichen Lunge inhibiert (Adam,
E. C. etal., 1997a; Adam, E. C. et al., 1997b; Mewe et al., 2005; Gustke et al., 2012). In einer
vorherigen Studie wurde beobachtet, dass die Deletion des lecB-Gens in einem P. aeruginosa
Stamm keinen Einfluss auf die Zelldichte planktonischer Zellen nach 24 h aufweist, die Daten
wurden in der Studie jedoch nicht gezeigt (Tielker et al., 2005). Die Analysen des
Zellwachstums planktonischer Zellen in Kapitel 3.1 bestatigen diese Ergebnisse, da die
Deletion von lecB im Genom von P. aeruginosa keinen Unterschied auf die Zelldichte nach
24 h gegenliber des P.aeruginosa PAO1 Referenzstammes aufweist (Abb.9). Ein
P. aeruginosa lecB-defizienter PATI4 Stamm zeigte eine 58-71 % reduzierte Biofilmbildung im
Vergleich zum P.aeruginosa PA01 Referenzstamm (Abb.10A). Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Tielker der unter statischen Bedingungen in
NB-Medium auf Glasoberflachen beobachten konnte, dass ein P. geruginosa lecB-defizienter
PATI4 Stamm bei 30 und 37°C im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm diinnere
und weniger ausgebreitete Biofilme hat (Tielker et al., 2005). Das LecB-Protein erleichtert
moglicherweise die Zell-Zell-Interaktion, da gezeigt werden konnte, dass das gereinigtes
LecB-Protein an die Zelloberflaiche von P. aeruginosa Zellen bindet (Sudakevitz & Gilboa-
Garber 1982; Tielker et al, 2005). Wenn die ungebundenen Zellen wahrend der
Biofilmkultivierung jedoch nicht entfernt wurden, wies der P. aeruginosa lecB-defizienter
PATI4 Stamm nach 24 h dhnliche Biofiimmengen wie der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm
auf (Abb. 10 B, 30). Der mittels plecB-Expressionsvektor komplementierte P. aeruginosa
lecB-defiziente PATI4 Stamm verhielt sich nach 24 h ebenfalls wie der P. aeruginosa PAO1
Referenzstamm (Abb. 10 B). Dies deutet darauf hin, dass LecB nicht ausschlieBlich einen
Einfluss auf die Biofilmbildung selber aufweist, sondern die Adhasion an die Oberflache der
Mikrotiterplatte vermittelt. Tielker stellte die Hypothese auf, dass das LecB-Protein an der
Zelladhasion an abiotische Oberflachen beteiligt ist, da gezeigt werden konnte, dass ein
P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm unter statischen Bedingungen nicht an
Glasoberflachen adhéarieren konnte (Tielker 2005). Es konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass LecB fur die langfristige Kolonisierung in Biofilmen moglicherweise notwendig ist, da die
Menge an Biofilmen nach 48 und 120 h unter statischen Bedingungen eines P. geruginosa
lecB-defizienten PATI4 Stammes gegeniiber des PAO1 Referenzstammes deutlich reduziert

ist (Abb. 10 B, 30). Nach 120 h weist der P. aeruginosa lecB-defiziente PATI4 Stamm etwa
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60 % weniger Biofilm als der PAO1 Referenzstamm auf. Aufgrund der stdarkeren Abnahme der
Biofilmmenge durch die Deletion von lecB im Vergleich zum Referenzstamm, deutet dies auf
eine verringerte Stabilitat der Biofilme hin. Die vektorbasierte Expression des lecB durch den
plecB-Expressionsvektor konnte unter den getesteten Bedingungen den wildtypischen
Phanotyp des P. aeruginosa PAO1 Referenzstammes nicht wiederherstellen (Abb. 10 B). Zwar
wies der P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm mit p/lecB-Expressionsvektor nach 16 h
eine Wildtyp-dhnliche lecB-Transkription (Abb. 8 A) und nach 24 h eine gesteigerte Menge
an extrazellularem LecB (Abb. 8 B) auf, jedoch kann gegenwdrtig keine Aussage Uber die
Expression wahrend der spateren Biofilmbildung getroffen werden, da diese moglicherweise
deutlich erhoht ist. Fiir eine genaue Analyse konnten Transkriptom-Daten verschiedener
Wachstumsphasen, z.B. der logarithmischen, der frithen stationdren und der spat
stationaren Phase zur Entschlisselung verwendet werden. Hinweise darauf, dass die
konstitutive Expression von JlecB unter Kontrolle des /lac-Promotors auf dem
plecB-Expressionsvektor zu diesem Zeitpunkt deutlich niedriger ist als moglicherweise unter

in vivo Bedingungen, zeigten twitching motility (TM) Analysen (Abb. 11).

Es konnte gezeigt werden, dass LecB mit der Biogenese der dafiir notwendigen Typ-IV-Pili
von P. aeruginosa verknlpft ist (Sonawane et al., 2006). Typ-IV-Pili sind lange, diinne Haar-
dhnliche Protein-Polymere, welche verschiedenste Funktionen wie z.B. die Bindung an
Wirtszellen und Oberflachen, Flagellum-unabhangige twitching motility, Schwarm-Fahigkeit
oder die Biofilm-Bildung erméglichen (Craig et al., 2004; Burrows 2012). Die Typ-IV-Pili
vermittelte twitching motility basiert auf der Streckung und Retraktion der polarlokalisierten
Typ-IV-Pili (Bradley 1980; Skerker & Berg 2001). Die TM-Analysen zeigten, dass der
P. aeruginosa lecB-defiziente PATI4 Stamm in der TM deutlich eingeschrankt ist (Abb. 11)
und bestéatigen die Beobachtung von Sonawane, dass lecB fiir die Biogenese der Typ-IV-Pili
notwendig ist (Sonawane et al.,, 2006). Wahrend Sonawane mit einer vektorbasierten lecB
Expression mit einem etwa 10-fach starkeren tac-Promotor gegeniiber dem lac-Promotor
(de Boer et al., 1983) den wildtypischen Phanotypen in einem P. aeruginosa lecB-defizienten
Stamm wiederherstellen konnte (Sonawane et al, 2006), konnte dies mit dem
plecB-Expressionsvektor, mit lecB Expression unter Kontrolle des /ac-Promotors, nicht

ermoglicht werden (Abb. 11).
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Neben der TM sind die Typ-IV-Pili an der Adhéasion und Mikrokoloniebildung an Oberflachen
beteiligt (Craig et al., 2004). Ein Defekt der Typ-IV-Pili hat zur Folge, dass die Zellen eine
geringere Biofilmbildung aufweisen (Sonawane et al, 2006). Dies legt nahe, dass die
Deletion von lecB zudem die Adhasion der Typ-IV-Pili an Oberflachen beeinflusst, da LecB an
der Typ-IV-Pili-Biogenese beteiligt ist. LecB hat somit zweierlei Einfluss auf die Adh&sion, zum
einen als mogliches Adhédsin und zum anderen auf die Typ-IV-Pili vermittelte Adhasion an
Oberflachen sowie die TM. Zudem spielt die Lektine-vermittelte Zell-Zell-Interaktion und
Aggregation moglicherweise bei der Mikrokolonie- bzw. Biofilmbildung von P. aeruginosa
eine Rolle (Tielker et al., 2005). Wie die Interaktion von LecB und den Typ-IV-Pili ablauft ist
bisher unbekannt. Moglicherweise kann eine Analogie von LecB zum FimH-Lektin des
uropathogenen E. coli gezogen werden (Tielker 2005). Dort ist das Lektin an den Typ-I-Pili
assoziiert und neben der Adhédsion an eukaryotischen Oberflachen (Old 1972; Hanson &
Brinton 1988) ebenfalls an der Adhédsion an abiotische Oberflachen beteiligt (Pratt & Kolter
1998).

Neben der TM wurde die bakterielle Schwimmbewegung des P. aeruginosa lecB-defizienten
PATI4 Stammes untersucht. In diesen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Deletion von
lecB keinen Einfluss auf die Schwimmfahigkeit von P. aeruginosa hat (Abb. 26). Auffallig ist,
dass eine konstitutive Expression von lecB vom plecB-Expressionsvektor im P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamm im Vergleich zum gleichen Stamm mit pLV-Vektor zu einer leicht
verringerten Schwimmbewegung fiihrt (Abb. 26). Dieser Einfluss konnte jedoch nicht im
P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm mit plecB-Expressionsvektor beobachtet
werden (Abb. 26). Auch ist nicht von einem Einfluss von OprF auszugehen, da der
P. aeruginosa oprF-defiziente Stamm keine signifikant reduzierte Schwimmfihigkeit

aufgewiesen hat (Abb. 26).

Die Schwarmbewegung von P. aeruginosa basiert auf einem Zusammenspiel der Typ-IV-Pili
und des Flagellums in semisoliden Umgebungen und wird durch das QS-System reguliert
(Kohler et al., 2000; Shrout et al., 2006). Die Analyse der P. aeruginosa Schwarmbewegung
verschiedener Stamme zeigte, dass die Deletion von lecA und lecB keinen Einfluss auf die
Schwarmbewegung aufweist (Abb. 27). Diese Beobachtung steht im Widerspruch zur Studie
von Sonawane und Kollegen, in welcher gezeigt wurde, dass die Deletion von lecB in

P. aeruginosa die Typ-IV-Pili Biogenese beeintrachtigt (Sonawane et al., 2006). An dieser
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Stelle war auffdllig, dass eine moderate konstitutive Expression von lecB mit dem
plecB-Expressionsvektor im P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm zu einem deutlich
reduzierten Schwarmverhalten fuhrt (Abb. 27). Dieses konnte zudem im P. geruginosa
oprF-defizienten Stamm beobachtet werden (Abb. 27), welcher deutlich mehr extrazellulares
LecB gegenliber dem P. geruginosa PAO1 Referenzstamm aufweist (Abb. 33). Die Deletion
von lecB und oprF im P. aeruginosa PATS1 Stamm filihrt zu einem Phanotyp, welcher einem
schwimmenden Phanotyp dhnelt, wohingegen die Expression von lecB in diesem Stamm
mittels plecB-Expressionsvektor zu einem génzlich verdnderten Phanotyp mit

spitzauseinanderlaufenden schwarmenden Enden fiihrt (Abb. 27).

Dies zeigte, dass LecB einen Einfluss auf die Schwarmbewegung aufweist, jedoch weitere
Faktoren, wie z.B. das QS-System eine Rolle spielen. Méglicherweise kann von einem Einfluss
von LecB auf das Flagellum ausgegangen werden, da die vektorbasierte /ecB Expression im
P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stamm zu einer reduzierten Schwimmfahigkeit fuhrt. Da
die Biofilmbildung von P. aeruginosa mit einer reduzierten Schwimmfahigkeit einhergeht, ist

es moglich, dass LecB an diesem umgestalteten Phanotyp beteiligt ist.

Die Sekretomanalysen zeigten zudem, dass LecB einen Einfluss auf die Expression oder
Sekretion der Protease IV verfiigt, weil dieses in einem P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4
Stamm deutlich reduziert im Sekretom vorliegt (Tab. 12). Dieser Befund wird unterstrichen
durch vorangegangene Studien, die belegen, dass ein P. aeruginosa lecB-defizienter Stamm
Uber eine reduzierte proteolytischen Aktivitat durch die Protease IV aufweist (Sonawane et
al., 2006). Die extrazelluldre Protease |V ist einer der Schlussel-Virulenzfaktoren in der
Pathogenese von P. aeruginosa bei Augeninfektionen (Engel et al., 1997). Die Expression des
piv-Genes der Protease IV wird wie zahlreiche weitere Virulenzfaktoren durch das
Las-quorum sensing System reguliert (Conibear et al., 2012). Die extrazelluldre Protease IV
wird vermutlich Giber den Typ-lI-Sekretionsapparat transportiert (Traidej et al., 2003). Da ein
P. aeruginosa lecB-defizienter PATI4 Stamm einen Einfluss auf die Biogenese der Typ-IV-Pili
und die extrazelluldre Protease IV Aktivitdt aufweist, wurde die Theorie aufgestellt, dass
LecB moglicherweise die Typ-lI-Sekretion von P. aeruginosa beeinflusst (Sonawane et al.,
2006). Zahlreiche Proteine, die Uber die innere Membran transportiert werden weisen eine
N-terminale Signalsequenz fiir die Translokation Uber das Sec-Transportsystem des general

secretion pathways (GSP) des Typ-lI-Sekretionsapparates auf. Zahlreiche dieser Proteine
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werden anschlieBend durch eine Peptidase (XcpA) des Xcp-Apparates geschnitten, zudem ist
diese Peptidase an der Typ-IV-Pili-Biogenese beteiligt und dort als PilD (= XcpA) bekannt
(Bally et al.,, 1992; Lu et al., 1997). Ein P. aeruginosa xcpA-defizienter Stamm wies einen
Defekt in der Typ-IV-Pili Biogenese, einen Verlust der twitching motility und den Verlust des
Xcp-Sekretionssystems auf (Nunn et al.,, 1990). Quantitative Messungen von extrazellularem
LecB in P. geruginosa xcpA- und xcpQ-defizienten Stammen zeigten, dass diese beiden
Stdamme im Gegensatz zum P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm nahezu kein extrazellulares
LecB aufweisen (Abb.36). Dies bedeutet jedoch nicht, dass LecB (ber den
Xcp-Sekretionsapparat transportiert wird. Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass die Deletion
von xcpA bzw. xcpQ einen Einfluss auf das P. aeruginosa QS-System, die /ecB-Transkription

und moglicherweise auf den Transporter von LecB aufweist.

Da Bakterien in der Natur selten als Monokulturen vorkommen (Goers et al., 2014), wurde
untersucht, ob LecB einen Einfluss auf die Biofilmbildung in Co-Kultivierung von
P. aeruginosa und dem Humanpathogen C. albicans hat. Die Biofilmanalysen zeigten, dass
LecB einen Einfluss auf die Biofilmbildung von co-kultivierten Stdmmen von C. albicans und
P. aeruginosa aufweist (Abb. 36). Die Co-Kultivierung des C. albicans Referenzstammes mit
dem P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der
Biofilmbildung der beiden Stamme gegeniiber der Monokultivierung (Abb. 37, 38). Die
Co-Kultivierung des C. albicans Referenzstammes mit dem P. geruginosa lecB-defizienten
PATI4 Stamm hingegen wies die Biofilmmengen des C. albicans Referenzstammes auf. Es ist
daher moglich, dass die Erkennung von LecB aus P. aeruginosa die Biofilmbildung von
C. albicans beeinflusst und umgekehrt die Erkennung von C. albicans durch P. aeruginosa zu

einem Einfluss auf dessen Biofilmbildung fiihrt.

Ein ergdnzendes Experiment dazu zeigte, dass die Co-Kultivierung von C. albicans mit dem
P. aeruginosa lecB-defizienten Stamm mit plecB-Expressionsvektor Uiberraschenderweise
mehr Biofilm aufweist als die Co-Kultivierung von mit dem P. geruginosa PAO1
Referenzstamm (Abb. 38). Dies legte nahe, dass neben LecB weitere Faktoren einen Einfluss
auf die Biofilm-Menge von C. albicans und P. aeruginosa haben. Um dies weiter zu
untersuchen, wurde der C. albicans Stamm mit 10 ng/mL LecB kultiviert. Dabei zeigte sich,
dass auch unter diesen Bedingungen wildtypische Biofilme aufgebaut wurden (Abb. 38).

Allerdings fanden die erganzenden Experimente unter verdnderten Laborbedingungen statt,
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bei denen die ungebundenen Zellen nicht nach zwei Stunden abgewaschen wurden. Aus
diesem Grund sollte in weiteren Studien mit gereinigtem LecB, unter denselben
Laborbedingungen, Uberpriift werden, ob P. aeruginosa LecB einen Einfluss auf C. albicans

aufweist oder, ob die Deletion von lecB zu einem Einfluss auf die Co-Kultivierung fiihrt.

Friihere Studien legten dar, dass die Morphogenese von C. albicans (Noverr & Huffnagle
2004) und die Biofilmbildung von P. aeruginosa (Marques et al., 2015) durch freie Fettsduren
als Botenstoffe, welche z.B. durch Esterasen und Lipasen hydrolysiert wurden, beeinflusst
wird. Daher wurde die Lipase/Esterase-Aktivitdat von P. aeruginosa und C. albicans in
Monokulturen und unter co-kultivierten Bedingungen untersucht. Die Monokultivierung
zeigte, dass ein P. geruginosa lecB-defizienter PATI4 Stamm eine um 50% bzw. 39 %
gesteigerte intra- wie extrazelluldre Lipase/Esterase-Aktivitat aufweist (Abb. 39). Die
Co-Kultivierung von C. albicans und des P. aeruginosa PAO1 Referenz- bzw. lecB-defizienten

Stamm zeigte keinen Einfluss auf die Lipase/Esterase-Aktivitat.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass LecB einen Einfluss auf die
Biofilmbildung in Monokultivierung von P. aeruginosa sowie auf die Biofilmbildung von
C. albicans und P. aeruginosa bei der Co-Kultivierung hat. Die Deletion von lecB fiuhrt zu
einem Defekt in der Typ-IV-Pili-Biogenese und damit zu einer verdnderten TM, die zudem
Einfluss auf die Typ-IV-Pili vermittelte Adhédsion hat. Es konnten Hinweise auf den Einfluss
von LecB bei der Adhdsion des Bakteriums an abiotische Oberflachen beobachtet werden.
Zudem konnte gezeigt werden, dass ein P. geruginosa lecB-defizienter PATI4 Stamm eine
erhohte Lipase/Esterase-Aktivitat aufweist und die Deletion von lecB einen Einfluss auf die

Zell-Zell-Interaktion von P. aeruginosa und C. albicans hat.
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4.1.4 Der mogliche Einfluss von LecA auf LecB

P. aeruginosa weist zwei Kohlenhydrat-bindende Proteine, die Lektine LecA und LecB, auf
(Gilboa-Garber et al., 1972, 1977). Diese beiden Lektine werden Uber das komplexe
quorum sensing System reguliert und konnen in der stationaren Phase beobachtet werden
(Gilboa-Garber 1997; Winzer et al., 2000). Das LecA-Protein weist eine vielfaltige biologische
Funktion auf, welche dem des LecB-Proteins &hnelt. LecA ist an der Biofilmbildung,
Zellaggregation und der Adhéasion beteiligt (Lanne et al., 1994; Blanchard et al., 2008;
Boukerb et al., 2014). Die Expression von lecB ist an das QS-System gekoppelt, welches eine
definierte Expression des Lektins Zelldichte-abhdngig parallel zu weiteren Virulenzfaktoren,

wie dem LecA-Protein ermoglicht (Gilboa-Garber 1997; Winzer et al., 2000).

In dieser Arbeit wurde aufgrund dessen untersucht, ob eine mogliche Co-Regulation von lecA
auf lecB zu beobachten ist. Dazu wurden zundachst indirekte immunologische Nachweise von
LecB angefertigt. Es konnte kein Einfluss der Deletion von lecA in P. aeruginosa auf die intra-
und extrazellulare Menge LecB mittels Western Blot beobachtet werden (Abb. 14, 28). Als
sensitiveres Nachweisverfahren wurde der mELLA mit Kulturiiberstanden des P. aeruginosa
lecA-defizienter PATI3 Stammes durchgefiihrt und im Vergleich zum P. aeruginosa PAO1
Referenzstamm eine etwa 18 % reduzierte Menge an extrazelluldren LecB quantifiziert
(Abb. 29 B). Die Zelldichtemessung ergab, dass die Deletion von lecA in der stationdren
Phase zu einer etwa 10 % reduzierten Zelldichte im Vergleich zum Referenzstamm fiihrt
(Abb. 28 A). Da, wie eingangs beschrieben, die Expression von lecA und lecB zu dhnlichen
Zeitpunkten erfolgt, wurde eine quantitative PCR durchgefiihrt und das /ecB-Transkriptlevel

ermittelt. Die Deletion von lecA hat keinen Einfluss auf die lecB-Transkription (Abb. 29 A).

Zudem wurde der Einfluss der Deletion von /ecA auf die Biofilmbildung untersucht, da in
verschiedenen Studien zuvor zum Teil ein Einfluss von LecA auf die Biofilmbildung
beobachtet wurde (Diggle et al., 2006; Boukerb et al., 2014), wahrend andere Studien keinen
Unterschied zwischen einem P. aeruginosa lecA-defizienten Stamm und dem Referenzstamm
beobachten konnten (Tielker 2005). Die Quantifizierung der Biofilme zeigte, dass die
Deletion von lecA, unter den getesteten Bedingungen, keinen Einfluss auf die Biofilm-Menge
nach 24 h hat (Abb. 30). In dlteren Biofilmen, nach 48 h und 120 h, zeichnete sich jedoch ein
anderes Bild ab, da sowohl der P.ageruginosa lecA-defiziente PATI3 als auch der

P. aeruginosa lecB-defiziente PATI4 Stamm, deutlich weniger Biofilm als der P. aeruginosa
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PAO1 Referenzstamm aufwiesen (Abb. 30). Dies steht in Ubereinstimmung mit einer anderen
Studie (Diggle et al, 2006), dort konnte beobachtet werden, dass P.aeruginosa
lecA-defiziente Stamme 49 % weniger Biofilm aufweisen und nur 57 % der Oberflache

gegeniber dem PAO1 Referenzstamm (iberdecken (Diggle et al., 2006).

Diggle und Kollegen zeigten zudem, dass das LecA im Biofilm an der duBeren Membran
vorliegt und durch Zugabe von IPTG, welches einen Liganden von LecA darstellt, der Biofilm
zum Teil aufgelost werden konnte (Diggle et al., 2006). Es ist davon auszugehen, dass IPTG
durch LecA gebunden wird und so dieses kompetitiv inhibiert (Diggle et al., 2006). Da sowohl
fiir LecA als auch LecB gezeigt werden konnte, dass diese als Agglutine heterolog in E. coli
exprimiert, Bakterien aggregieren (Sudakevitz & Gilboa-Garber 1982), wurde angenommen,
dass die Lektin-vermittelte Zellaggregation moglicherweise die grundlegende Funktion fir
die Biofilmbildung ist (Diggle et al., 2006). Diese Zellaggregation konnte zudem beim Einsatz
von LecA-spezifischen Glykoclustern beobachtet werden, die zu einer bakteriellen

Zellaggregation fiihrt (Boukerb et al., 2014).

Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass LecA einen Einfluss auf die Biofilmbildung
aufweist, der Gberwiegende Anteil der hier gezeigten Einflisse aber auf die extrazellulare
Menge an LecB, womoglich durch die geringere Zelldichte, zurlickzufiihren ist. Zudem
konnte kein Einfluss der Deletion von lecA auf die Expression von lecB beobachtet werden.
Eine Co-Regulation von lecA und lecB kann somit zwar nicht ausgeschlossen werden, ist aber

zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht wahrscheinlich.

4.1.5 Der Einfluss von AnsB auf LecB

Eine friihere Studie zeigte, dass LecB mit OprF interagiert (Funken et al., 2012). Neben dem
OprF konnte zudem ein weiteres Protein, das periplasmatische AnsB als ein potentieller
Interaktionspartner von LecB beobachtet werden. Allerdings konnte kein Hinweis auf eine
Verbindung der putativen Glutaminase/Asparaginase AnsB, auBer der Beobachtung im
Experiment, gefunden werden (Funken et al, 2012). Dementsprechend wurde in dieser
Studie untersucht, ob die Expression von lecB und ansB moglicherweise miteinander

verknlpft ist (3.9.3).
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Die dazu durchgefiihrte quantitative PCR mit Zellen der stationdren Phase des P. aeruginosa
lecB-defizienten  PATI4, des mittels plecB-Expressionsvektor komplementierten
lecB-defizienten PATI4 und des lecA-defizienten PATI3 sowie des PAO1 Referenzstammes
zeigte, dass die vektorbasierte Expression von lecB einen negativen Einfluss auf die
Transkription von ansB aufweist (Abb. 35). Im Detail fihrte die moderate Expression von
lecB zu einer 3,6-fachen Abnahme der ansB-Transkripte. Ein Einfluss auf die Transkription
von ansB konnte im P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm nicht beobachtet werden.
Es ist daher moglich, dass unter anderen Testbedingungen eine entgegengesetzte Expression
dieser beiden Gene, bzw. eines Regulationsmechanismus, welcher die Expression der Gene
im Gleichgewicht hélt, stattfindet. Um dies zu Uberpriifen werden Expressionsstudien
benodtigt, welche ebenfalls einen P. geruginosa ansB-defizienten Stamm enthalten.
Interessant ist zudem, dass die Deletion von JlecA zu einem deutlich erhohten
ansB-Transkript-Niveau fihrt und dieses gegeniiber dem Referenzstamm 2,5-fach erhoht ist.
Die Moglichkeit besteht, dass die beiden Lektine LecA und LecB die Expression von ansB

inhibieren. Wie dieser Prozess funktioniert ist unbekannt.

Die Quantifizierung von extrazellulairem LecB des P. aeruginosa ansB-defizienten Stammes
zeigte, dass dieser etwa 66 % weniger extrazellulares LecB aufweist als der P. geruginosa
PAO1 Referenzstamm (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass AnsB
einen positiven Einfluss auf die Expression von lecB aufweist oder an dem Transportprozess
von LecB beteiligt ist. Da AnsB als periplasmatisches Protein vorhergesagt ist, ist es
wahrscheinlich, dass AnsB nicht direkt auf die Expression von lecB einwirkt, sondern indirekt

Uber einen nicht bekannten Interaktionspartner.

Zudem stellt sich die Frage, wie LecB und AnsB moglicherweise interagieren und ob AnsB an
dem Transport von LecB ins Periplasma beteiligt ist. Da die Expression der lecB- und
ansB-Gene entgegengesetzt erfolgt, ist es unwahrscheinlich, dass das AnsB-Protein direkt an
dem Transport von LecB beteiligt ist. Eine bioinformatische String-Analyse (Szklarczyk et al.,
2017), welche das Protein-Protein Interaktionsnetzwerk analysiert, gibt jedoch ebenfalls
keine Hinweise auf einen Zusammenhang von LecA, LecB und AnsB. Es bleibt somit offen,
wie die Gegenwart von LecB die Transkription von ansB reprimiert und ob AnsB einen
Einfluss auf lecB aufweist. Eine Regulation der extrazelluldren LecB-Menge (iber AnsB ist

zudem unwahrscheinlich, da ein P. aeruginosa lecA-defizienter PATI3 Stamm ein deutlich
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erhohtes ansB-Level aufweist, jedoch keine erhdhten Mengen an extrazellulirem LecB
aufweist (Abb. 29 B). Zudem misste in diesem Fall das Level der lecB-Transkripte im

P. aeruginosa lecA-defizienten PATI3 Stamm erhoht sein.

4.2 Aufklarung der LecB Sekretion

Fiir die gezeigten physiologischen Einfllisse von LecB ist eine Lokalisierung an der dufReren
Membran an OprF notwendig. Die zuvor dargelegten Quantifizierungen heben hervor, dass
LecB und OprF Interaktions-, aber keine Sekretionspartner sind. Uber die Sekretion von LecB
ist wenig bekannt. Es ist lediglich bekannt, dass LecB alle bekannten Sekretionssignale fiir
den Transport liber die innere und dullere Membran von P. aeruginosa fehlen (Ma, Q. et al.,
2003; Tielker et al., 2005) und die Fahigkeit zur Zuckerbindung fir die Lokalisierung von LecB
notwendig ist (Tielker et al., 2005).

4.2.1 Erzeugung eines geeigneten Expressionssystems

Um der Aufklarung der Sekretion von LecB ndher zu kommen, wurde ein P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF) Stamm erzeugt und mit dem plecB-Expressionsvektor transformiert.
Dieser Stamm  zeichnet sich durch eine transkriptionell vom komplexen
quorum sensing Netzwerk entkoppelte Expression von lecB vom plecB-Expressionsvektor
und der gezielten Lokalisierung von LecB im extrazellularen Medium durch Deletion des
LecB-Interaktionspartners OprF der duReren Membran aus. Die erfolgreiche Konstruktion
des Stammes konnte durch PCR-Amplifikation (Abb.12) sowie durch indirekte
immunologische Nachweise mit anti-LecB-Antiseren (Abb. 14 A, B) und Quantifizierung
mittels des mELLA (Abb. 14 C) bestatigt werden. Vorherige Studien zeigten, dass das duBere
Membran Porin OprF fiir die osmotische Stabilisierung der Zelle notwendig ist und die
duRere Membran mit dem Peptidoglykan verankert (Hancock et al, 1981; Woodruff &
Hancock 1989; Rawling et al, 1998). Um einen Stabilitdtseinfluss auf die Zellen zu
Uberprifen wurden Wachstumsanalysen angefertigt. Die durchgefihrten
Wachstumsanalysen der logarithmischen Phase zeigten, dass der P.aeruginosa
PATS1 Stamm dem P. geruginosa oprF-defizientem Stamm &dhnelt und im Vergleich zum

P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm sowie dem JecB-defizienten PATI4 Stamm langsamer
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wachst (Abb. 13) und eine geringere Zelldichte in der stationdren Phase erreicht (Abb. 20).
Dabei zeigte sich zusatzlich, dass die Zelldichte der stationdren Phase des P. aeruginosa PAO1
Referenzstammes unter den getesteten Bedingungen in Deep-Well-Platten (O.D.sggnm = 4,9)
deutlich von der des P. ageruginosa PATS1 Stammes (0O.D.sgonm =1,5) abweicht (Abb. 20).
Einen Einfluss auf das Wachstum konnte in einer anderen Studie ebenfalls beobachtet
werden (Fito-Boncompte et al., 2011). Die physikalische Stabilitdt und Integritat der duBeren
Membran ist OprF-abhangig, weshalb P. aeruginosa oprF-defiziente Stamme deutlich fragiler
als der Referenzstamm sind (Gotoh et al, 1989; Fito-Boncompte et al., 2011). Um
sicherzustellen, dass die Deletion von oprF auf die Mikrokultivierung keinen Einfluss hat,
wurde vergleichend das Experiment im Erlenmeyer-Kolben bei 150 anstelle von 650 UpM
wiederholt. Dabei zeigte sich, dass der P.aeruginosa PATS1Stamm unter diesen
Bedingungen nahezu dieselbe Zelldichte erreichte. Der indirekte immunologische Nachweis
des periplasmatischen DsbA (Bardwell et al, 1991) in extrazellularen Medien des
P. aeruginosa PATS1 Stammes, welcher in Deep-Well-Platten kultiviert wurde, zeigte, dass
keine erhohte Zelllyse durch die Deletion von oprF vorliegt (Abb. 14 A). Von einer
UbermaRigen Belastung der Zelle aufgrund der Kultivierungsbedingungen st

dementsprechend nicht auszugehen.

Da bekannt ist, dass die Deletion von oprF zu einer erhohten Synthese der pel-Gene und
einem erhohten c-di-GMP Level fiihrt (Bouffartigues et al., 2015), hat dies einen Einfluss auf
die Biofilmbildung von P. aeruginosa. Ein direkter Einfluss auf LecB Uber das c-di-GMP-Level
oder die pel-Synthese ist bisher nicht untersucht worden, wére aber ein interessanter Ansatz
fir weiterfiihrende Studien. Die Analyse der Biofilmbildung des P. aeruginosa PATS1
Stammes zeigte, dass die Deletion von /ecB und oprF zu einer deutlich erhohten
Biofilmmenge nach 24 h im Vergleich zum PAO1 Referenzstamm fihrt (Abb. 34). Durch
zusatzliche vektorbasierte Expression von lecB in diesem Stamm konnte die Biofilmmenge
eines oprF-defizienten Stammes, welche im Vergleich zum Referenzstamm etwa 40 % erhoht
war erzielt werden. Die Deletion von lecB und oprF hat zudem einen deutlichen Einfluss auf
die Biofilmmenge in spateren Biofilmen nach 48 und 120 h, welche um bis zu 80 % reduziert

ist.

Der konstruierte P. geruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor wies unter den

getesteten Mikrokultivierungsbedingungen in Deep-Well-Platten 26 bis 47-fach mehr
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extrazellulares LecB, bezogen auf die Zelldichte gegeniiber dem P. aeruginosa PAO1
Referenzstamm, auf (Abb. 14 C, 20 B). Dabei zeigte sich, dass die absolute Menge an
extrazellularem LecB, unabhédngig von der Zelldichte, in einem P. geruginosa PATS1 Stamm
mit plecB-Expressionsvektor 15-fach gegeniiber dem PAO1 Referenzstamm erhoht ist
(Abb. 20 A). Unter Kultivierungsbedingungen im Erlenmeyer-Kolben konnte bis zu 200-fach
mehr extrazelluldres LecB im P. geruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
gegenlber dem P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm ermittelt werden (Abb. 33). Die deutlich
gesteigerte Menge von extrazelluldren LecB ermodglichte im Folgenden eine detaillierte
guantitative Analyse von Stammen, welche durch ein Transposon-bedingt, weniger LecB
sekretieren. Zudem zeigten indirekte immunologische Nachweise von LecB, dass die
konstitutive vektorbasierte Expression von /ecB, welche unter Kontrolle des konstitutiven
lac-Promotors erfolgte, nicht zu einer Akkumulierung von LecB innerhalb der Zelle fihrt
(Abb. 14 B). Dies deutet darauf hin, dass das Sekretionssystem diese deutlich gesteigerten

Mengen von LecB sekretieren kann.

AbschlieBend wurde der P. geruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor fir die
Konstruktion einer Tn5-Transposon-Bibliothek fiir das mELLA-Hochdurchsatzverfahren zur
Identifizierung des Sekretionsmechanismus von LecB genutzt. Die erzeugte

Tn5-Transposon-Bibliothek umfasst 6,5 x 10* Transposonmutanten (3.5.2).

4.2.2 Gewinnung von LecB fiir die Etablierung des Testsystems

Um die nachfolgende Entwicklung und Etablierung eines Hochdurchsatzverfahrens zur
Quantifizierung von extrazelluldrem LecB zu ermdglichen, wurde gereinigtes LecB-Protein
bendtigt. Dazu wurde dieses sowohl homolog aus P.ageruginosa PAO1 und dem
plecB-Expressionsvektor als auch heterolog aus E.coli BL21(DE3) mit dem
plecB-Expressionsvektor exprimiert und gereinigt (Abb. 16). Das Verfahren zur Reinigung von
LecB wurde bereits etabliert (Tielker 2005). In friiheren Studien wurde fiir die heterologe
lecB Expression einen Expressionsvektor mit induzierbaren T7-Promotor verwendet (Tielker
2005; Bartels 2009). In dieser Arbeit wurde ein plecB-Expressionsvektor genutzt, welcher in
P. aeruginosa konstitutiv lecB exprimiert (Tielker 2001). Dies ermdglicht eine friihzeitige
Expression von lecB und erhoht die absolute Menge an zellassoziiertem LecB-Protein, wie

der indirekte immunologische Nachweis zeigte (Abb. 14 A). Die quantitative PCR (Abb. 8 A)
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legte dar, dass ein P. aeruginosa lecB-defizienter PATI4 Stamm mit plecB-Expressionsvektor
dhnlich viel lecB-Transkripte transkribiert, wie der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm in der
stationdaren Phase nach 24 h Kultivierung. Durch die Proteinreinigung mittels
D-Mannose-Agarose-Saulenmatrix und anschlieBenden Dialyseschritten konnten aus dem
P. aeruginosa PAO1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor 12 mg/L und aus dem E. coli
BL12 (DE3) Stamm mit plecB-Expressionsvektor 194 mg/L isoliert werden. Zwei vorherige
Studien von Tielker und Bartels zeigten, dass diese 65-70 mg LecB pro Liter heterolog in
E. coli BL12 (DE3) produzieren und isolieren konnten (Tielker 2005; Bartels 2009). Allerdings
wurde in den Studien ein pEC2-Expressionsvektor verwendet, welcher zwar ebenfalls eine
geringe Kopienzahl aufweist, wie der hier verwendete plecB-Expressionsvektor, jedoch eine
relativ starke T7-Expession von JecB nutzt. Die moderate /ecB Expression des
plecB-Expressionsvektors steht unter Kontrolle des /ac-Promotors, welcher eine niedrige
konstante Expression ermoglicht. Es ist moglich, dass eine weniger starke Expression die
Faltung des LecB positiv beeinflusst, wahrend fehlgefaltene Proteine durch eine starke
Expression abgebaut werden oder als Einschlusskorper akkumulieren (Williams et al., 1982;
Schoner et al., 1985). Diese konnen moglicherweise nicht Gber die natirliche Affinitdt zu den
immobilisierten Kohlenhydraten der Sdulenmatrix gebunden werden. Zudem wurde in den
vorherigen Studien die Expression von lecB in der logarithmischen Phase induziert, wahrend
in dieser Arbeit die Expression konstitutiv auf einem moderaten Level erfolgte. Die moderate
und konstante Expression von lecB ermoglichte eine 2,8-fache LecB Ausbeutensteigerung

gegeniber den beiden vorherigen Studien (Tielker 2005; Bartels 2009).

4.2.3 Entwicklung eines Hochdurchsatzverfahrens zur Quantifizierung von
extrazellulirem LecB
Der in der Literatur bekannte ELLA ermoglicht die Quantifizierung von gereinigten
Lektin-Proben durch Biotinylierung des Lektins und Streptavidin-konjugierter Peroxidase
Quantifizierung eines Substrates (de Bentzmann et al, 2014). Fir die nachfolgenden
Analysen ist eine Methode erforderlich, welche sensitiv und spezifisch LecB quantifiziert.
Dazu ist es notwendig, die Biotinylierungsreaktion gegen spezifische Antiseren fiir LecB
auszutauschen. Grundlegend sollten zwar lediglich spezifische Lektine an den

Immobilisierungszuckern binden, durch die Biotinylierung werden jedoch unspezifisch
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gebundene Proteine ebenso biotinyliert wie Proteine, welche eine Affinitdt zu dem
Immobilisierungszucker aufweisen. Der in dieser Arbeit entwickelte modified Enzyme-
Linked Lectin Assay (mELLA) unterscheidet an dieser Stelle entscheidend vom ELLA, da zur
Steigerung der Spezifitdt ein weiterer Antikorper spezifisch zum zu untersuchenden Lektin
eingesetzt wird. Der Flaschenhals des klassischen ELLA ist die hohe notwendige Menge an
Lektin (>2 mg/mL) sowie die Biotinylierung von unspezifisch gebundenen weiteren Proteinen

der Gesamtiberstinde, welche eine spezifische Quantifizierung des Lektins ausschliellen.

Durch Verwendung von Lektin-spezifischen Antiseren kann dieses gezielt in Gemischen
qguantifiziert werden. Der Austausch des Immobilisierungs-Zucker-PAA-Konjugates von
D-Galaktose hin zu L-Fukose, fiir das LecB eine deutlich hohere Affinitat aufweist (Garber et
al., 1987), ermoglichte die Immobilisierung von 19-fach mehr LecB an die Mikrotiterplatte.
(Abb. 18). Zudem konnte eine deutlich gesteigerte Sensitivitat (<0,06 ng/mL) im Fukose-

basierten mELLA mit gereinigtem Lektin LecB erzielt werden (Abb. 19).

Der mELLA wurde anschlieBend als Quantifizierungsmethode fiir LecB-haltige Losungen, wie
Kulturiberstdande und gereinigte LecB-Proben in Puffer, etabliert und der
Konzentrationsbereich ermittelt, in dem die Menge an LecB mit Lumineszenzsignal
korreliert. Der lineare Messbereich des mELLA konnte zwischen 0,25 und 62,5 ng/mL LecB
ermittelt werden (Abb.19B) und ermoglicht die Quantifizierung des P. aeruginosa
PATS1 (AlecBAoprF)  Stamm mit  plecB-Expressionsvektor, da dieser  unter
Mikrokultivierungsbedingungen 10,5 ng LecB pro Milliliter Kulturiberstand aufweist und dies
innerhalb der Grenzen des linearen Bereiches des mELLA liegt (Abb. 19 B, 20 A). Zudem
ermoglicht der entwickelte mELLA die Quantifizierung von geringen Mengen LecB auf
Wildtyp-Niveau und Stammen, welche bis 0,25 mg LecB pro Milliliter aufweisen, weshalb
ebenfalls Regulationsstudien von Stammen, welche einen Einfluss auf die LecB Sekretion
aufweisen untersucht werden konnen, wie dies exemplarisch fiir die Deletion von amrZ

prasentiert wurde (Abb. 20 C).

Zusammengefasst konnte der mELLA erfolgreich fiir die Quantifizierung von LecB-haltigen
Losungen und extrazellularen Medien von P. geruginosa Kulturen entwickelt und etabliert.
Die gesteigerte Sensitivitdat ermoglicht die Quantifizierung von extrazelluldren Medien im

Hochdurchsatzverfahren ohne eine notwendige Konzentrierung der Proben, z.B. durch
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TCA-Fallung. Der mELLA ist somit als Quantifizierungsmethode fiir Sekretionsstudien

geeignet.

4.3 Die putativen Sekretionspartner von LecB

Die Aufklarung des Sekretionsweges des Lektins LecB erfolgte neben der proteomischen
Analyse der Kulturiiberstande mit dem  mELLA-Hochdurchsatzverfahren. Das
mMELLA-Hochdurchsatzverfahren basierend auf der Quantifizierung von extrazelluldrem LecB
einer Transposon-Bibliothek des P. aeruginosa PATS1 (AlecBAoprF) Stammes mit
plecB-Expressionsvektor zeigte, dass eine Vielzahl von Transposonmutanten die Sekretion
von LecB deutlich beeinflussen (Abb. 22). Unter den getesteten Bedingungen konnten 1,7 %
der Stamme beobachtet werden, welche weniger als 15% LecB im Vergleich zum
P. aeruginosa PATS1 Referenzstamm mit plecB-Expressionsvektor sekretieren. Zudem
konnte ein Stamm beobachtet werden, welcher deutlich mehr LecB gegeniiber dem
Referenzstamm sekretiert (Abb. 22). Der Transposonintegrationsort dieses Stammes konnte
jedoch weder durch die Inverse-PCR, die Plasmid-rescue- oder Single-Primer-Methode
lokalisiert werden. In kiinftigen Studien sollte dieser Stamm erneut analysiert werden, da die
deutlich erhohte Menge an extrazelluldrem LecB auf einen Regulator der LecB-Sekretion
hindeuten kdnnte. Im Gegensatz zu diesem Stamm konnten 19 Transposonintegrationsorte
der weiteren Transposonmutanten, mit 15 verschiedenen Genen identifiziert werden
(Tab. 11). Eine anschlieBende bioinformatische Analyse verfligbarer Transkriptom-Daten
(Hentzer et al., 2003; Schuster et al, 2003; Wagner et al, 2003) zeigte, dass
Uberraschenderweise keines der durch das Transposon getroffenen Gene QS-reguliert ist.
Dies legt nahe, dass die erzielten Ergebnisse nicht auf Basis eines Artefaktes im komplexen

QS-Systems verursacht wurden.

4.3.1 Die verschiedenen putativen Sekretionspartner von LecB

Unter den identifizierten Genen, welche moglicherweise an der Sekretion von LecB beteiligt
sind, befinden sich die drei zellularen Transporter ExFadLO, mexY und PA2204. Der ExFadLO
Transporter scheint an dem Export von langkettigen sauerstoffhaltigen Fettsduren, den
oxygenierten Oleinsdurederivaten beteiligt zu sein und ist in der duBeren Membran von
P. aeruginosa lokalisiert (Martinez, E. et al., 2013). Neben ExFadLO wurde das Gen mexY,

welches fur ein 1.045 Aminosauren umfassendes Protein der zytoplasmatischen Membran
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kodiert, als ein potentieller Sekretionsfaktor von LecB beobachtet (Abb. 22). MexY ist sowohl
an der Zellteilung als auch dem Export von Antibiotika beteiligt (Morita et al., 2012) und
weist zahlreiche Homologien (>60.000; UniProtKB) zu multidrug-Transportern z.B. AcrB, D, F
(E. coli K12), ArpB (Pseudomonas putida), MdtB (Yersinia pestis) oder MdtC (Salmonella
enteritidis) auf. Eine frihere Studie zeigte, dass ein P.aeruginosa mexX- und
mexY-defizienter Stamm deutlich weniger OprM-Proteine in der &duReren Membran
aufweist. Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass OprM mit dem Exportsystem assoziiert ist
(Westbrock-Wadman et al,, 1999). Dies konnte die Verbindung des MexXY-Systems zum
Roc1-Regulationssystem sein und indirekt Einfluss auf das c-di-GMP-Level der Zelle nehmen

(siehe Kapitel 4.3.2).

Das Gen PA2204 eines putativen ABC-Transporters wurde ebenfalls in der
LecB-Sekretionsstudie beobachtet (Tab. 11). ABC-Transporter besitzen als Strukturelement
eine ATP-bindende Kassette, kurz ABC (Davidson & Chen 2004). Die Funktion des PA2204
wurde als ionotroper Glutamatrezeptor auf Basis eines eukaryotischen Homologie-Models
vorhergesagt  (SMART: SM00079). lonotrope  Glutamat Rezeptoren sind eine
hochkonservierte Familie von Ligand-gesteuerten lonenkanalen, die sowohl in Tieren und
Pflanzen als auch in Bakterien vorkommen und eine wichtige Rolle in der synaptischen
Kommunikation im Nervensystem von Wirbeltieren spielen (Mayer & Armstrong 2004).
Zudem konnte in Prokaryoten wie P. geruginosa eine Bindefahigkeit von periplasmatischen
(SMART: SM00062) und extrazellularen (Pfam: PFO0497) Substraten als Solute-binde Protein
vorgesagt werden (InterPro). Dies legt eine Lokalisierung im Periplasma und eine Interaktion
mit der duBeren Membran nahe, was flir ABC-Transporter charakteristisch ist (Davidson &
Chen 2004). Zudem enthélt das 268 Aminosduren umfassendes Protein (UniProtkKB: Q911R3)
ein N-terminales Signalpeptid fiir das Sec-Translokon (Position 1-21; SignalP 4.0; Pred-TAT)
und konnte im Sekretom von P. aeruginosa PAO1 einer fritheren Studie beobachtet werden.
In der Studie wurde der putative ABC-Transporter PA2204 als moglicher Interaktionspartner
von LecA identifiziert (Skoczinski 2010). Ein direkter Hinweis auf die Interaktion zwischen

LecB und PA2204 konnte bisher nicht gefunden werden.

Ferner wurde das Gen PA3753 identifiziert, welches zu 95,9% mit dapH Sequenz identisch
und in einem Operon mit PA3750, purT (PA3751), PA3752 und PA3754 lokalisiert ist. Das

dapH-Gen kodiert fiir die zytoplasmatische N-Acetyltransferase DapH, die eine trimere LpxA-
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dhnliche Domane aufweist (IPR011004). UDP-N-Acetylglukosamin Acyltransferasen (LpxA)
sind an der Lipid A Biosynthese des LPS beteiligt (Smith, E. W. et al., 2015).

Interessanterweise kodiert das letzte Gen in dem Operon fiir das Protein PA3750, welches
ein nicht charakterisiertes Protein darstellt. Dieses umfasst 249 Aminosduren und weist eine
SGNH Hydrolase-artige Esterase-Domane auf (IPR013830). Enzyme, welche diese Domane
enthalten, weisen eine Esterase und Lipase-Aktivitat auf, zeigen jedoch eine geringe
Sequenzhomologie zu echten Lipasen. Maoglicherweise ist die gesteigerte
Lipase/Esterase-Aktivitat eines P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stammes auf eine
fehlende Co-Regulation von LecB mit diesem Operon zuriickzufiihren (Abb.39). Zudem
konnte das Gen rimO identifiziert werden, welches ebenfalls einen Einfluss auf die
LecB-Sekretion aufweist (Abb. 22). Dieses kodiert fur ein konserviertes zytoplasmatisches
Protein, dass eine Methylthiotransferase-Aktivitat (MTTase) aufweist. Der Zusammenhang

von rimO mit der LecB Sekretin konnte nicht gefunden werden.

Dariber hinaus wurde in der Hochdurchsatzanalyse das Operon der Hydrolase FolE2
identifiziert, welches eine reduzierte extrazelluldare Menge an LecB aufweist (Abb. 22). Das
Gen folE2 (PA5539) befindet sich ein einem Operon mit PA5540 und pyrQ (PA5541) und
kodiert fiir eine 298 Aminosdure umfassende GTP-Zyklohydrolase (FolE2;
UniProtkKB: Q9HT35). Wahrend die Proteine PA5540 und PyrQ zytoplasmatisch lokalisiert
sind, ist dies fur FolE2 unbekannt. Naheliegend ist jedoch ebenfalls eine zytoplasmatische
Lokalisierung, da zudem mittels SignalP 4.0 (Petersen et al, 2011) kein Signalpeptid
identifiziert werden konnte und das Substrat zytoplasmatisch lokalisiert ist. Die FolE2
Hydrolase konvertiert GTP zu 7,8-dihydroneopterin 3’-Triphosphat (InterPro: MF_01527 B,
UPA00848) und ist in der metabolischen (KEGG-Database: pae01100) und
Folsdurebiosynthese (KEGG-Database: pae00790) beteiligt. Aufgrund der Anordnung
nachfolgender Gene in einem Operon, kdnnte das Transposon zudem Einfluss auf diese
Gene haben. Das Gen pyrQ kodiert ebenfalls fir eine Hydrolase (InterPro: PS00483), die
PyrQ Dihydroorotase (UniProtkB: Q9HT33) und das Gen PA5540 fir ein nicht
charakterisiertes Protein (UniProtKB: Q9HT34), welches zytoplasmatisch lokalisiert ist. Dieses
enthalt ebenfalls, wie DapH, eine trimere LpxA-dhnliche Doméane, wie sie auch in E. coli
vorkommt. Das E. coli LpxA/GImU ist das erste Enzym in der Lipid A Biosynthese. Das Lipid A

von P. geruginosa ist Bestandteil des Lipopolysaccharides (LPS), welches in der duReren
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Membran lokalisiert und mit der Virulenz von P. aeruginosa assoziiert ist (Pier 2007). Erste
nicht gezeigte DOT-Blot-Analysen von LPS und LecB zeigten, dass die verwendeten

anti-LPS-Antiseren ebenfalls Signale gegen P. aeruginosa LecB aufweisen.

Es ist daher moglich, dass das Lektin LecB an die Zuckerstrukturen des LPS bindet. Dies

bedarf jedoch weiterer Analysen.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass das zuckerbindende-Lektin LecB von
P. aeruginosa pleiotrope Einflisse auf die Zelle hat, die teils bekannt und teils unbekannt
sind. Es wurden zahlreiche Gene identifiziert, welche zu einer reduzierten extrazellularen
Menge LecB flihren. Direkte Hinweise auf eine Interaktion von LecB mit diesen konnten nicht
ermittelt werden. Diese Daten stellen den Ausgangspunkt weiterfiihrender Analysen fir die

Aufklarung der Sekretion von LecB dar.

4.3.2 Der mogliche Einfluss des Roc-Systems der cup-Gene auf die Sekretion von
LecB
Das mELLA-basierte Hochdurchsatzverfahren zur Analyse der extrazelluldren LecB-Mengen
der Transposon-Bibliothek zeigte, dass ein Regulationssystem von P. geruginosa, dass
Roc1-Regulationssystem, durch Transposons beeinflusst wurde (Tab. 11). Das Transposon
konnte im Gen rocR identifiziert werden, zudem wurden in nachfolgenden Analysen zwei
weitere Transposons in weiteren Transposonmutanten identifiziert (Daten nicht gezeigt).
Eines davon liegt ebenfalls im Gen rocR (55_B2_14,9), das andere im Gen rocS1 (59_B3_9,2).
Die Funktion des Rocl-Systems (regulator of cup) ist die Regulation der cupB- und
cupC-Gencluster des P. geruginosa PAK Stammes (Kulasekara et al., 2005). Der erste Schritt
der Infektion ist die initiale Adhasion an den Wirt. Vallet und Kollegen zeigten, dass neben
dem Flagellum und den Typ-IV-Pili die Cup-Fimbrien eine entscheidende Rolle in der

Adhésion und der Einleitung der Biofilmbildung spielen (Vallet et al., 2001).

Diese wurden 2001 in P. geruginosa entdeckt und nach ihrem Bildungsprozess benannt, dem
chaperone-usher pathway (Vallet et al., 2001). Die Cup-Fimbrien unterscheiden sich
grundlegend von den Typ-IV-Pili (Vallet et al., 2001) und sind in Gram-negativen Bakterien
konserviert. Die Gene fiir die Cup-Fimbrien sind in Clustern organisiert. In P. aeruginosa sind

finf cup-Fimbrien Gencluster (cupA-E) bekannt, wobei der cupD-Gencluster ausschlieBlich
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auf der Pathogenitatsinsel PAPI-1 des P. aeruginosa Stammes PA14 identifiziert wurde und
somit nicht in P. aeruginosa PAO1 vorhanden ist (He et al., 2004). Der cupA-Gencluster
scheint fir die Adhdsion an unbewegliche Oberflichen und an der Initilerung der
Biofilmbildung beteiligt zu sein (Vallet et al.,, 2001; Vallet et al., 2004). Diese Art der
Adhasion ist Typ-IV-Pili unabhangig (Vallet et al., 2001). Zudem wurde angenommen, dass
die Cup-Fimbrien gegeniiber den Typ-IV-Pili in friihen Phasen der Adhésion eine Rolle spielen
(Vallet et al., 2001). Die Bedeutung der initialen Adhdsion konnte zudem in homologen
Typ-I-Pili von E. coli beobachtet werden (Pratt & Kolter 1998). Die Cup-Fimbrien bestehen
grundlegend aus mindestens drei Basiselementen, der Fimbrienhauptkomponente, dem
Chaperon und einer Lokalisierungseinheit (usher). Die Cup-Fimbrienhauptuntereinheit wird
im Zytoplasma produziert Uber das Sec-Translokon des Typ-lI-Sekretionssystems ins
Periplasma transloziert (Pugsley 1993; Thanassi et al., 1998). Dort wird dieses durch das
zugehorige Chaperon gefalten und vor der Degradation geschitzt. AnschlieBend werden
diese zum usher transportiert, welches eine Pore fir die Assemblierung der Pilusfaser auf
der Zelloberflache bildet (Thanassi et al, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass der
negativ-Regulator MvaT spezifisch den cupAl-Promotor herunterreguliert (Vallet et al.,
2004). Die Deletion von mvaT fihrt zudem zu einer erhéhten Expression des cupA-, wie auch
der beiden weiteren cupB- und cupC-Gencluster und einer deutlich erhohten Menge an
Biofilm (Vallet et al., 2004). Neben der erhohten Biofimmenge kann eine Zunahme der
MikrokoloniegrofRe beobachtet werden (Vallet et al., 2004). Die drei cupABC-Gencluster
kodieren fir unterschiedliche Typen von Adhéasinen, welche moglicherweise die adaptive
Anpassungsfahigkeit an unterschiedlichste Oberflichen ermdglichen (Vallet et al., 2001).
Eine Uberexpression von mvaT zeigte eine reduzierte Oberflichenabdeckung gegeniber
dem P. aeruginosa Referenzstamm (Vallet et al., 2004), da allerdings LecA, welches an der
Adhasion, Biofilmbildung und Zellaggregation beteiligt ist (Wentworth et al., 1991; Lanne et
al., 1994; Blanchard et al., 2008; Boukerb et al., 2014) ebenfalls durch MvaT negativ reguliert
wird (Diggle et al., 2002), wurde ein P. geruginosa mvaT- und lecA-defizienter Stamm
untersucht und gezeigt, dass dieser deutlich gesteigerte Oberflaichenabdeckung als ein
P. aeruginosa lecA-defizienter Stamm aufweist (Vallet et al, 2004). Daraus wurde
geschlossen, dass weitere Gene an der Biofilmbildung, welche durch MvaT reguliert werden,
beteiligt sind (Vallet et al., 2004). Es ist moglich, dass ausschlieflich die Zellen, die an einer

unbeweglichen Oberflache lokalisiert sind, eine starke induzierte cup-Genexpression
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aufweisen, wahrend weiter von der Oberflache entfernte planktonische und in Biofilmen
eingeschlossene Zellen diese nicht exprimieren (Vallet et al., 2004). Dies erklart warum ein
mvaT-defizienter Stamm ein erhohtes Adhdsionsvermogen aufweist, da die cupA-Expression
(Vallet et al., 2004) sowie die lecA nicht inhibiert wird (Diggle et al., 2002; Vallet et al., 2004).
Wiéhrend 2001 dargelegt wurde, dass die cupB- und cupC-Gencluster keine Auswirkung auf
die Adhédsion und Biofilmbildung unter den getesteten Bedingungen aufwiesen (Vallet et al.,
2001), konnte durch Mutation des negativ-Regulators MvaT die Expression der beiden
Gencluster erhéht werden und ein erhdhter Einfluss auf die Oberflachenbesiedlung und
grolReren Biofilmen beobachtet werden (Vallet et al., 2004). Alle cup-Gencluster, mit
Ausnahme des cupA-Clusters, welcher durch die CgrABC-Proteine und den negativ-Regulator
MvaT reguliert werden (Vallet et al., 2004; Vallet-Gely et al., 2007), werden durch ein
Zweikomponentensystem von P. aeruginosa reguliert (Mikkelsen et al, 2011). Die
Regulierung der cupB- und cupC-Gencluster ibernimmt das Roc1-System des P. aeruginosa
Stammes (Kulasekara et al., 2005). Das Roc1-System besteht aus einer Sensorkinase (RocS1)
und zwei Antwortregulatoren (RocA und RocR). Die RocS1-Sensorkinase ist membranstandig
an der Zytoplasmamembran verankert und weist sowohl eine periplasmatische als auch
zytoplasmatische Domane auf (Kulasekara et al, 2005), wahrend RocA zytoplasmatisch
lokalisiert ist und eine Antwortdoméane hat. RocR ist wie RocS1 in der Zytoplasmamembran
verankert und weist eine Phosphodiesterase-Aktivitat auf, welche den sekundéaren c-di-GMP
Botenstoff degradiert (Rao et al., 2008). Die Funktion des Systems basiert auf der Aktivierung
von RocAl und RocR1 durch RocS1, wobei die Aktivierung von RocAl die Expression der
cupC-Gene induziert und zu einer erhéhten Oberflaichenanhaftung des Bakteriums fihrt,
wahrend die Aktivierung von RocR1 die Expression von cupC-Genen reprimiert. Durch eine
Aktivierung von RocR erhoht sich moglicherweise dessen Affinitat zu der Sensorkinase
RocS1, wodurch die Phosphorylierung und Aktivierung von RocAl unterbunden wird
(Kulasekara et al., 2005). Durch die Verhinderung der Aktivierung von RocAl wird die
Expression der cupBC-Gencluster inhibiert und moglicherweise das c-di-GMP Level durch
Hydrolyse von RocR reduziert (Kulasekara et al, 2005). Der genaue Prozess der
cupC-Expressionsinhibierung durch RocR1 ist bisher unbekannt. Es ist jedoch mdglich, dass
dies durch den Abbau des c-di-GMP-Levels erfolgt (Kulasekara et al, 2005). Ebenso
unbekannt ist, wie die Balance zwischen Aktivierung und Inaktivierung des cupC-Genclusters

Uber RocS1 erfolgt. Moglicherweise basiert das Gleichgewicht auf der Menge und Gegenwart
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des RocS1-Sensors sowie dessen Kinase- oder Phosphatase-Aktivitdt (Mikkelsen et al., 2011).
Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass der Funktionsverlust von RocR durch das

Tn5-Transposon zu einem erhoéhten c-di-GMP-Level fihrt.

Ein erhohtes c-di-GMP-Level fiihrt zu einer erhohten Expression von Typ-IV-Pili (Ribbe et al.,
2017) und Biofilmen (Merritt et al., 2007), wohin gegen die Expression der Gene des
Flagellums reduziert wird (Hickman & Harwood 2008). Zur Verifizierung der Daten wurde der
Aktivator des RocR-Effektors, der RocS1-Sensor mittels einer Tn5-Transposonmutante
inaktiviert und die Produktion der Biofilmmenge quantifiziert (sieche Anhang: Abb. 41). Dabei
zeigte sich, dass ein P. aeruginosa rocS1-defizienter Stamm Wildtyp-dhnliche Biofilmmengen
aufweist (Abb. 41 B). Daneben wurde die Menge an extrazellularem LecB eines P. aeruginosa
rocS1-defizienten Stammes quantifiziert. Die Quantifizierung hatte zum Ergebnis, dass dieser
Stamm etwa 34 % weniger extrazelluldres LecB aufweist als der Referenzstamm (Abb. 41 A).
Moglicherweise spielt ein weiterer unbekannter Effektor bei der RocSl1-abhdngigen
Regulation der LecB-Sekretion eine Rolle. Dieses Rocl-System konnte zudem als Regulator
fir die Biofilmbildung im P. aeruginosa Stamm PA14 (Kuchma et al., 2005), als Homolog zum
BvgSAR-Virulenzregulator von Bordetella-Spezien (Arico et al., 1989; Arico et al., 1991;
Merkel et al, 1998; Kulasekara et al., 2005) und als P. aeruginosa Virulenzfaktor im
Caenorhabditis elegans Infektionsmodell identifiziert werden (Gallagher & Manoil 2001;
Kulasekara et al., 2005). Die Analyse des Rocl-System legt nahe, dass das durch deren
Abwesenheit in den Transposonmutanten das c-di-GMP-Level beeinflusst wird, welches
moglicherweise einen Einfluss auf die Regulation des Transportprozesses von LecB aufweist.
Zudem ist hervorzuheben, dass die extrazelluldre LecB Anwesenheit mit einem weiteren
Adhdsionsfaktor, den Cup-Fimbrien, korreliert. In kinftigen Experimenten sollte daher
geklart werden, ob ein P.ageruginosa rocR-defizienter Stamm ein verandertes /lecB
Expressionsniveau aufweist. Zusatzlich sollten cupB-defiziente Stamme analysiert und die

Lokalisierung des LecB-Proteins in diesen Stammen Gberpriift werden.
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4.3.3 Der Einfluss der Typ-IV-Pili auf die Sekretion von LecB

In Kapitel 3.8 wurde bereits beschrieben, dass die Deletion von lecB in P. aeruginosa
pleiotrope Einfliisse hervorruft. Die Sekretomanalyse des P. aeruginosa PAO1 Referenz- und
des P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stammes zeigte, dass zahlreiche Proteine im
lecB-defizienten PATI4 Stamm in geringeren Mengen vorlagen (Abb. 25, Tab. 12). Eines
dieser Proteine das zytoplasmatische NadC ist eine Nicotinat-Nukleotid-Pyrophophorylase.
Dessen Zusammenhang mit LecB ist nicht offensichtlich. Interessant ist jedoch, dass sich das
nadC-Gen in genetischer Nachbarschaft zum pilA-Gen der Typ-IV-Pili befindet. Sonawane
und Kollegen zeigten zuvor bereits, dass LecB an der Typ-IV-Pili-Biogenese beteiligt ist
(Sonawane et al., 2006). Die Analyse der Transposon-Bibliothek hatte zum Ergebnis, dass ein
Transposon, welches die LecB Sekretion beeintrachtigt, im Gen pilY1l lokalisiert wurde
(Tab. 11). Das PilY1-Protein ist essentiell firr die Pilus-Assemblierung (Alm et al., 1996b) und
wird vom polycistronischen minor pilin Operon unter Kontrolle des
AlgR-Transkriptionsregulators (Lizewski et al., 2004; Belete et al., 2008), welcher
Wachstumsphasen-abhangig ist (Lizewski et al., 2004), kodiert. Die korrekte Pilus-Biogenese
ist notwendig flr die bakterielle Pilus-vermittelte Adhdsion und twitching motility
(Sonawane et al., 2006). Eine Mutation in den Pilusgenen pilB, pilC und pilY1 fihrt zum
Verlust der Adhasionsfahigkeit von P. ageruginosa (O'Toole & Kolter 1998). Zwar bilden diese
eine einzelne Zellschicht auf abiotischen Oberfldachen, allerdings ist eine Mikrokoloniebildung
und die daraus resultierende Differenzierung fiir die Biofilmbildung nicht méglich (O'Toole &
Kolter 1998). Die Typ-IV-Pili gelten somit als zentrale Faktoren fiir die Oberflachenadhésion
und Kolonisierung (O'Toole & Kolter 1998). Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die
bakterielle twitching motility auf dem essentiellen, Calcium-abhdngigen Regulator PilY1l
basiert (Orans et al., 2010). Neben der twitching motility konnte gezeigt werden, dass die
bakterielle Schwarmfahigkeit und Biofilmbildung umgekehrt Uber einen gemeinsamen
Mechanismus reguliert sind (Caiazza et al., 2007; Kuchma et al., 2007; Merritt et al., 2007).
In vielen bakteriellen Spezies, wie auch P. aeruginosa, wird die umgekehrte Regulation der
Biofilmbildung und Schwirmbewegung Uber das intrazelluldre c-di-GMP Signalmolekiil
reguliert (D'Argenio & Miller 2004; Jenal 2004; Simm et al., 2004; Romling et al., 2005). Das
PilY1-Protein, welches einen moglichen Einfluss auf die Sekretion von LecB aufweist,
inhibiert die bakterielle Schwarmfahigkeit und unterstiitzt die Biofilmbildung (Kuchma et al.,

2012). Dies erfolgt durch eine Interaktion mit der Diguanylatzyklase SadC, welche den
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sekundaren Botenstoff c-di-GMP synthetisiert (Merritt et al., 2007; Kuchma et al., 2010),
wahrend die BifA Phosphodiesterase den Abbau der c-di-GMP-Levels katalysiert, wodurch
die Biofilmbildung reduziert und die Schwarmbewegung wiederaufgenommen wird (Kuchma
et al.,, 2007). Es konnte gezeigt werden, dass hohe c-di-GMP Konzentrationen die bakterielle
Schwarmbewegung von P. geruginosa pel-unabhéangig, inhibieren (Kuchma et al.,, 2007;
Kuchma et al., 2010). Das PilY1 ist der Dreh- und Angelpunkt fiir die Regulation des cAMP
und c-di-GMP Signalwegs, durch einen oder mehrere unbekannte Liganden (Luo et al,
2015). Durch das Chp-System erfolgt eine Erhdhung des cAMP-Levels, welches eine
Vfr-abhangige Transkription des minor pilin Operons, worin sich ebenfalls pilY1 befindet,
auslost (Fuchs et al., 2010a; Luo et al., 2015). Daraus resultiert eine erhéhte PilY1 Expression
an der Zelloberflache, was wiederum als Signal durch PiIMNOP-Komplex zur Aktivierung der
SadC-Untereinheit fihrt (Luo et al., 2015). Diese Aktivierung hat ein erhéhtes c-di-GMP Level
zur Folge, weshalb die Bewegungsaktivitat reduziert und die Sessilitdt geférdert wird (Luo et
al., 2015). Vfr ist ein (bergeordneter globaler Transkriptionsregulator, welcher das
QS-System (Pesci et al., 1997), die twitching motility (Beatson et al, 2002) und das
Typ-llI-Sekretionssystem (Wolfgang, M. C. et al., 2003) positiv reguliert, wahrend es die
Expression der Flagellengene reprimiert (Dasgupta et al., 2002). Die twitching motility (TM)
von P. geruginosa wird nicht von einem bekannten Zell-Zell-Signalsystem des QS-reguliert
(Beatson et al., 2002), das QS-Netzwerk ist jedoch an der Ausbildung der Strukturen, welche
flir TM notwendig sind beteiligt (Davies et al., 1998). Beatson legte dar, dass Vfr fur die
Regulation der TM notwendig ist (Beatson et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass PilY1
einen Feedback-Mechanismus aufweist, wodurch die Transkription des eigenen Operons
unterbunden wird, in dem PilY1 die Aktivitdt von Vfr (iber einen unbekannten Mechanismus
reduziert (Luo et al., 2015). Dies hangt moglicherweise mit der Inhibierung des PilJ-Sensors,
welcher das cAMP-Level beeinflusst oder mit dem FimS-Regulator durch PilY1, welcher einen
Einfluss auf den AlgR-Transkriptionsregulator hat, zusammen (O'Toole & Wong 2016).
Zudem konnte eine aktuelle Studie zeigen, dass ein hohes c-di-GMP-Level das cAMP-Level
reduziert (Almblad et al., 2015). Der Funktionsverlust von PilY1 hat daher moglicherweise
pleiotrope Einflisse auf das Gleichgewicht verschiedener Botenstoffe wie cAMP- und
c-di-GMP. Dies alleine erklart jedoch nicht die Beobachtung, dass ein P. geruginosa
lecB-defizienter Stamm einen Defekt in der Typ-IV-Pili Biogenese aufweist (Sonawane et al.,

2006). Moglicherweise gibt es eine Interaktion von LecB mit den Typ-IV-Pili, analog zu dem
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FimH-Lektin des uropathogenen E. coli, welches an den Typ-I-Pili assoziiert ist und die
Adhésion an eukaryotische und abiotische Oberflaichen vermittelt (Old 1972; Hanson &
Brinton 1988; Pratt & Kolter 1998).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass durch das Transposon beeinflusste
pilY1-Operon eine entscheidende Rolle in der Typ-IV-Pilus Biogenese, der bakteriellen
Bewegung und der Adhasionsfdhigkeit des Bakteriums spielt. Zudem ist es wahrscheinlich,
dass das Transposon im pilY1-Gen zu einem Funktionsverlust von PilY1 fiihrt. Dies konnte zur
Folge haben, dass Vfr nicht tiber die Feedbackregulation von PilY1 reprimiert wird und dies
zu einer Verschiebung der cAMP- und c-di-GMP-Level mit pleiotropen Einfliisse fihrt.
Dadurch kénnte die Sekretion des LecB-Proteins in das extrazellulare Medium reduziert sein.
Es ist zudem nicht auszuschlieRfen, dass LecB Uber das Typ-IV-Pili-System moglicherweise

transportiert wird.

4.3.4 Der putative Zucker-vermittelte Co-Transport von LecB

Eine altere Studie postulierte, dass moglicherweise fiir die Freisetzung von LecB die Zelllyse
verantwortlich ist (Wentworth et al., 1991). Diese Hypothese kann eine gewisse Menge an
freigesetztem Lektin erklaren, jedoch konnte die Zelllyse und damit die Freisetzung von
periplasmatischem DsbA, welches als Zelllyse-Indikator genutzt wurde, in Kapitel 3.2 nicht
beobachtet werden, wohingegen geringe Mengen LecB in der Zytoplasmafraktion
(Abb. 14 B) und dem extrazellularen Medium (Abb. 14 C) detektiert wurden. Dies legt einen
Sekretionsmechanismus fiir LecB nahe. Wie dieser Transport funktioniert, konnte bisher
nicht gezeigt werden. Es ist jedoch bekannt, dass der Zucker-bindende Loop des LecB fiir die
Translokation vom Zytoplasma an die dulRere Membran notwendig ist (Tielker et al., 2005).
Eine Mutation im Zucker-bindenden Loop hat allerdings keinen Einfluss auf die Produktion
von LecB und weist dieselben zytoplasmatischen Mengen wie das native LecB auf (Tielker et
al., 2005). Dies deutet darauf hin, dass die LecB-Sekretion moglicherweise durch einen
Transport mit einem Glykoprotein oder einem kohlenhydrathaltigen Liganden erfolgen kann.
Erste Hinweise auf einen Kohlenhydrat-abhdngigen Transport konnten bereits beobachtet
werden. Die Analyse der Transposon-Bibliothek mittels mELLA zeigte, dass die
Glykosyltransferase des Flagellums (FgtA) als potentieller Sekretionspartner von LecB

identifiziert werden konnte (Tab. 11).
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Die zellulare Funktion des P. aeruginosa FgtA-Proteins ist die Glykosylierung des bakteriellen
Flagellins. Lange Zeit ist davon ausgegangen worden, dass Protein-Glykosylierungen ein
wichtiger posttranslationale Modifikationsprozess von eukaryotischen Zellen ist, allerdings
konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass viele sekretierte oder auf der
Zelloberflache lokalisierte Proteine von Bakterien ebenfalls glykosyliert sind (Benz, |. &
Schmidt 2002; Nothaft & Szymanski 2010). Die O-Glykosylierung von potentiellen
Virulenzfaktoren wie den Pili von Neisseria gonorrhoeae (Parge et al, 1995),
Neisseria meningitidis (Stimson et al., 1995) und einem P. geruginosa 1244 Stamm (Castric
1995) konnte bereits bestatigt werden. Daneben wurde gezeigt, dass die Flagellum-
Filamente in verschiedensten bakteriellen Spezies, z.B. P. aeruginosa (Brimer & Montie
1998), Campylobacter coli und Campylobacter jejuni (Doig et al., 1996), Treponema pallidum
(Wyss 1998), Borrelia burgdorferi (Ge et al., 1998), Helicobacter felis (Josenhans et al., 1999),
Caulobacter crescentus (Leclerc et al., 1998) und Agrobacterium tumefaciens (Deakin et al.,
1999) ebenfalls glykosyliert werden. Dies fihrte zu dem Schluss, dass die Glykosylierung bei
Bakterien moglicherweise verbreiteter ist, als in hoher entwickelten Zellen (Arora et al.,

2001).

Neben den bereits benannten Genen, welche moglicherweise an der Sekretion von LecB
beteiligt sind (Tab. 11), wurde das Gen der Glykosyltransferase des Flagellums fgtA (PA1091)
identifiziert, dessen Funktion die Glykosylierung des bakteriellen Flagellins FIiC ist. Das
Flagellum von P. geruginosa kann in zwei Gruppen (a-Typ und b-Typ) unterteilt werden,
basierend auf deren Molekulargewicht (a-Typ: 45-52 kDa (Arora et al., 2004); b-Typ: 53 kDa
(Brimer & Montie 1998)) und der posttranslationalen O-Glykosylierung des Flagellins mit
Deoxyhexose (Spangenberg et al., 1996; Brimer & Montie 1998; Arora et al., 2000; Arora et
al., 2001). Der P. aeruginosa Stamm PAK weist a-typische, der Stamm PAO1 und 1244
hingegen b-typische O-Glykosylierung des Flagellins auf (Arora et al., 2000; Arora et al.,
2005; Verma et al., 2005; Verma et al., 2006). Die Glykosylierung des Flagellins spielt dabei
eine wichtige Rolle in der Virulenz von P. geruginosa Verbrennungsinfektionen (Arora et al.,
2005). Fur die Glykosylierung sind sogenannte genetische Inseln verantwortlich, die fiir das
jeweilige System einzigartig sind und nicht zwischen a- und b-Typ getauscht werden kdnnen
(Brimer & Montie 1998; Arora et al., 2001). Bei dem P. geruginosa PAO1 Stamm besteht
diese genetische Insel fir die Glykosylierung des Flagellins FliC aus den Genen PA1089,
PA1090 und PA1091 die in einem Operon mit PA1088 kodiert werden (Verma et al., 2006).
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Dabei ist die Rolle von PA1089, PA1090 bisher unbekannt. Diese Gene sind jedoch fiir die
korrekte Glykosylierung notwendig, wahrend PA1088 keine Rolle spielt (Verma et al., 2006).
Bekannt ist, dass das b-Typ Flagellin FIliC von P. aeruginosa PAO1 durch die Flagellar
Glykosyltransferase FgtA (ehemals RfbC; PA1091) glykosyliert wird (Verma et al.,, 2006).
Dabei wird das Flagellin-Monomer an den zwei Serin-Resten Ser191 und Ser195 glykosyliert,
weshalb das Molekulargewicht des Flagellins um 709 Da ansteigt (Verma et al., 2006). Das
FliC wird anschlieRend mittels des Typ-lll-dhnlichen Sekretionsapparates des Flagellums
sekretiert und polymerisiert anschlieBend am Kopf des Flagellums mit weiteren
FliC-Polymeren. Das Filament des Flagellums besteht aus 20.000 FliC-Proteinen und wird
abgeschlossen durch das FliD-Protein (Haiko & Westerlund-Wikstrom 2013). Es st
anzunehmen, dass ein Deoxyhexose-Monosaccharid an der Position Ser191 und Ser195
mittels Glykosylierung angefiigt und mit einer einzigen Phosphatgruppe von 209 Da

verknipft wird (Verma et al., 2006).

Die in Kapitel 3.7 identifizierte Transposonmutante von fgtA zeigte eine verminderte LecB
Sekretion. Die Liganden fiir LecB sind Deoxyhexosen wie L-Fukose, D-Galaktose und
D-Mannose (Garber et al., 1987), welche ebenfalls die Substrate von FgtA sind. Dies legt
nahe, dass FgtA ein (in)direkter Interaktionspartner von LecB sein konnte und das
glykosylierte FliC als putativer Interaktionspartner von LecB in Frage kommt. Um dies zu
bestatigen, wurde ein P. aeruginosa fliC-defizienter Stamm kultiviert und die Menge an
extrazellularem LecB im Vergleich zum Referenzstamm mittels mELLA ermittelt (Abb. 24). Es
konnte gezeigt werden, dass dieser Stamm eine signifikant reduzierte Menge (-67,7 %) an
extrazellularem LecB aufweist. Dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen der Menge
an extrazelluldarem LecB und FIliC hin. Zudem konnte gezeigt werden, dass ein P. aeruginosa
fliC-defizienter Stamm an der effizienten Adhdsion an Oberflachen beeintradchtigt ist (Vallet
et al., 2001). Allerdings wies eine andere Studie von Suriyanarayanan und Kollegen darauf
hin, dass ein P. aeruginosa fliC-defizienter Stamm mehr Biofilm als der Referenzstamm
aufweist (Suriyanarayanan et al., 2016). Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht bestétigt
werden, da ein P. aeruginosa fliC-defizienter Stamm, unter den getesteten Bedingungen,
weniger Biofilm als der P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm aufwies. Dies geht mit der
Beobachtung einher, dass ein P. aeruginosa fliC-defizienter Stamm signifikant weniger
extrazellulares LecB aufweist (Abb. 24) und dieses fiir die Biofilmbildung notwendig ist

(Tielker et al., 2005). Diese Beobachtungen zusammengefasst deuten darauf hin, dass LecB
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moglicherweise die Deoxyhexose von FliC bindet und Ulber den Sekretionsapparat des
Flagellums mit FliC co-transportiert wird. Die Analyse der Transposon-Bibliothek zeigte, dass
moglicherweise das Flagellum, die Cup-Fimbrien als auch die Typ-IV-Pili an der Sekretion von
LecB beteiligt sind. Dies legt nahe, dass die LecB Sekretion nicht unbedingt auf ein
Sekretionssystem beschrankt ist. Da das Flagellin von P. aeruginosa (Brimer & Montie 1998)
und in einigen Stammen die Typ-IV-Pili glykosyliert sind (Castric 1995), ist es durchaus
moglich und am naheliegensten, dass der Transport von LecB (iber einen
Zucker-vermittelten Co-Transport erfolgt. Dazu wird ein schematisches Modell des

Zucker-vermittelten Co-Transportes von LecB mit FIiC vorgeschlagen (Abb. 40).

3b. Flagellum- 3a. Freisetzung von LecB und
assoziiert Bindung an OprF

3b. Assoziierung an das Flagellum
zur Stabilisierung oder als Adhasin

2. Co-Transport von LecB und
glykosylierten FIliC

I \
...... / @; 1. Interaktion von LecB mit dem
UDP-Zucker ! e glykosylierten FIiC
L
LecB

Abbildung 40 Hypothetisches Modell des FliC-vermittelten LecB Co-Transportes. Zunachst wird FliC durch FgtA unter
Verwendung eines UDP-aktivierten Zuckers glykosyliert. AnschlieBend erfolgt die Interaktion von LecB mit dem
glykosylierten FliC. Dieser Komplex wird durch den Sekretionskanal des Flagellums Uber die innere Membran (IM) und
duBere Membran (OM) sekretiert. Die exportierten FliC-Monomere polymerisieren an der Spitze des Flagellums und
prasentieren das gebundene LecB an der aullen Seite. In dieser Situation kdnnte das an das Flagellum assoziierte LecB als
Adhésin wirken oder die Struktur des Flagellums stabilisieren. Bei Adhasion des Bakteriums an eine Oberflache und
anschlieBender Biofilmbildung wird das Flagellin depolymerisiert, wodurch das LecB freigesetzt wird und eine Interaktion
mit OprF eingehen konnte.

Zusammengefasst konnte ein Einfluss der Glykosyltransferase des Flagellums auf die Menge
an extrazelluldrem LecB beobachtet werden. Weitergehende Studien legten nahe, dass das
durch die Glykosyltransferase glykosylierte Flagellin an der Sekretion von LecB beteiligt ist.
Die Daten wurden zusammengefasst und ein hypothetisches Modell des Zucker-vermittelten
Co-Transportes von LecB mit FliC entwickelt (Abb. 40). Um dieses hypothetische Modell zu

Uberprifen ist es notwendig, Interaktionsstudien von LecB und FliC anzufertigen sowie zu
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Uberprifen, ob die Glykosylierung von FIiC fiir die Interaktion entscheidend ist. Offen ist die
Frage, wie die Interaktion von LecB an OprF zustande kommt, wenn LecB an FliC gebunden
ware. Moglicherweise geht dies mit der Beobachtung einher, dass die Expression des
fliC-Gens in P. aeruginosa Biofilmzellen gegeniiber planktonischen Zellen reduziert ist
(Garrett et al., 1999). Durch die Adhasion der Typ-IV-Pili an eine Oberflache wird das
cAMP-Level erh6ht und es kommt zu einer Aktivierung des Vfr-Regulators (Luo et al., 2015),
welcher zum einen die Transkription der Flagellengene reduziert (Dasgupta et al., 2002) und
zum anderen eine PilY1-abhangige Erhohung des c-di-GMP Levels zur Folge hat, wodurch die
Biofilmbildung induziert wird (Luo et al., 2015). Dadurch wird unter anderem die
Bewegungsfahigkeit des Bakteriums reduziert (Luo et al, 2015) und das Flagellin
depolymerisiert (Smith, M. F., Jr. et al., 2003; Casilag et al., 2015), wodurch moglicherweise
die zuvor gebundenen LecB-Molekiile an der bakteriellen Oberflache freigesetzt werden und
OprF binden. AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Ergebnisse auf einen
Zucker-vermittelten Transport von LecB hindeuten, welcher moglicherweise durch die
Komplexe zum Aufbau der verschiedenen Adhasionsstrukturen von P. aeruginosa ermaoglicht
wird. Es konnten Hinweise auf einen moglichen Co-Transport von LecB mit FliC gefunden

werden.
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5 Zusammenfassung

Das Gram-negative Bakterium P. aeruginosa ist opportunistisch humanpathogen und ist an
einer Vielzahl von krankenhausassoziierten Infektionen und Infektionen von
immunsupprimierten Patienten beteiligt. Der entscheidende Schritt fir die erfolgreiche
bakterielle Infektion ist die initiale Adhasion des Bakteriums an die Wirtszelle und die
Biofilmbildung. Sowohl die Adhédsion als auch die Biofilmbildung von P. aeruginosa wird
unter anderem durch das Kohlenhydrat-bindenden Lektin LecB vermittelt, weshalb dieses als
potentielles Ziel fiir die Entwicklung von Pharmazeutika gilt. Daneben ist LecB an der

Mobilitat des Bakteriums beteiligt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass LecB pleiotrope Einfllisse auf verschiedene Prozesse der
Zelle, welche mit der Virulenz-assoziiert sind, aufweist. So konnte gezeigt werden, dass die
Deletion von lecB in einem bestehenden P. aeruginosa lecB-defizienten PATI4 Stamm einen
Einfluss auf das Sekretom und die Menge an Biofilmen hat, sowie dass die intra- wie
extrazelluldare Esterase-Aktivitat beeinflusst wird. Natirlicherweise leben Bakterien zum
GroRteil eingebettet in Biofilmen und teilen sich ihre Umwelt mit anderen Organismen. Die
Analyse der Biofilmbildung von co-kultivierten P. geruginosa und C. albicans Stammen
zeigte, dass die Deletion von lecB, nicht aber die Gegenwart von gereinigtem LecB, einen

Einfluss auf die Menge des Biofilms in Co-Kultivierung aufweist.

Dariber hinaus konnten dieser Arbeit Hinweise auf einen regulatorischen Einfluss von OprF,
welcher ein Interaktionspartner von LecB darstellt, auf lecB beobachtet werden. Es konnte
gezeigt werden, dass ein P. geruginosa oprF-defizienter Stamm eine etwa 8-fach erhdhte
Transkription von lecB aufweist und LecB friiher (nach 7 h) als der Referenzstamm
(nach 48 h) sekretiert. Die extrazellulire LecB-Menge ist in einem P. geruginosa

oprF-defizienten Stamm nach 24 h 32-fach erhoht gegeniliber dem Referenzstamm.

Fiir die Aufklarung der Sekretion von LecB wurde ein P. geruginosa PATS1 (AlecBAoprF)
Stamm konstruiert und mit dem plecB-Expressionsvektor transformiert. Es konnte gezeigt
werden, dass der plecB-Expressionsvektor eine moderate konstitutive lecB Expression
aufweist, welche der lecB Expression des Referenzstammes dhnelt. Dieser P. aeruginosa
PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor weist eine vom QS-System entkoppelte

konstitutive Expression von lecB auf und lokalisiert das LecB durch die fehlende Interaktion
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mit OprF im extrazellularen Medium. Die extrazelluldre Lokalisierung von LecB in einem
P. aeruginosa oprF-defizienten Stamm zeigte, dass OprF kein Sekretionspartner von LecB ist.
Die extrazelluldre LecB-Menge konnte mit dem in dieser Arbeit entwickelten und etablierten
modified Enzyme-Linked Lectin Assay (mELLA-) Hochdurchsatzverfahren, welches eine
Quantifizierung von LecB im linearen Bereich zwischen 0,25-62,5 ng/mL ermoglicht,
qguantifiziert werden. Die Kombination dieses Verfahrens mit dem ebenfalls hier erzeugten
P. aeruginosa PATS1 Stamm mit plecB-Expressionsvektor, der nach mELLA-Quantifizierung je
nach Kultivierungsbedingung, zwischen 26- bis 200-fach mehr LecB im extrazelluldren
Medium aufweist als der P. geruginosa PAO1 Referenzstamm, erwies sich als geeignetes

System zur nachfolgenden Analyse der Sekretion von LecB mittels Transposon-Bibliothek.

Es wurde eine Tn5-Transposon-Bibliothek im P. geruginosa PATS1 Stamm mit
plecB-Expressionsvektor erzeugt, welche 6,5x 10" Transposonmutanten umfasst. Diese
Bibliothek wurde verwendet, um mithilfe des mELLA nach Stammen zu suchen, welche eine
reduzierte LecB-Sekretion aufweisen, wobei 1,7 % von {ber 2.800 der untersuchten
Transposonmutanten weniger als 15% extrazellulare LecB-Menge im Vergleich zum
Referenzstamm zeigen. Durch die Identifizierung des Transposonintegrationsortes wurden
15 Gene identifiziert, welche einen Einfluss auf LecB aufweisen kénnten. Drei dieser Gene
(fgtA, pilY1 und rocR) sind direkt oder indirekt an der Adhasionsfahigkeit von P. aeruginosa

beteiligt und geben Hinweise auf die Sekretion von LecB.

Die zelluldre Funktion des FgtA ist die Glykosylierung des bakteriellen Flagellins FliC. In dieser
Arbeit konnte ein negativer Einfluss auf die extrazelluldire Menge an LecB in weiteren
P. aeruginosa fgtA- und fliC-defizienten Stammen beobachtet und ein hypothetisches Modell
zum Kohlenhydrat-vermittelten Transport von LecB mit FliC abgeleitet werden. Dieses stiitzt
die Hypothese friiherer Studien, dass die Zuckerbindung fiir die Lokalisierung von LecB
entscheidend ist und das LecB moglicherweise mit einem kohlenhydrathaltigen Liganden,

zum Beispiel einem Glykoprotein wie FliC, co-transportiert wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass LecB pleiotrope Einfliisse aufweist und
tragen dazu bei (I) den Sekretionsmechanismus von LecB aufzuklaren und (ll) erlauben einen
tieferen Einblick in die Regulation und Funktion des kohlenhydratbindenden Proteins LecB

aus dem humanpathogen P. aeruginosa.
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The Gram-negative bacterium P. geruginosa is an opportunistic human pathogen involved in
a variety of hospital-acquired infections and infections of immunocompromised patients.
The essential step for the successful bacterial infection is the initial adhesion of the bacteria
to the host cell and the biofilm formation. Both the adhesion and the biofilm formation of
P. aeruginosa are, beside other effectors, mediated by the carbohydrate-binding lectin LecB.
In addition to the adhesion and biofilm formation the lectin is involved in the mobility of the
bacteria. Consequently, the LecB is regarded as a potential target for the development of

pharmaceuticals.

In this thesis, it was shown that LecB exhibits pleiotropic effects on different processes of the
cell, which are associated with the bacterial virulence. Thus, the deletion of /ecB in an
existing P. aeruginosa lecB-deficient strain has been shown to have an effect on the
secretion, the biofilm amount as well as on the intra- and extracellular esterase activity.
Since bacteria mostly live in biofilms and share their environment with other organisms, the
biofilm formation of co-cultured P. geruginosa and C. albicans strains was analysed. The
results showed that the deletion of /ecB, but not exogenously purified LecB, has an influence

on the amount of biofilm in co-cultivation.

In addition, the occurrence of a regulatory influence of OprF which is an interaction partner
of LecB to /ecB expression was observed. Accordingly, a P. aeruginosa oprF-deficient strain
has approximately 8-fold increased lecB transcription level and it secrets LecB earlier (after 7
h) than the reference strain (after 48 h). The extracellular LecB quantity is 32-fold increased
in a P. aeruginosa oprF-deficient strain after 24 h in contrast to the reference strain. The
extracellular localization of LecB in a P. aeruginosa oprF-deficient strain indicates that OprF is

not a secretion partner of LecB.

To elucidate the secretion of LecB, a P.ageruginosa lecB- and oprF-deficient
PATS1 (AlecBAoprF) strain was constructed and transformed with the plecB expression
vector. It was shown that the plecB expression vector exhibits moderate constitutive lecB
expression, which is similar to the lecB expression of the reference strain. This P. aeruginosa
PATS1 strain with plecB expression vector has a constitutive expression of /lecB decoupled

from the QS-system and localizes the LecB by the lack of interaction with OprF in the
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extracellular medium. The extracellular LecB quantity was quantified with the modified
enzyme-linked lectin assay (mELLA) high-throughput method, which is developed and
established in this work and allows the quantification of LecB in the linear range between
0.25-62.5 ng/ml. Using this method, it was shown that the P. aeruginosa PATS1 strain with a
plecB expression vector, depending on the cultivation condition, had between 26- and
200-fold more LecB in the extracellular medium than the comparable P. geruginosa PAO1

reference strain. This method is suitable for the analysis of the LecB secretion.

A Tn5 transposon mutant library of 6.5 x 10* clones was generated in the P. aeruginosa
PATS1 strain with plecB expression vector. This library was used to identify strains with
reduced LecB in the supernatant. The mELLA bases screening revealed that 1.7% out of the
2,800 investigated transposon mutants with less than 15% extracellular LecB amount
compared to the reference strain. By identifying the transposon integration sites 15 genes
potentially involved in LecB secretion were identified. Three of these genes (fgtA, pilY1 and

rocR) involved in the adhesion of P. aeruginosa can likely be functionally linked to LecB.

The cellular function of FgtA is the glycosylation of the bacterial flagellin FliC. In this thesis, a
decreased extracellular amount of LecB was observed in additionally tested mutant strains
of P. aeruginosa being deficient for fgtA and fliC. Based on our data and previous findings
that the sugar binding is critical for the cell localization of LecB we suggest a model of

carbohydrate-mediated co-transport of LecB with a glycoprotein, like FliC.

The results of the present study show that LecB has pleiotropic influences and they
contribute to (I) elucidating the secretory mechanism of LecB and (ll) allow a deeper insight
into the regulation and function of the carbohydrate-binding protein LecB of the human

pathogen P. aeruginosa.
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9 Anhang

Die vorherigen Ergebnisse haben darauf hingedeutet, dass rocR bzw. rocS1 moglicherweise
einen Einfluss auf die Sekretion von LecB haben (Tab. 11). Da die Transposonmutante von
rocR bereits mittels mELLA untersucht wurde, wurde ebenfalls ein Stamm mit einer Deletion
von rocS1 bendtigt. Dazu wurde eine Transposonmutante des P. aeruginosa PA14 Stammes
von der Havard Medical School zur Uberpriifung der Hypothese bezogen (Liberati et al.,
2006). Diese Stamme wurden kultiviert und die Menge an extrazellulairem LecB mittels

mMELLA quantifiziert (Abb. 41 A).
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Abbildung 41 Der Einfluss der Deletion von rocS1 auf die Sekretion von LecB und die Biofilmbildung. (A) Quantifizierung
von extrazellulirem LecB mittels mELLA. Dazu wurden HK aus UK auf O.D.sgonm = 0,05 inokuliert und fiir 24 h kultiviert
(LB-Medium, 650 UpM, 37°C). AnschlieBend wurde die Gesamtzellzahl mittels Messung der optischen Dichte bei 580 nm
Wellenldnge ermittelt, die Zellen sedimentiert (15 min, 4.000 x g, RT) und die Uberstiande fiir den mELLA (2.16) verwendet
(n=4) (B) Quantifizierung von Biofilmen mittels Kristallviolettfarbung. Dazu wurden die zu untersuchenden Stamme auf
0.D.sgonm =1,0 inokuliert und fiir 24 h in Mikrotiterplatten kultiviert (LB-Medium, 37°C). AnschlieBend folgte die
Kristallviolettfarbung (2.25) der Biofilme (n=6). Die in diesem Versuchsteil verwendeten Stimme und Transposonmutanten
basieren auf dem P. aeruginosa PA14 Referenzstamm.

Es konnte ein Einfluss der Deletion von rocS1 mittels mELLA auf die extrazellulare Menge LecB

ermittelt werden (Abb. 41 A). Dem entgegen konnte kein Einfluss auf die Biofilmbildung beobachtet
werden (Abb. 41 B).
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