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A. Einleitung

A. Einleitung

A.1 Zdl-Zdl-Kommunikation bei Gram-negativen Bakterien

Bereits vor Uber 60 Jahren lieferten Untersuchungen an Leuchtbakterien erste Anhaltspunkte
fur die mdgliche Existenz von multizelluldrem Verhalten bei Bakterien (Doudoroff, 1942).
Diese Vorstellung von einer Art ,, Gruppenverhalten® bei Mikroorganismen fand zunéchst
jedoch wenig Beachtung. Erst als mit Beginn der modernen Biotechnologie in den 70er
Jahren neue biochemische und genetische Methoden fur detailliertere Untersuchungen zur
Verfigung standen, konnte damit begonnen werden, die beobachteten Phdnomene durch
Aufklarung der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu erklaren. Dies fuhrte in der
jungsten Vergangenheit zu einer zunehmenden Bedeutung dieses Arbeitsgebietes.

Anfanglich konzentrierten sich die Studien auf drei Gruppen von Mikroorganismen. Neben
den bereits erwdhnten biolumineszenten, marinen Vibriobakterien wurde hauptsachlich mit
Gram-positiven Kokken und Myxobakterien gearbeitet. In den letzten Jahren konnte jedoch
fur eine stdndig wachsende Anzahl verschiedener Bakterienspezies nachgewiesen werden,
dad siein der Lage sind, untereinander Informationen Uber den Zustand der Gesamtpopulation
auszutauschen, und es ist daher davon auszugehen, dal3 es sich bel dieser Fahigkeit um eine
bei den Prokaryoten weit verbreitete Eigenschaft handelt (Hardman et al., 1998). Mittlerweile
wurden alleine bei den Gram-negativen Bakterien Uber 15 Gattungen entdeckt, die kleine
Signalmolekile, die auch Pheromone genannt werden, einsetzen, um die Expression
bestimmter Gene in Abhangigkeit von verschiedenen Umweltbedingungen, wie z.B. der
Verflgbarkeit von Nahrstoffen oder der Populationsdichte, zu regulieren (Dunny und Winans,
1999).

Kommunikationssysteme, die von Mikroorganismen zur Erkennung der eigenen Populations-
dichte eingesetzt werden, fa3t man heute in der Literatur oft unter dem Begriff "quorum
sensing (QS)-Systeme zusammen, wobei die kleinste Einheit, die zu Zelldichte-abhangigen,
interzelluldren Reaktionen befdhigt ist, per Definition das Quorum darstellt (Fuqua et al.,
1994). Zur Ermittlung der Populationsdichte findet man bel den verschiedenen Systemen
Signalmolekile mit unterschiedlicher chemischer Struktur.

Bei Sigmatella aurantiaca, einem Bakterium, das zur Gruppe der Myxobakterien gehort, sind

Pheromone an der Ausprégung des charakteristischen Entwicklungszyklus dieser Organismen
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beteiligt. Als Signamolekile fand man hier beispielsweise Lipide, die fur die
Differenzierung von mehreren tausend Einzelzellen zu den sogenannten Fruchtkdrpern
verantwortlich sind. Voraussetzungen fur die Ausbildung dieser multizelluléren Zellverbande
sind neben einer ausreichend hohen Zelldichte nahrstofflimitierte Wachstumsbedingungen
und eine feste Oberflache (Qualls et al., 1978).

In den meisten Féllen steuern die bakteriellen Kommunikationssysteme jedoch nicht
morphologische Veranderungen einzelner Zellen, sondern beeinflussen die Pathogenitét der
jewelligen Organismen. So verfligt das pflanzenpathogene Bakterium Ralstonia
solanacearum Uber ein komplexes Regulationsnetzwerk, das verschiedene Signalsubstanzen,
darunter auch die leicht fluichtigen 3-Hydroxypamitinsaure-methylester (3-OH PAME),
verwendet. Diese kleinen Molekile sind fir die Regulation verschiedener Virulenzfaktoren,
wie z.B. der Endoglukanase, verantwortlich (Clough et al., 1994). Bel Xanthomonas
campestris, einem anderen pflanzenpathogenen Bakterium, ist ein noch relativ wenig
charakterisiertes, extrazelluléres Molekul an der Regulation der Exoenzymproduktion und
anderer Virulenzfaktoren beteiligt. Bei dieser als DSF bezeichneten Substanz handelt es sich
moglicherweise wie bel dem erwdhnten 3-OH PAME um Derivate aus dem Fettstoffwechsel
der jeweiligen Organismen (Barber et al., 1997).

Eine dritte Klasse von Signalsubstanzen stellen Butyrolactone dar. Diese wurden schon vor
langerem bel einigen Arten der Gram-positiven Streptomyceten entdeckt (Horinouchi und
Beppu, 1992) und konnten nun vor kurzem auch aus zellfreien Kulturlberstanden von
Pseudomonas aureofaciens isoliert werden (Gamard et al., 1997). P. aureofaciens verflgt
darliberhinaus noch Uber ein weiteres Kommunikationssystem, das N-Acyl-L-homoserin-
lactone (AHL) verwendet, um die Synthese des fungiziden Antibiotikums Phenazin zu steuern
(Wood et al., 1997).

AHL-Molekile sind bei Bakterien aus der a-, 3- und y- Untergruppe der Proteobakterien nach
dem momentanen Kenntnisstand die am haufigsten verwendeten Pheromone. Es handelt sich
dabei um verschiedene N-Acyl-L-homoserinlactone, die sich im wesentlichen durch die
Lange der N-Acyl-Seitengruppe (bisher wurden Molekile mit 4 bis 14 Kohlenstoffatomen
beschrieben) sowie durch Modifikationen an Position C-3 (3-Oxo- oder 3-Hydroxygruppe)
unterscheiden (siehe Abbildung A.1).
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R Chemische Bezeichnung Abkirzung Molekular-
gewicht
|O CHj3 N-Butanoyl-L-HSL BHL 171
AN A O CH3(CHp), N-Hexanoyl-L-HSL HHL 199
R Hﬁ I CHa(CH.,)4 N-Octanoyl-L-HSL OHL 227
o CH3(CHy)s N-Decanoyl-L-HSL DHL 255
CH3(CH,)sCHCH(CH,); 7,8-cisN-(Tetradecanoyl)-L-  7,8-cis- 311
HSL tDHL
o (0]
I /C\ CHs(CH,), N-(3-Oxohexanoyl)-L-HSL ~ OHHL 213
L. 0  CHs(CHy)s N-(3-Oxooctanoyl)-L-HSL OOHL 241
R/\/\”ﬁ I CH3(CH,)6 N-(3-Oxodecanoyl)-L-HSL ~ ODHL 269
o CH3(CH))s N-(3-Oxododecanoyl)-L-HSL  OdDHL 297
OH O
M CHg N-(3-Hydroxybutanoy!)-L - HBHL 186
R N é ®) HSL
HH H CH5(CH,)sCHCH(CH,); 7,8-cis-N-(3-Hydroxytetra- 7,8-Cis- 326
') decanoyl)-L-HSL HtDHL

Abbildung A.1l: Strukturformeln und Molekulargewichte bisher identifizierter N-Acyl-L-
homoserinlactone.

AHL-Molekile wurden erstmals bei den marinen Bakterien der Genera Vibrio und
Photobacterium nachgewiesen und ihre Beteiligung an der Steuerung der Biolumineszenz
gezeigt (Eberhard et al., 1981,Ca0 et al., 1989). Da es sich bel diesen beiden
Regulationssystemen um eine positiv riickgekoppelte Induktionskaskade handelt, werden
AHL-Molekule auch oft als‘ Autoinducer™ (Al) bezeichnet.

Die molekularen Mechanismen der Expression der Biolumineszenzgene wurden in der
Vergangenheit besonders intensiv in Photobacterium fischeri, einem Bakterium, welches
symbiontisch in den Leuchtorganen bestimmter Tintenfische vorkommt, untersucht. Bis zur
Uberschreitung einer definierten Konzentration an AHL-Molekiilen katalysiert die sogenannte
‘AHL Synthase’, welche durch das luxl Gen kodiert wird, die konstitutive Produktion von
AHL auf niedrigem Niveau. Bei P. fischeri handelt es sich dabei hauptsachlich um N-(3-
Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (OHHL). Da die bakterielle Zellmembran permeabel fir
OHHL ist, hduft sich das Signalmolekdl mit zunehmender Zelldichte in der Umgebung an und
es kommt zum interzelluldren Signalaustausch. Wird schliefdlich ein bestimmter
Schwellenwert Uberschritten, interagiert das Pheromon mit seinem Rezeptorprotein LuxR und
induziert die Transkription des luxICDABE Operons, das ale fur die Erzeugung der

Biolumineszenz benttigten Gene aufweist. Da das luxl-Gen selbst Teil diese Operons ist,
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kommt es zu einer positiven Rickkopplung und damit zu einer raschen Zunahme der
Lichtemission. Diese Autoinduktion erlaubt es P. fischeri, seine Abundanz in einem
bestimmten Habitat zu Uberwachen und den biolumineszenten Phanotyp nur dort auszubilden,
wo er fur die symbiontische Lebensform von Vortell ist, wie z.B. in dem Lichtorgan
bestimmter Tiefseefische. Im freien Meerwasser hingegen, wo dieser Organismus nur in sehr
geringen Zdldichten vorkommt, wére die Biolumineszenzexpression aus energetischer Sicht

nicht sinnvoll und wird daher nicht induziert (Greenberg, 1997).

Im Jahre 1992 wurde erstmals gezeigt, dal3 das gleiche Molekil, das die Biolumineszenz in
P. fischeri kontrolliert, in Erwinia carotovora die Produktion des [3-Lactam-Antibiotikums
Carbapenem reguliert (Bainton et al., 1992). In der Folge wurden weitere Gram-negative
Bakterien auf das Vorkommen luxl- bzw. |luxR-homologer Gene hin untersucht, und
mittlerweile wurden entsprechende Gene in insgesamt 25 bzw. 23 unterschiedlichen Spezies
identifiziert (Eberl, 1999). Darunter waren zum Beispiel tral/traR aus Agrobacterium
tumefaciens (Piper et al., 1993), soll/solR aus Ralstonia solanacearum (Flavier et al., 1997)
und swrl/swrR aus Serratia liquefaciens (Eberl et al., 1996).

Ein Vergleich der AHL-regulierten Systeme zeigt, dal3 in den jeweiligen Organismen sehr
verschiedene Eigenschaften koordiniert werden. Das Spektrum der Phénotypen reicht dabei
von der bereits beschriebenen Biolumineszenz und Antibiotikumsynthese tber konjugativen
Plasmidtransfer (Piper et al., 1993; Zhang et al., 1993), starvation response’ (Thorne und
Williams, 1999), bakterielle Fortbewegung (Lindum et al., 1998; Glessner et al., 1999) und
Ausbildung differenzierter Biofilme (Davies et al., 1998; O Toole und Kolter, 1998) bis hin
zur Produktion verschiedenster Virulenzfaktoren (Passador et al., 1993; McKenney et al.,
1995). Die Regulation der Produktion von Virulenzfaktoren spielt insbesondere bei
Pseudomonas aeruginosa und Burkholderia cepacia im Zusammenhang mit der chronischen

Infektion von M ukoviszidosepatienten eine wichtige Rolle (Govan et al., 1996).

A.2 'Quorum sensing’ in Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ist ein weit verbreiteter, opportunistisch humanpathogener Keim, der bel
immungeschwéchten Patienten ernsthafte Infektionen verursachen kann. Er ist zudem fir die
meisten, durch Gram-negative Bakterien verursachten nosokomialen Infektionen

verantwortlich (Rémling et al., 1994). Grundlage dieser ausgepragten Virulenz sind neben
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einer Reihe zellassoziierter Virulenzfaktoren, wie z.B. Alginat, Pili und Lipopolysaccharid,
auch extrazellulére Faktoren, wie Proteasen (LasB-Elastase, alkalische Protease und LasA-
Protease), Hamolysine (Rhamnolipid und Phosoholipase) und Toxine (Exotoxin A und
Exoenzym S) (Govan et al., 1996). Wie in der Vergangenheit gezeigt werden konnte, wird die
Produktion vieler dieser Virulenzfaktoren von zwei, miteinander interagierenden AHL-
Systemen kontrolliert (Pesci et al., 1997).

Zunéchst wurde das fir die Expression der LasB-Elastase verantwortliche Regulationssystem
in P. aeruginosa beschrieben, das as “las’-System bezeichnet wird. Diese Regulationseinheit
setzt sich aus dem Autoinducer-Synthase Gen lasl, das fur die Synthese von N-(3-
Oxododecanoyl)-L-homoserinlacton (OdDHL) verantwortlich ist, und dem lasR Gen, welches
den Transkriptionsaktivator kodiert, zusammen. Durch die Bindung von OdDHL an LasR
kommt es zur verstdrkten Transkription von lasl und damit zum rapiden Anstieg an
verfugbarem Autoinducer. Das las-System ist aber nicht nur fir die Produktion von LasB
verantwortlich, sondern steuert dartberhinaus die Ausbildung weiterer Proteasen (LasA und
alkalische Protease) und von Exotoxin A (ToxA). Neben diesen Virulenzfaktoren wird aber
auch die Expression des XCP Typ Il Sekretionssystem durch das las-System koordiniert (Van
Delden und Iglewski, 1998).

Ein weiteres Signalsystem in P. aeruginosa wurde aufgrund seiner Fahigkeit, die Produktion
von Rhamnolipiden zu koordinieren, identifiziert und wird als ‘rhl -System bezeichnet. Diese
Regulationseinheit besteht aus dem AHL-Synthasegen rhll, das fir die Herstellung von N-
Butanoyl-L-homoserinlacton  (BHL)  verantwortlich ist, und dem fir den
Transkriptionsaktivator kodierenden Gen rhlR. Dieses System steuert die Expression des
rhlAB Operons, das eine Rhamnosyltransferase kodiert, die fir die Synthese von Rhamnolipid
erforderlich ist. Das rhl-System beeinfluf3t zudem die Herstellung der Virulenzgenprodukte
LasA, LasB, Pyocyanin, Cyanid und der alkalischen Protease.

Die beiden Reaktionskreislaufe agieren jedoch nicht ganzlich unabhanig voneinander. Der
LasR/OdDHL-Komplex aktiviert beispielsweise die Transkription von rhiR. Gleichzeitig
blockiert der Autoinducer OdDHL die Bindung des Autoinducers BHL an RhIR und inhibiert
damit die Expression RhIR/BHL-kontrollierter Gene (Lé&fiti et al., 1995; Pesci et al., 1997).
Neueste Ergebnisse zeigen, dald LasR und RhIR in ein hierarchisches Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren eingebunden sind: die Regulatorproteine GacA und AlIgR2 aktivieren
bzw. inhibieren die Expression von lask und gleichzeitig inhibiert AlgH die Expression von

rhiR (unveréffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe Iglewski, Rochester, USA).
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A.3*Quorum sensing’ in Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia (friher Pseudomonas cepacia) hat sich im Laufe der Jahre als wichtiger
pathogener Organismus vor alem im Zusammenhang mit Patienten, die an Mukoviszidose
(syn.: Zystische Fibrose) leiden, herausgestellt (Gilligan et al., 1991). Nachdem in
verschiedenen Bioassays gezeigt wurde, dal3 Kulturlberstande von B. cepacia Autoinducer-
Aktivitét aufweisen, konnte schliefdlich durch die Identifizierung der luxRl homologen Gene
cepRl ein "quorum sensing -System in B. cepacia charakterisiert und gleichzeitig das
Homoserinlacton N-Octanoyl-L-homoserinlacton (OHL) als einziges Signalmolekiil
nachgewiesen werden (Lewenza et al., 1999). Frihere Arbeiten berichten dagegen von
mindestens drel verschiedenen AHL-Molekilen, die in B. cepacia Kulturlberstdnden
gefunden wurden (McKenney et al., 1995). Fur diese Diskrepanz wurden Unterschiede in der
Produktion von AHL-Molekilen bel verschiedenen B. cepacia Isolaten verantwortlich
gemacht (Lewenza et al., 1999). Wie bel P. aeruginosa wird auch bei B. cepacia die
Expression verschiedener extrazellulérer Virulenzfaktoren, wie z.B Protease und Siderophore,
in Abhénigkeit von der Zelldichte reguliert (Lewenzaet al., 1999).

A.4 Zdl-Zdl-Kommunikation in der Rhizosphére

Die Bezeichnung Rhizosphére wurde von Hiltner 1904 erstmals verwendet. Er beschrieb
damit den die Wurzeln umgebenden Bodenanteil, der verstérktes bakterielles Wachstum
aufweist. Im Laufe der Jahre wurde dieser Begriff immer wieder neu definiert, um die
Pflanzenwurzeln bei der Betrachtung dieses speziellen Lebensraumes stéarker
miteinzubeziehen. Die heutige Definition der Rhizosphére differenziert zwischen Endo- und
Ectorhizosphére, wobei sich die erstere auf die unmittelbare Umgebung der Pflanze
beschrankt. Diese umfasst mehrere Bereiche: eine Mucusschicht bestehend aus pflanzlichen
oder bakteriellen Polysaccharriden, die pflanzliche Epidermis, welche die Wurzelhaare
miteinschlief3, und die Cortexschicht. Im Gegensatz dazu bezieht sich die Ectorhizosphare
auf den Bodenanteil, der sich wenige Millimeter von der Wurzeloberflache erstreckt
(Belandreau et al., 1978).

Mit der Entdeckung der Zelldichte-abhangigen Regulation der Carbapenemproduktion in

Erwinia carotovora wurde zum ersten Ma AHL-vermittelte Kommunikation bei einem
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pflanzenpathogenen Bakterium nachgewiesen (Bainton et al., 1992). Mittlerweile wurden
‘quorum sensing’ Systeme bei weiteren Bakterien gefunden, die in Gesellschaft mit
bestimmten Pflanzen vorkommen. So konnte gezeigt werden, dal?3 Rhizobium leguminosarum
ein langkettiges AHL-Signamolekil [N-(3R-Hydroxy-7-cis-tetradecanoyl-L-homoserin-
lacton)] produziert, um mit Leguminosenpflanzen symbiontische Beziehungen einzugehen
(Gray et al.,1996; Schripsema et al., 1996). In Agrobacterium tumefaciens wurde ein AHL-
System gefunden, welches das Pheromon N-3-(oxooctanoyl)-L-homoserinlacton verwendet
und das in die Kontrolle des Ti-Plasmidtransfersinvolviert ist (Zhang et al., 1993; Piper et al.,
1993). In Pseudomonas aureofaciens, einem Bakterium, das in der Rhizosphére von Weizen
vorkommt und dabel die Pflanzen vor Schédlingen schitzt, wird die Synthese der
sogenannten Phenazinantibiotika ebenfalls Uber Pheromone gelenkt. Bei diesem Phanomen,
das auch unter dem Begriff ‘ pathogen suppression’ bekannt ist, wird das Wachstum gewisser
pflanzenpathogener Mikroorganismen durch die produzierten Antibiotika inhibiert. Es konnte
zudem gezeigt werden, dald die Produktion von AHL-Molekilen fur die Persistenz von
P aureofaciens in der Rhizosphére, d.h. fir die Fahigkeit, mit anderen Rhizosphéarenbakterien
zu konkurrieren, notwendig ist (Pierson et al., 1994; Wood et al., 1997). Weitere
Mikroorganismen aus der Rhizosphére, die AHL-Signalmolekile produzieren, umfassen
Pantoea stewartii (Von Bodmann und Farrand, 1995), Ralstonia solanacearum (Flavier et al.,
1997) und Pseudomonas syringae (Dunny und Winans, 1999). Wahrend bei P. stewartii die
Produktion einer extrazelluléren Polysaccharid Kapselsubstanz (EPS) Uber die LuxI/LuxR
homologen Proteine Esal/EsaR gesteuert wird, ist Uber die Autoinducer-regulierten

Eigenschaften in R. solanacearum und P. syringae noch nichts bekannt.

A.5 Nachweisvon N-Acyl-L -homoserinlactonen mit bakteriellen Biosensoren

Biologische Sensoren zum Nachwels bestimmter Substanzen sind dadurch gekennzeichnet,
daid sie auf die Anwesenheit des zu bestimmenden Analyten mit der Produktion eines leicht
nachweisbaren Signals reagieren. Ein wesentlicher Vortell biologischer Systeme ist ihre
ausgesprochen hohe Sensitivitéat und Selektivitét im Vergleich zu technischen Systemen.

Bakterielle Sensoren, die spezifisch AHL-Molekille detektieren, haben in der jingsten Zeit
die Suche nach AHL-produzierenden Bakterienstammen und die Identifizierung
entsprechender luxl homologer Gene entscheidend gefordert. In  verschiedenen

Nachweismethoden eingesetzt, reagieren sie sowohl auf aufgereinigte AHL-Moleklle als
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auch auf AHL-produzierende Bakterienstamme (McClean et al., 1997). Bereits 1977 wurde
eine Photobacterium fischeri (friher Vibrio fischeri) Mutante beschrieben, die nur sehr wenig
Autoinducer produzierte und daher kaum Licht emittierte. Sobald jedoch Autoinducer extern
zugegeben wurde, konnte eine intensive Biolumineszenz beobachtet werden (Nealson, 1977).
In den letzten Jahren wurden die Reportersysteme mit Hilfe gentechnischer Methoden im
Hinblick auf eine verbesserte Sensitivitdt weiterentwickelt und mit neuen Reporterproteinen
gekoppelt, so dal3 heute je nach Einsatzzweck eine optimale Auswahl getroffen werden kann.
Es stehen neben verschiedenen biolumineszenten Sensorplasmiden (Swift et al., 1993;
Winson et al., 1998) seit kurzem auch Reportersysteme zur Verfligung, die auf dem grin
fluoreszierenden Protein (GFP) basieren und daher zum ersten Ma auch Studien auf
Einzelzellebene erlauben (Eberl, 1999, Andersen et al., 2000). Weitere rekombinante
Sensoren basieren auf der Expression ener traA::lacZ Genfusion in Agrobacterium
tumefaciens (Fuqua und Winans, 1994), einer lasB::lacZ Fusion in einem E. coli Stamm mit
einem chromosomalen lasR Gen (Passador et al., 1996) oder einer phzB::lacZ bzw.
phzB::inaZ Genfusion in Pseudomonas aureofaciens (Wood und Pierson, 1996; Wood et al.,
1997). Darlberhinaus wurde die Produktion des violetten Pigments Violacein in
Chromobacterium violaceum und die Synthese eines orangefarbenen Phenazin-Antibiotikums
in P. aureofaciens, beides AHL-regulierte Phanotypen, zur Konstruktion von Biosensoren
verwendet (Pierson et al., 1994; McClean et al., 1997).

A.6 Zieledieser Arbeit

In vorliegender Arbeit sollten verschiedene bakterielle AHL-Biosensoren in Kombination mit
der Dunnschicht-Chromatographie nach der von Shaw et al. (1997) entwickelten Methode
bezlglich ihrer Sengtivitéten und Spezifitdéten gegenlber ausgewdhiten AHL-Molekilen
untersucht und verglichen werden. Dartberhinaus sollte der Einflul3 verschiedener
Kultivierungsbedingungen auf die Produktion dieser Molekile am Beispiel von Pseudomonas
aeruginosa anaysiert werden. Die gewonnenen Ergebnisse sollten dazu beitragen die
Synthese von AHL-Molekllen in P. aeruginosa Isolaten zu beschreiben, die tber einen
Zeitraum von bis zu elf Jahren aus chronisch infizierten Mukoviszidosepatienten isoliert
wurden. Von besonderem Interesse waren dabei Patienten, die mit B. cepacia Stdmmen co-

infiziert waren. DarlUberhinaus sollte das Vorkommen von AHL-Molekilen bel
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représentativen Stammen der Gattung Burkholderia, insbesondere bei Vertretern
verschiedener B. cepacia Genomovare, untersucht werden.

Schliefdich sollte gezeigt werden, ob es mit Hilfe der zur Verfigung stehenden Methoden
moglich ist, Bakterien, die in der Lage sind AHL-Molekile zu produzieren, aus der

Rhizosphéare von Tomaten zu isolieren und die produzierten Molekile nachzuwel sen.
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B. Material und Methoden

B.1 Verwendete Bakterien und Plasmide

Bakterium, Eigenschaft Herkunft / Referenz
Plasmid

Aeromonas caviae / Aeromonas Rhizosphérenisolat 7 diese Arbeit
hydrophila
Agrobacterium tumefaciens A136 AHL-Sensor Zhu et al., 1998
(pCF218) (pCF372)
Burkholderia cepacia LM G1222 Typstamm, GV | Vandamme et al., 1997
Burkholderia cepacia LMG12615 GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia cepacia LMG14271 GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia cepacia LMG14291 GV IV Vandamme et al., 1997
Burkholderia cepacia LM G16659 GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia cepacia LM G18826 GV Il Sgjjan et al., 1995
Burkholderia cepacia LM G18827 GV Il Mahenthiralingam et al., 1996
Burkholderia cepacia LM G18863 GV Il Lewenzaet al., 1999
Burkholderia cepacia LM G7000 GV IV Vandamme et al., 2000
Burkholderia cepacia R-1464 GV I Vandamme, Gent, B
Burkholderia cepacia H111 CF-Isolat, GV |11 Tummler, MH Hannover, D
Burkholderia cepacia H191 CF-Isolat, GV |1 Tummler, MH Hannover, D
Burkholderia gladioli LMG18157 Vandamme, Gent, B
Burkholderia gladioli LMG2216 Vandamme et al., 1997
Burkholderia multivorans LM G13010 Typstamm, GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia multivorans LM G16660 GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia multivorans LM G17588 GV I Vandamme et al., 1997
Burkholderia multivorans LM G18822 GV I Mahenthiralingam et al., 1996
Burkholderia multivorans LM G18824 GV Il Speert et al., 1994
Burkholderia multivorans LM G18825 GV I Millar-Jones et al., 1998
Burkholderia viethamiensis LM G6998 GV V Vandamme et al., 1997
Burkholderia viethamiensis LM G10929 Typstamm, GV V Vandamme et al., 1997
Burkholderia viethamiensis LM G16232 GV V Vandamme et al., 1997
Burkholderia viethamiensis LM G18835 GV V Larsen et al, 1993
Burkholderia viethamiensis LM G18836 GV Mahenthiralingam et al., 2000
Burkholderia sp. Rhizosphérenisolat 6 diese Arbeit
Burkholderia sp. Rhizosphérenisolat 8 diese Arbeit
Burkholderia / Ralstonia LM G16407 Coenye et al., 2000
Burkholderia / Ralstonia R-1465 Vandamme, Gent, B
Chromobacterium violaceum CV 026 AHL-Sensor McClean et al., 1997
Enterobacter agglomerans Rhizosphérenisolat 2 diese Arbeit
Enterobacter agglomerans Rhizosphérenisolat 4 diese Arbeit
Enterobacter sakazakii Rhizosphérenisolat 3 diese Arbeit
Escherichia coli IM105 (pJBA89) AHL-Sensor Andersen et al., 1999
Escherichia coli MT102 (pSB403) AHL -Sensor Winson et al., 1998
Escherichia coli MT102 (pSB1075) AHL -Sensor Winson et al., 1998
Pseudomonas aeruginosa PAO | CF-lsolat Iglewski, Rochester, USA
Pseudomonas aeruginosa JB646 AHL-Sensor Andersen et al., 2000

(pJBA140)

Pseudomonas aeruginosa GS1

CF-Isolat, isoliert 1/86

Tummler, MH Hannover, D

Pseudomonas aeruginosa GSB7

CF-Isolat, isoliert 4/87

Timmler, MH Hannover, D

Pseudomonas aeruginosa GS14

CF-Isolat, isoliert 7/89

Tummler, MH Hannover, D

Pseudomonas aeruginosa GS26

CF-Isolat, isoliert 1/93

Tummler, MH Hannover, D

Pseudomonas aeruginosa GSB64

CF-Isolat, isoliert 7/94

Tummler, MH Hannover, D
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Bakterium, Eigenschaft Herkunft / Referenz
Plasmid

Pseudomonas aeruginosa GS33 CF-Isolat, isoliert 4/96 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa MW1 CF-Isolat, isoliert 9/85 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa M\W12 CF-Isolat, isoliert 10/91 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa M\W20 CF-Isolat, isoliert 11/92 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa M\W23 CF-Isolat, isoliert 3/93 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa M\W24 CF-Isolat, isoliert 9/93 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa M\W25 CF-Isolat, isoliert 4/94 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa MW30 CF-Isolat, isoliert 12/96 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH1 CF-Isolat, isoliert 5/85 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH14 CF-Isolat, isoliert 10/89 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH34 CF-Isolat, isoliert 10/92 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH35 CF-Isolat, isoliert 3/93 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH38 CF-Isolat, isoliert 8/93 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH93 CF-Isolat, isoliert 3/94 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH41 CF-Isolat, isoliert 8/94 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas aeruginosa SH45 CF-Isolat, isoliert 9/95 TUmmler, MH Hannover, D
Pseudomonas putida Rhizosphérenisolat 5 diese Arbeit
Rhanella aquatilis Rhizosphérenisolat 1 diese Arbeit

LMG: Laboratorium voor Mikrobiologie, Universitat Gent, Belgien

MH: M edizinische Hochschule

GV: Genomovar

CF-lsolat: Isolat aus M ukovizidosepatient

B.2 Nahrmedien, Anzucht und Stammbhaltung

B.2.1 Nahrmedien zur Anzucht von Mikroorganismen

Die verwendeten N&hrmedien wurden zur Sterilisation in einem Wasserdampf-
Hochdruckautoklaven fiir 20 min bei 121 °C und 1.013 x 10°> Pa Uberdruck sterilisiert.
Hitzelabile Substanzen, wie z.B. Hemmstoffe, wurden sterilfiltriert (Porengrof3e 0.22 um,
Millipore, Eschborn, D) und anschlief?end den autoklavierten Lésungen zugegeben. Die
eingesetzten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p.a. Qualitdt bezogen.
Feste Nahrmedien enthielten 16 g/l Agar (Gibco BRL, Eggenstein, D). Als Lésungsmittel
wurde stets Wasser in destillierter Qualitét verwendet.

Luria-Bertani-(L B)-Medium (Sambrook et al., 1989), modifiziert

Caselnhydrolysat 109
Hefeextrakt 50

NaCl 49

H20ges. ad 1000 ml
pH 7.4
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Soft-Agar
Caselnhydrolysat 15¢g
Hefeextrakt 0,759
NaCl 0,759
Agar 1g
H2O4es. ad 150 ml

AB-Minimalmedium (Clark et al., 1967), modifiziert

A (NH4)2SO,4 209
KH,PO, 30g
NaCl 3049
H2O4ges:. ad 1000 ml

B: 1M MgC|2X6H20 2ml
0.5M CaCl, x 2H,0 0.2ml
0.01 M FeCl3x 6 H,O 0.3ml
H2O4ges:. ad 900 ml

Kohlenstoffquelle:
Glukose (Stammisg. 20%) 0,2%
Glycerin (Stammlsg. 50%) 0,4%
Succinat (Stammlsg. 20%) 0,4%
Natriumcitrat x 2 H,O (Stammisg. 1 M)  15mM
Caseinhydrolysat (Stammlsg. 20%) 0,2%

Die Komponenten A1, und B des Minimalmediums wurden getrennt sterilisiert und nach dem
Autoklavieren vereinigt. FUr die Herstellung von 1000 ml AB-Minimamedium wurden 100
ml Ajp-L6sung mit 900 ml B-Lésung gemischt und eine der Kohlenstoffquellen in der

angegebenen Endkonzentration zugegeben.

"Agrobacterium™ AB-Minimalmedium (Chilton et al., 1974)

20x AB-Salze: NH,CI 209
MgSO,4 x 7 H,O 69
KCl 30
CaCl, 0,29
FeSO,4 x 7 H,O 0,059
H2O4ges:. ad 1000 ml
20x AB-Puffer: Ko,HPO, 609
NaH,PO, 239
pH 7,0
H2O4ges. ad 1000 ml
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Beide Komponenten wurden getrennt autoklaviert und anschlief3end 5 ml (Vorkultur) bzw. 50
ml (Hauptkultur) Nahrmedium hergestel|t:

H,O 4,4 ml bzw. 44 ml
20x AB-Salze 0,25 ml bzw. 2,5 ml
20x AB-Puffer 0,25 ml bzw. 2,5 ml
Mannitol (Stammlsg. 10%) 10 ml bzw. 1ml
Tetracyclin (4,5 mg/ml) 5 ul bzw. 50 pul
Spectinomycin (50 mg/ml) 5 ul bzw. 50 pl

"Agrobacterium™ AB-Softagar (Chilton et al., 1974)

Agar 19
H>Oges. ad 88 ml
20x AB-Salze 5ml
20x AB-Puffer 5mi
Mannitol (Stammlsg. 10 %) 2ml

Die Salze, der Puffer und die Mannitoll6sung wurden der autoklavierten Agar—\Wasser-

Mischung steril zugegeben.

SYK-Medium

Hefeextrakt 39

Saccharose 10g

KoH PO4 1 g

KH,PO, 39

H>Oges. ad 1000 ml

pH-Wert 6,8

LMG2

Medium A: "Lab-Lemco Beef Extract 19
Hefeextrakt 29
Pepton 59
NaCl 50
Agar 159
H>Oges. ad 1000 ml
pH 7,4

Medium B: KH2PO4 0,45 g
NaHPO,4 x 12 H,0 2,399
Medium A 11
pH-Wert 6,8

Mineralmedium nach Hegemann (Hegemann, 1966)

EDTA 200 mg
MgSO, 580 mg
CaCl, 67 mg
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(NH4)6M 0702 X Hzo 0,2 mg
FeSO4 X7 Hzo 2,0 mg
(NH,4)2S0, 1g
KH,PO, 34 mg
Na,HPO, 459
Spurenel ementl 6sung nach Drews 10 ml
Fruktose oder Succinat 0,4 %
H2Oqest. ad 1000 ml

Spurenelementldsung nach Drews (Drews, 1976)

EDTA 800,0 mg
MnCI, x 4 H,O 10,0 mg
CoCl, x 6 H,O 50mg
CuSO, 1,0mg
Na,M 004 X2 Hzo 3,0 mg
ZnCl, 2,0mg
LiCl 0,5mg
SnClz X2 Hzo 0,5 mg
H3;BO; 1,0 mg
KBr 2,0 mg
KJ 2,0mg
BaCl, 0,5mg
H2Oqest. ad 1000 ml

B.2.2 Hemmstoffe

Zur Herstellung von Selektivmedien und zur Plasmidstabilisierung bei der Kultivierung
plasmidhaltiger Stamme wurden die unten angegebenen Hemmstoffe in den entsprechenden
Konzentrationen verwendet. Die sterilfiltrierten  Antibiotikaldsungen wurden den

autoklavierten Nahrmedien steril zugegeben.

Antibiotikum | Abk. Wirkungsweise Konzentration [mg/l] | Lésungsmittel
Ampicillin Amp | Hemmung der Mureinbiosynthese 100 H2Opidest.
Carbenicillin Carb | Hemmung der Mureinbiosynthese 400-800 HoOpidest.
Kanamycin Km | Hemmung der Proteinbiosynthese 30-100 H2oOpidest.
Spectinomycin Sp Hemmung der Proteinbiosynthese 50 HoOpidest.
Rifampicin Rif Hemmung der RNS-Biosynthese 50 M ethanol
Tetracyclin Tc Hemmung der Proteinbiosynthese 10-20 Methanol
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B.2.3 Kultivierung, Zellernte und Bestimmung der Optischen Dichte

Die Anzucht der aeroben Mikroorganismen erfolgte entweder auf agarhaltigen Nahrboden in
Petrischalen oder as Flssigkultur auf einem Rundschittler in Reagenzgldsern bzw. in
Erlenmeyerkolben. Alle Bakterienstdmme wurden mit Auf3hahme von E. coli, der bei 37 °C
inkubiert wurde, bei 30 °C kultiviert.

Zur Herstellung zellfreier Kulturtiberstdnde wurden die Flissigkulturen bel 7500 x g fur 20
min zentrifugiert. Die photometrische Bestimmung der Zelldichte erfolgte mit einem
Pharmacia LKB Ultrospec Plus Spektrophotometer (Freiburg, D) bei einer Wellenlénge von
450 nm oder 600 nm gegen Nahrmedium.

B.2.4 Stammhaltung

Auf festen Nahrmedien kultivierte Bakterienstdmme wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt
und ale 2zwel Wochen Uberimpft. Die Reinhetsiberprifung erfolgte durch
Verdinnungsausstriche und mikroskopische Kontrolle im Phasenkontrast. Fur eine
langfristige Stammhaltung wurden die Bakterienstamme in Form von Glycerinkulturen
archiviert. Dazu wurde 1 ml UN-Kultur mit 500 pl Glycerin (50%) in einem Schraubdeckel-
Reaktionsgefald (Nunc, Roskilde, DK) gemischt und bei -80 °C aufbewahrt (Sambrook et al.,
1989).

B.3 Nachweis von N-Acyl-L -homoserinlactonen

B.3.1 Isolierung von AHL-Molekiilen aus Zelkultur Giber stand

Die AHL-Extrakte der untersuchten Bakterienstémme wurden aus 250 ml Zellkulturiberstand
hergestellt. Der zellfreie Uberstand wurde dazu in einen 1000 ml Scheidetrichter vorgelegt
und 100 ml Dichlormethan (Merck, Darmstadt, D) zugegeben. Beide Flissigkeiten wurden
durch kréftiges Schitteln ca. 2 min lang grundlich gemischt. Aus Sicherheitsgriinden

16



B. Material und Methoden

(Explosionsgefahr!) wurde der Schittelkolben nach jeweils 20 sec belUftet, um einen
ausreichenden Druckausgleich zu gewdhrleisten. Sobald sich beide Phasen deutlich
voneinander getrennt hatten, wurde die untere Dichlormethan-Phase in einem 500 ml
Erlenmeyerkolben aufgefangen. Die obere, wéssrige Phase wurde erneut mit Dichlormethan
gemischt, wie oben beschrieben behandelt, und schliefdlich wurden beide Extrakte vereinigt.
In den meisten Fallen war es notig, restliches Wasser aus den Dichlormethanextrakten zu
entfernen. Dazu wurde wasserfreies Magnesiumsulfat (Sigma, Steinheim, D) unter kréftigem
Rihren der Dichlormethan-Wasser-Emulsion zugegeben bis sich die Dichlormethan-Phase
vollstandig klarte. Die gefilterten Extrakte (Whatman No. 3) wurden dann im
Rotationsevaporator (Heidolph, D) bel einer Wasserbadtemperatur von 42 °C ohne Anlegen
eines Vakuums eingedampft und der Rickstand in 250 pl Ethylacetat (Merck, Darmstadt, D)

aufgenommen.

B.3.2 Bakterielle Reporter systeme zum Nachweis von N-Acyl-L -homoserinlactonen

B.3.2.1 Chromobacterium violaceum CV026 (M cClean et al., 1997)

In C. violaceum wird die Produktion von Violacein, einem nicht-wasserl6slichen, violetten
Pigment, das antimikrobielle Eigenschaften besitzt, in Abhanigkeit von der Zelldichte
reguliert. Durch miniTn5 Transposonmutagenese wurde eine C. violaceum Doppel mutante
(CVv026) generiert, in der die AHL-Produktion unterbrochen wurde und die infolgedessen
keine Pigmentierung aufweist. Die beiden Transposoninsertionsstellen wurden einem
moglichen Repressorgen bzw. einem luxl homologen Gen, cvil, zugeschrieben. Durch
massenspektroskopische Untersuchungen von Zellkulturiiberstanden wurde bewiesen, dal3 der
C. violaceum Wildtypstamm HHL als einziges AHL-Molekil produziert. Bei der
Verwendung des Stammes CV 026 zur Identifikation von AHL-Molekilen wurde gezeigt, dal3
Homoserinlactone mit einer Seitenkette von mehr als acht C-Atomen, auch bei hoheren
Konzentrationen, keine Violaceinproduktion in dem Reporter stimulieren konnten.
Gleichzeitig wurde jedoch festgestellt, da? AHL-Molekile mit einer Seitenkettenldnge von
C10, C12 und C14 in der Lage waren, die Pigmentierung des CV 026-Sensors zu inhibieren,
wenn diese vorher durch Zugabe von HHL oder OHHL in der entsprechenden Konzentration

stimuliert wurde.
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B. 3.2.2 Sensorplasmide pSB403 und pSB 1075 (Winson et al., 1998)

Die bakterielle Luziferase wird aufgrund ihrer nicht-invasiven und nicht-destruktiven
Eigenschaften haufig als Reportersystem fir Genexpressionsstudien verwendet. Sie besteht
aus zwei ungleichen Untereinheiten a und 3, die von den Genen |uxA und luxB kodiert
werden. Die Gene [uxC, luxD und [uxE kodieren fur Proteine, welche Tetradekansauren aus
dem Fettsaurebiosyntheseweg abzweigen und in langkettige Aldehyde umwandeln, die bei der
Lumineszenzreaktion als Substrat dienen (Meighen et al., 1994). Die Luziferase oxidiert diese
Substrate zusammen mit FMNH; in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und es entsteht
dabel ein angeregtes, instabiles Zwischenprodukt (4a-Hydroxyflavin), das seine
Anregungsenergie durch die Emission von Photonen abbaut (Wilson et al., 1998).

Zur Herstellung der beiden AHL-Reportersysteme wurden die Gene |uxCDABE von
Photorhabdus luminescens im Falle von pSB403 mit dem luxR Gen von P. fischeri und im
Fale von pSB1075 mit dem lasR Gen von P. aeruginosa verknlpft. Beide Genfusionen
stehen dabei unter der Kontrolle der entsprechenden Promotoren Py, bzw. Piag.

B.3.2.3 Sensorplasmid pJBA89 (Andersen et al., 2000)

Bel dem Plasmid pJBA89 handelt es sich um ein Derivat des Sensorplasmids pSB403, das mit
dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) aus Aequorea victoria als Indikator kombiniert
wurde. Da die Aktivierung des lichtemittierenden GFP-Chromophors lediglich geringe
Mengen an molekularem Sauerstoff voraussetzt, kann GFP ohne zusétzliche Aequorea-
spezifische Cofaktoren in einem breiten Spektrum von pro- und eukaryontischen Organismen
exprimiert werden (Chalfie et al., 1994). Bel dem hier verwendeten GFP handelt es sich um
eine sogenannte ‘red-shifted” GFP-Variante (RS-GFP), die mit einem Absorptionsmaximum
von 500 nm und einem Emissionsmaximum von 511 nm ein etwa 20-fach stérkeres
Fluoreszenzsignal im Vergleich zum Wildtyp-GFP aufweist. Um fir Genexpressionsstudien
eine moglichst sensitive AHL-Nachweisempfindlichkeit zu gewdahrleisten, wurde bel der
Konstruktion des Sensors zudem eine spezi€elle, instabile RS-GFP-Modifikation gewahit, die
durch Veranderungen am C-Terminus des Proteins Bindungsstellen fur endogen vorhandene
Proteasen aufweist. Dies fuhrt in E. coli zu einer Verringerung der Halbwertszeit des GFP-
Proteins von urspringlich mehr als 24 h auf ungefahr 45 min (Andersen et al., 1998).
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Zur Kopplung der gfp-Expression an die Konzentration von AHL-Molekilen wurde ein
Fragment aus pSB403, das luxR unter der Kontrolle des luxl Promotors und die angrenzenden

Trand ationsstartstelle enthélt, mit den oben beschriebenen gfp-Genen fusioniert.

B.3.2.4 Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372) (Zhu et al., 1998)

Bel A. tumefaciens vermitteln die Luxl/LuxR homologen Proteine Tral und TraR die
zelldichteabhdngige Expresson des Ti-Plasmid-kodierten tra-Regulons. In  dieser
Regulationseinheit sind die fir einen konjugativen Transfer des Ti-Plamids nétigen Gene
zusammengefasst. Tral synthetisiert dabei das AHL-Molekil OOHL, wéahrend TraR den
entsprechenden Transkriptionsaktivator darstellt. Da gezeigt wurde, dal3 in einem A.
tumefaciens Stamm, der TraR in Mengen produziert, wie sie im Wildtyp vorkommen,
lediglich OOHL aktivierend wirkt, wurde bei der Entwicklung des Agrobacterium-Sensors
das Konstrukt pCF218 verwendet. Bel diesem IncP-Plasmid wird TraR mit Hilfe eines
V ektorpromotors Uberexprimiert, was zu einer starken Zunahme an Regulatormolektilen fuhrt.
Durch die erhohte TraR-Konzentration kommt es auch in Gegenwart der anderen AHL-
Molekile, die eine geringere Affinitét zu TraR zeigen, zur Bildung von aktiven Tral/TraR-
Komplexen (Fuqua et al., 1994). Um die Produktion der AHL-Molekule sichtbar machen zu
koénnen, wurden auf dem Plasmid pCF372 die Gene, die den tral-Promotor kodieren, mit den
Genen fur die [-Gaaktosidase fusioniert. Liegen AHL-Molekile in ausreichender
Konzentration vor, so kommt es zur Expression des funktionsféhigen Enzyms und zur
Umsetzung des Substrates X-Ga (5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-B-D-Galaktosid) zu einem
blauen Farbstoff. Als Wirtsstamm fiir die beiden Plasmide pCF218 und pCF372 wurde der Ti-
plasmidlose, mehrfachresistente A. tumefaciens Stamm A 136 verwendet (Fuqua et al., 1996).

B.3.3 Detektion von AHL -M olekiilen mit Sensorbakterien

B.3.3.1 Identifizierung AHL -produzierender Bakterien mittels Kreuzstrich-Assay

Bei dieser Technik wurden Bakterienstdmme, die auf die Produktion der frei durch den Agar
diffundierenden AHL-Molekile hin untersucht werden sollten, auf einer LB-Agarplatte
senkrecht gegen einen der AHL-Reporterstamme ausgestrichen. Um ein  homogenes

Wachstum des Sensorstamms und damit eine moglichst gleichméllige Expression der
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Indikatorsubstanzen zu erreichen, wurde mit einer Impfose eine Kolonie von einer Agarplatte
abgenommen und diese in 0,5 ml physiologischer Kochsalzldsung resuspendiert. Die Spitze
einer sterilen 1 ml Glaspipette wurde mit der Suspension benetzt und die anhaftende
Flissigkeit auf einem ca. 1 cm breiten Streifen Uber die Mitte einer Agarplatte verteilt. Sobald
die Agarplatte vollstandig getrocknet war, konnten mit einer Impfése die zu testenden
Bakterienstdmme rechtwinklig zum Sensorstamm ausgestrichen werden. Um ene
gegenseitige Wachstumsbehinderung der Stamme auszuschlief3en, war darauf zu achten, dal3
die Teststamme zwar in unmittelbarer Nahe, aber ohne direkten Kontakt zum Sensorstamm
ausgestrichen wurden. Bel diesem Assay konnte unter Verwendung aler oben erwédhnter
Sensorsysteme auf die entsprechenden selektiven Antibiotika in den LB-Agarplatten

verzichtet werden, da die jeweiligen Plasmide ausreichend stabil waren.

B.3.3.2 Auswertung der Kreuzstrich-Assays

Die Auswertung der Kreuzausstriche erfolgte je nach verwendetem Reportersystem auf

unterschiedliche Weise:

- Chromobacterium violaceum CV 026
Nach Inkubation der Agarplatten bei 30 °C fur maxima 48 h konnten AHL-produzierende
Stdmme anhand der charakteristischen violetten Pigmentierung des Sensorstammes

nachgewiesen werden.

- Sensor plasmide pSB403 und pSB1075
Die Agarplatten wurden bei 30 °C inkubiert und nach 24 h und 48 h ausgewertet. Zur
Biolumineszenzdetektion wurde eine ultrasensitive Photonenkamera verwendet (siehe 'B.5

Detektion von Biolumineszenzsignalen’).

- Sensorplasmid pJBA89

Kreuzausstriche, die mit dem auf dem griin fluoreszierenden Protein basierenden Reporter
angefertigt wurden, zeigten nach ca. 24 h Inkubation bel 30 °C eine optimale Konzentration
an Markerprotein. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte wie unter "B.6 Detektion von

Fluoreszenzsignalen™ beschrieben.
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B.3.3.3 Detektion von AHL-Molekilen mittels Dinnschicht-Chromatographie

B. 3.3.3.1 Prinzip der Diinnschicht-Chromatographie (DC)

Die Dinnschicht- oder Planarchromatographie stellt ein chromatographisches Verfahren dar,
bei dem ein Sorptionsmittel as stationdre Phase, ein Losungsmittel oder auch
Losungsmittelgemische (héufig auch Laufmittel genannt) als mobile Phase und die
Probenmolekiile beteiligt sind. Die stationdre Phase befindet sich bei der beschriebenen
Adsorptionschromatographie als dinne Schicht auf einem geeigneten Trager, wie z.B. Glas.
An dieser Schicht erfolgt die Trennung durch Elution der Probe mit dem Laufmittel (nach
Rompp, 1990). Fir eine verbesserte Auftrennung hydrophober Substanzen wird die
sogenannte Umkehrphasen-Chromatographie verwendet, da hier unpolare Substanzen stéarker
zuriickgehalten werden. Bei dieser Modifikation kommt folglich im Gegensatz zur tblichen
Adsorptionschromatographie eine unpolare stationére Phase zum Einsatz. Die mobile Phase
ist dagegen polar. Zur Detektion der extrahierten N-Acyl-L-homoserinlacton-Proben wurden
Umkehrphasen-Dinnschicht-Chromatographie-Platten (RP-18 Fosss, 20x20 cm, Merck,
Darmstadt, D) verwendet. Entlang einer Auftragslinie wurden 1,5 cm vom unteren und von
den beiden Seitenrdndern der DC-Platten entfernt im Abstand von ca. 2 cm zwischen 0,3 pl
und 30 ul der Ethylacetatldsungen aufgetropft und mit einem kalten Luftstrom getrocknet.
Die Auftrennung der unterschiedlichen AHL-Molekile fand bei Kammerséttigung statt. Die
Seitenwande der DC-Trogkammer wurden dazu mit Filterpapierstreifen (Whatman No. 1)
ausgekleidet und der Boden der DC-Kammer bis zu einer Hohe von maximal 1 cm mit der
Laufmittelmischung bestehend aus 60% Methanol und 40% H,Og4e bedeckt. Die
abgeschlossene Séttigung der Kammer mit Losungsmitteldampf konnte am Auftreten von
Kondensattropfen am Kammerdeckel erkannt werden. Die DC-Platten konnten jetzt in die
Kammer gestellt werden, wobel darauf zu achten war, dal3 die Auftragsiinie der Proben
deutlich Uber dem FlUssigkeitsspiegel lag. Die hier beschriebene DC-Platten-
Ldsungsmittelkombination benttigte ca. 4 h pro Lauf bis die Losungsmittelfront ca. 2 cm
vom oberen Rand der DC-Platten entfernt war. Die Platten wurden dann aus der Kammer
genommen, die exakte Hohe der Lésungsmittelfront markiert und anschlief3end mit kalter
Luft getrocknet. Zur Aufbewahrung konnten die beschickten DC-Platten in Frischhaltefolie
eingewickelt bei —20 °C gelagert werden. Da die chemisch modifizierte Schicht der
verwendeten DC-Platten eine fluoreszierende Substanz enthélt, konnte die erfolgreiche
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Auftrennung der UV-Licht absorbierenden AHL-Molekile mit Hilfe einer UV-Handlampe
(A=254 nm) Uberpruft werden.

B.3.3.3.2 Uberschichtung der DC-Platten

Zur Visualisierung der Position der unterschiedlichen AHL-Molekile auf der DC-Platte
wurde diese mit einer dinnen Agarschicht, die mit Sensorbakterien beimpft worden war,
Uberlagert.

Die DC-Platten wurden dazu in einen speziell angefertigten Plexiglasrahmen, der zuvor mit
Kunststoffolie ausgelegt worden war, eingesetzt und mit Hilfe einer nivellierbaren Unterlage
horizontal ausbalanciert. Alternativ konnte auch ein Rahmen aus Autoklavierband um die
DC-Platten geklebt werden. Anschlief3end wurden 10 ml der Sensorkultur dem 42 °C warmen
Softagar zugegeben und gemischt ohne dabei Luftblasen zu erzeugen. Es wurde dann gerade
soviel von dem flUssigen Agar Uber die DC-Platten verteilt, dal3 ein ca. 3 bis 5 mm dicker
Film die gesamte Plattenoberflache bedeckte. Beim Uberschichten war darauf zu achten, kein
Kieselgel von der Plattenoberflache abzul6sen. Das Ausgief3en des Agars erfolgte daher stets
vom Rand der DC-Platte her aus mdglichst geringer Hohe. Kleinere Luftblasen konnten durch
kurzes Abflammen mit der Bunsenbrennerflamme entfernt werden. Nach ca. 10 min, sobald
sich der Agar verfestigt hatte, wurden die DC-Platten aus dem Rahmen genommen und in
einem luftdichten Gefal3, das mit befeuchtetem Kichenpapier ausgelegt worden war, bei
30 °C inkubiert.

B.3.3.4 Auswertung der Uberschichteten DC-Platten

Die Lokalisierung der AHL-Molekile auf den Uberschichteten DC-Platten erfolgte je nach

verwendetem Sensorsystem auf unterschiedliche Weise:

- Chromobacterium violaceum CV 026

“Forward Assay’

Nachdem die Uberlagerten DC-Platten fur maximal 48 h bei 30 °C inkubiert wurden, konnten
die aufgetrennten AHL-Molekile anhand violetter Pigmentflecken identifiziert werden.
Sobald die Indikatorsubstanz ausreichend ausgepragt war, wurden die Uberschichteten DC-
Platten im Abzug getrocknet und in Plastikfolie verschweilit.
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"Reverse Assay”
Bel dieser Methode wird die Fahigkeit langkettiger AHL-Molekile, die Pigmentierung des

Sensorstamms zu inhibieren, ausgenutzt, um Molekile mit einer Seitenkettenlange zwischen
C8 und C12 nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurde dem Softagar OHHL in einer
Endkonzentration von 1 uM zugegeben, so dal} die langkettigen AHL-Molekule als helle
Flecken auf violettem Hintergrund detektiert werden konnten. Die tiberschichteten DC-Platten
wurden fir ca. 24 h inkubiert und die Auswertung erfolgte, sobald sich die Violettfarbung
ausreichend ausgepragt hat. Es war darauf zu achten, eine zu lange Inkubation zu vermeiden,
da schwache Signale bel léangerer Bebritung allméhlich an Intensitét verlieren.

- Sensor plasmide pSB403 und pSB1075

Die lux-Plasmide zeigten nach ca. 12 h Inkubation bel 30 °C die intensivste Lichtemission.
Bel langerer Kultivierung wurden die Signale zunehmend diffuser und somit schwerer
unterscheidbar. Zur Dokumentation der biolumineszenten Flecken wurden die DC-Platten
luftblasenfrei in Kichenfolie eingewickelt und ein Rontgenfilm (X-Ray-90, AGFA-Gevaert,
Munchen, D) fur ca. 10 min aufgelegt. Die belichteten Rontgenfilme wurden dann gemal? der
Herstellerangaben der verwendeten Chemikalien (Adefo-Chemie, Nurnberg, D) entwickelt

und fixiert.

- Sensor plasmid pJBA89
DC-Platten, die mit dem GFP-Reporter Uberschichtet wurden, zeigten nach ca. 24 h
Inkubation bei 30 °C eine optimale Konzentration an Markerprotein. Die Detektion erfolgte

mit dem unter "B.6 Detektion von Fluoreszenzsignalen™ beschriebenen Kamerasystem.

- Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372)

Be Verwendung des Agrobacterium-Sensors wurden die Uberschichteten DC-Platten
mindestens 16 h inkubiert. In der Regel fihrte eine léangere Bebritung bis zu 48 h zu einer
leichten Signalverstérkung. Zur Detektion der AHL-Molekile wurde dem Softagar X-Gal (5-
Chlor-4-Brom-3-indolyl-B-D-Galaktosid) in einer Konzentration von 60 pg/ml zugegeben, so
da} die aufgetrennten AHL-Molekile anhand der [3-Galaktosidaseaktividat des Sensors als

hellblaue Spots identifiziert werden konnten.
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B.3.3.5 Ermittlung der R-Werte

Fir eine vorlaufige ldentifizierung der detektierten AHL-Molekile wurde der Ry -Wert
(retention factor™) der entsprechenden Signale auf der DC-Platte ermittelt. Der Ry -Wert ist
definiert als das Verhdltnis der Wanderungsgeschwindigkeit v einer Substanz i zur
Wanderungsgeschwindigkeit des Elutionsmittels vy bzw. das ihrer Laufstrecke z zur
Laufstrecke des Elutionsmittels (= Abstand Start - Laufmittelfront) (nach Rémpp, 1990). Da
selbst unter konstanten Bedingungen bei der konventionellen Dinnschicht-Chromatographie
die Rs -Werte leicht schwanken kdnnen, wurden diese unkontrollierbaren Einflusse durch das
Mitlaufenlassen von synthetischen Referenz-AHL-Molekilen mit bekanntem R-Wert
ermittelt.

B.3.3.6 Nachweisvon AHL-Molekulen mittels Mikrotiter platten-Assay

Zum schnellen Nachweis von AHL-Molekilen in  Uberstdnden von stationdren
Bakterienkulturen wurden die E. coli lux-Sensoren in LB-Medium bei 30 °C mit den
entsprechenden Antibiotika bis zu einer ODggonm VONn 0,4 kultiviert und je 100 pl dieser
Bakteriensuspension in jede Kavitét einer Mikrotiterplatte (Nunc, Roskilde, DK) vorgelegt. In
die erste Kavitét einer Reithe wurden dann 100 pl der zu untersuchenden Flissigkeit pipettiert,
grundlich gemischt und 100 pl davon in die jeweils néchste Kavitét weitergegeben und auf
diese Weise die Probe zunehmend verdinnt. Zur Detektion der induzierten Biolumineszenz
wurde die unter "B.5 Detektion von Biolumineszenzsignalen' beschriebene Photonenkamera
verwendet. Durch den Vergleich der Lichtintensitdten von Proben mit synthetischen AHL-

Molekilen bekannter Konzentration war zusétzlich eine quantitative Einschétzung moglich.

B.4 Extraktion von Bakterien aus Wurzematerial

Die praparierten Wurzeln wurden in PBS-Puffer gewaschen, gewogen und in kleine Stiicke
geschnitten. Die Wurzelteile wurden dann in 0,1 % Na-Cholatpuffer aufgeschlammt, wobei
50 ml pro g Wurzefrischgewicht verwendet wurden. Die Wurzelsuspension wurde
anschlief3end in Stomacher-Tltchen gegeben und bei maximaler Geschwindigkeit zweimal fir
je 2 min behandelt. Nach dieser Prozedur wurde die Suspension in kleine Erlenmeyerkolben
umgeflllt und pro 10 ml Volumen des Wurzelextrakts 0,25 g Polyethylenglycol (PEG) und
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0,2 g Chelating Resin (Chelex 100) zugegeben und fur eine Stunde bei 4 °C gerthrt. Der
Bakterienextrakt wurde anschlief3end zuerst durch Gaze (40 pum) und dann mit Einmalfiltern
(5 pum) gefiltert. Zur Verbesserung der Extraktionseffizienz wurden die von dem Gazegewebe
zurtickgehaltenen Wurzelteile erneut in Na-Cholat-L 6sung resuspendiert, mit dem Stomacher
behandelt, mit PEG versetzt (eine erneute Zugabe von Chelex 100 ist nicht nétig!), bei 4 °C
gerihrt und schliefdlich wieder wie oben beschrieben gefiltert. Die geschilderten
Versuchsschritte  wurden  dreimal  wiederholt und die jeweils erhaltenen

Bakteriensuspensionen auf Eis zwischengelagert und vereinigt.

B.5 Detektion von Biolumineszenzsignalen

Zur Biolumineszenzdetektion wurde eine ultrasensitive Photonenkamera verwendet. Dieses
zweitellige Detektionssystem besteht aus einem Photomultiplier und der CCD-Kamera
C2400-40 (Hamamatsu, Herrsching, D). Im Photomultiplier erfolgt die Erfassung einzelner
Photonen an einer Photokathode, deren Signale nach Vervielfaltigung tber eine Anode zur
CCD-Kamera weitergeleitet werden. Uber diese Kamera ist es moglich, mit Hilfe des
Bildverarbeitungsprogramms ARGUS20/HPD-CP (Version 5.1) Aufnahmen in digitalisierter
Form zu erhalten. Das Kamerasystem wurde auf eine lichtdichte "‘Darkbox™ (Unitl, DK)

montiert, um stérendes Licht aus der Umgebung auszuschlief3en.

B.6 Detektion von Fluoreszenzsignalen

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit dem unter "B.5 Detektion von Biolumineszenz®
beschriebenen CCD-Kamerasystem C2400-40, wobei eine Halogenlampe (Intralux 5000-1,
Volpi AG, Schlieren, CH) mit dem Blau-Anregungsfilter HQ 480/40 (F44-001 fur RS-GFP,
AF Analysentechnik, Tubingen, D) als Lichtquelle diente. Die Kamera wurde zur Detektion
des GFP-Signals mit einem Pentax CCTV Objektiv und dem Sperrfilter HQ 535/50 (F44-001
fur RS-GFP, AF Analysentechnik, Tlbingen, D) ausgestattet.
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B.7 Epifluor eszenzmikroskopie

Zur mikroskopischen Detektion von fluoreszierenden Einzelzellen wurden 5 ul
Bakteriensuspension auf einen Objekttrager aufgetropft und das Phasenkontrast- bzw.
Epifluoreszenzbild mit einem Epifluoreszenzmikroskop Axioplan (Zeiss, Oberkochen, D)
untersucht. Es wurden Plan-Neofluar Objektive mit 10-, 40-, 63- und 100-facher
VergroRerung und folgende Filterkombinationen mit den entsprechenden Kenndaten

verwendet:

Filtersatz | Anregungsfilter [nm] | Strahlenteiler [nm] | Sperrfilter [nm] | Verwendung
o1 BP 365/12 395 LP 397 DAPI

09t BP 470/40 510 LP 520 GFP

15 BP 546/12 580 LP 590 Cy3
F41-007° |HQ 545/30 Q565LP HQ 610/75 CY3
F41-012° |HQ 480/40 Q505LP HQ510LP RS-GFP
F41-020° | HQ 480/20 Q495LP HQ 510/20 RS-GFP
F41-014° |HQ 450/50 Q480LP HQ 510/50 WT-GFP

176 ss, Oberkochen, D

2 AH F-Analysentechnik, Tubingen, D

B.8 Synthetische AHL-Molekile

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten synthetischen AHL-Molekile wurden
Uberwiegend von der Arbeitsgruppe Williams (University of Nottingham, UK) nach der von
Chhabra et al. (1993) beschriebenen Methode hergestellt. AufRerdem wurden die AHL-
Molekile mittels semiprdparativer HPLC aufgereinigt und ihre Struktur durch
Massenspektroskopie und NMR-Spektroskopie bestétigt. Einige der Pheromonanaloga
konnen seit kurzem Uber die Firma Fluka Chemie AG (Buchs, CH) bezogen werden: N-
Butyryl-DL-homoserinlacton, N-Hexanoyl-DL-homoserinlacton, N-Heptanoyl-DL-
homoserinlacton, N-Octanoyl-DL-homoserinlacton, N-Tetradecanoyl-DL-homoserinlacton

und N-Butyryl-DL-homocysteinthiolacton.
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B.9 Molekulargenetische M ethoden

B.9.1 Isolierung und Reinigung hochmolekularer DNS (Wisotzkey et al,. 1990),

modifiziert

Verwendete Ldsungen

Alle wassrigen Losungen wurden mit Wasser aus einer Milli-Q-Plus-Anlage (Millipore,
Bradford, Mass.,, USA) hergestellt. Enzymldsungen wurden stets frisch zubereitet. Weitere
Ldsungen wurden, soweit nicht anders angegeben, vor ihrer Verwendung autoklaviert.

Saline-EDTA-Puffer 0,15M NaCl
0,01 M EDTA
pH 8,0
Natriumacetat-L sung 5 M Natriumacetat
SDS-L 6sung 25% (w/v) Natriumdodecylsulfat
nicht autoklaviert
Chissom Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v)
L ysozym-L 6sung 10 mg/ml Huhnerei-Lysozym in 10 mM Tris/HCI
pH 8,5
Proteinase K-L 6sung 20 mg/ml Proteinase K
RNase A-L 6sung 100 mg/ml
TrissHCL-LOsung 10 mM TrigHCI
pH 8,5

Zellernte und Lyse der Zellen

2 bis 10 ml UN-Kultur wurden zur Zellernte fur 10 min bei 12000 x g zentrifugiert und das
sedimentierte Pellet in 500 pl Saline-EDTA-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden dann mit
20 pl Lysozym-Lsg. und 2 pl Proteinase K-Lsg. behandelt, bei 37 °C fir 45 min inkubiert und
anschliefend durch die Zugabe von 40 pl SDS-Lsg. lysiert. Eine deutliche Lyse der
Bakteriensuspension war nach mindestens 10 min Inkubation bei 60 °C feststellbar.

Reinigung der DNS

Zur Entfernung stérender Verunreinigungen wurden dem Ansatz 180 pl 5 M Natriumacetat-
Lsg. und 740 pl Chisom zugegeben und kréftig gemischt. Nach Zentrifugation fir 15 min bei
12000 x g wurde die obere, wassrige Phase in ein neues ERG Uberfuhrt und mit dem
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doppelten Volumen an eiskaltem Ethanol (absolut) versetzt. Zum Falen der DNS wurde der
Ansatz fur mindestens 15 min bel -20 °C gekihlt. Die ausgefallene DNS konnte dann durch
Zentrifugation fur 15 min bei 12000 x g abgetrennt werden. Der Uberstand wurde
anschlief3end verworfen und das Pellet mit 500 ul eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Die
sedimentierte DNS wurde bel Raumtemperatur getrocknet und schliefdlich in 100 pl 10 mM
Tris’/HCI (pH 8,5) gel6st.

Um RNS aus dem Praparat zu entfernen, wurde 1 pul RNase zugegeben und 45 min bel 37°C
inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit 100 pl Chloroform/Phenol ausgeschittelt und 15 min
bei 12000 x g bis zur deutlichen Phasentrennung zentrifugiert. Die obere Phase konnte nun
abgehoben und mit 1/9 Volumen Natriumacetat-Lsg. und 2,5 Volumen Ethanol (absolut)
versetzt werden.

Die DNS wurde erneut fur mindestens 10 min bei -20 °C gefdllt, abzentrifugiert und mit 500
ul kaltem Ethanol (70%) gewaschen. Die getrockneten DNS-Pellets konnten abschlief3end in
100 pl 10 mM Tris/HCI (pH 8,5) aufgenommen werden.

B.9.2 Analyse von Nukleinsauren

B.9.2.1 Qualitative Analyse von Nukleinsauren durch horizontale Agarosegel-

elektrophorese

Die Wanderungsgeschwindigkeit linearer DNS-Fragmente im elektrischen Feld verhédlt sichin
einer Agarose-Gelmatrix umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres
Molekulargewichts. Aufgrund dieser Eigenschaft ist es moglich, die Grofse von linearisierten
DNS-Fragmenten in Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen anhand der R;-Werte von

Fragmenten bekannter Grol3e zu bestimmen.

Verwendete L dsungen
50x TAE-Puffer 2M Tris-HCI
1M Eisessig
0.1 M EDTA
ad 1000 Ml HyOgeq.
pH 8,8
Auftragspuffer 25% (w/v) Ficoll

0.5% (w/v) Bromphenolblau
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0.5% (w/v) Xylencyanol
50 mM EDTA

Analytische Agarosegel el ektrophorese

Die Durchfihrung einer Elektrophorese fir analytische Zwecke erfolgte in einer
Gelelektrophoreseapparatur Typ H3 (Gibco BRL, Eggenstein, D). Eine durch Aufkochen
geloste 0.8 bis 2.0 % (w/v) Agaroseldsung (Gibco BRL, Eggenstein, D) in 1x TAE-Puffer
wurde in enen mit Kunststoffklebeband abgedichteten Geltrager mit eingesetzten
Probekédmmen gegossen. Nach Erstarren der Agaroseldsung wurde das Gel in die mit 1x
TAE-Puffer geflllte Gelelektrophoreseapparatur gelegt und vollsténdig mit Puffer bedeckt.
Anschliel3end wurden die Probekamme vorsichtig gezogen. Die zu analysierende DNS-
Ldsung wurde mit 1/9 Volumen Auftragspuffer versetzt, in die Geltaschen gefllt und bel 80
bis 100 Volt elektrophoretisch aufgetrennt.

Anhand der Farbmarker im Auftragspuffer konnte der Gellauf mitverfolgt und bel Bedarf
beendet werden. In einem 0.8 % Agarosegel verhdt sich Bromphenolblau wie ein DNS

Fragment von 300 bp Grof3e, Xylencyanol hingegen wie ein 4000 bp grof3es Fragment.

Gelfarbung und Dokumentation

Aufgrund der Eigenschaft von Ethidiumbromid, in Nukleinsauremolekiile zu interkalieren, ist
es mit Hilfe dieses Farbstoffs moglich, DNS-Fragmente nach Auftrennung in Agarosegelen
sichtbar zu machen. Zur Anférbung wurden Agarosegele 10 bis 20 min in ein
Ethidiumbromidbad (Endkonzentration 1 mg/l H,04) gelegt und anschlieffend 5 min in
H,04es entfarbt. Die Detektion der DNS-Banden erfolgte unter UV-Licht (A=302 nm) mit
Hilfe eines Transilluminators (Bachofer, Reutlingen, D) und die Dokumentation mit einem
Video-Dokumentationssystem (CS-1, Cybertech, Berlin, D).

B.9.2.2 Quantitative Analyse von Nukleinsduren mittels Spektralphotometrie

Da Nukleinséuren ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von A = 260 nm
aufweisen, ist eine DNS-Konzentrationsbestimmung in wassrigen Ldsungen mittels
Spektral photometrie moglich.

Dazu wurde die zu vermessende DNS-Probe in Quarzkivetten (d = 1 cm, Hellma, Muhlheim,

D) mit H,Opigeq. Verdinnt und die Absorption bei einer Wellenlange von A = 260 nm, sowie

fUr eine Reinheitskontrolle bei A = 230 nm und A = 280 nm, gegen H,Oyiqeq. 'S Referenz
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photometrisch bestimmt (Pharmacia LKB Ultrospec Plus Spectrophotometer, Freiburg, D). 1
ODogonm doppelstrangige DNS entspricht nach Cryer et al. (1975) einer Nukleinsdure-
konzentration von anndhernd 50 pg/ml. Die Bestimmung von Verunreinigungen mit
Proteinen oder Phenol erfolgte durch die Bildung der Quotienten ODogonm/ODogonm bzw.
OD 5600/ OD23gnm Und der Vergleich mit Referenzwerten bel Marmur (1961).

B.9.3 In vitro Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels Polymer ase-K ettenr eaktion
(Saiki et al.,1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein enzymatisches in vitro-Verfahren zur
spezifischen Vervielféltigung definierter DNS-Regionen. Die Spezifitd dieser Reaktion
beruht auf der Verwendung von zwei kurzen, einzelstrangigen Oligonukleotidprimern, die
spezifisch an komplementére Sequenzabschnitte der DNS-Matrize (template) binden
(Annealing). Eine thermostabile DNS-Polymerase verlangert unter den richtigen
Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs) die
Primer entlang der einzelstrangigen denaturierten DNS-Matrize (Elongation). Am Ende dieser
Reaktion liegen alle DNS-Molekile als Doppelstrénge vor. Fir eine Wiederholung der
Synthese mul3 deshalb die doppelstrangige DNS durch Hitze aufgeschmolzen werden
(Denaturierung), um eine erneute Primeranlagerung zu ermdglichen.

Eine zyklische Wiederholung dieser drei Einzelschritte (Denaturierung, Annealing,
Elongation) bewirkt eine exponentielle Vermehrung des von den Primerbindungsstellen
begrenzten DNS-Abschnitts. Auf diese Weise lassen sich spezifische PCR-Fragmente
generieren, die fur weitere molekulargenetische Arbeiten verwendet werden kénnen.

Bei dieser Arbeit wurde die TaKaRa Ex Taq Polymerase der Firma TaKaRa (Otsu, JP)
verwendet. Diese Polymerase aus Thermus aquaticus wurde speziell fur die Amplifikation
von besonders grofRen PCR-Produkten mit einer Lange von mehr as 4 kb entwickelt und
weist eine 3" - 5"-Exonukleaseaktivitat auf.
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PCR-Reakti onsansatz

Reaktionspuffer (10x) 5ul

dNTP-Mix (2,5 mM) 4l

Primer (50 pmol/pl) je0,5 pl

Template-DNS (1-100 ng) X Ml

ad Hzobida_ 50 |J.|

DNS-Polymerase (1 U) 0.2 ul

PCR-Standardprogramm

Startdenaturierung 3 min

35 Zyklen:  Denaturierung 30 sec
Annealing 20 sec
Elongation

Finale Elongation

B.9.4 PCR-Primer

94 °C
94 °C
X °C

45 sec + 1 sec/Zyklus 72 °C

4 min

72°C

Die verwendeten PCR-Primer wurden von der Fa. MWG-Biotech (Ebersberg, D)

synthetisiert, HPSF (High purified saltfree)-gereinigt und in lyophilisierter Form geliefert.

Nach

Losung

der Primer-

DNS in Hzobi dest.

K onzentrationsbestimmung nach folgender Formel:

Vm X OD26onm = C [umol / mi]
Vpxexd

Vm = Mef3volumen (1000 pl)

Vp = Probenvolumen (2 pl)

d = Schichtdicke (1 cm)

e

erfolgte

eine  photometrische

= Anzahl A x 15.0 + Anzahl C x 7.4 + Anzahl G x 13.5 +Anzahl T x 8.8

Die Annealing-Temperatur der Primer ist abhangig von der Lange und Zusammensetzung der
Oligonukleotidprimer. Mit der 2+4-Regel nach Suggs et al. (1981) konnte diese

naherungswei se bestimmt werden:
Tu[°Cl={2x(A+T)+4x(G+C)}

Primer Sequenz (5" - 3") Amplikon
616V AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 16S-rDNS
630R CAKAAAGGAGGTGATCC 16S-rDNS
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B.9.5 LI-COR -DNS-Sequenzanalyse nach dem "Cycle Sequencing -Protokoll

Die nicht-radioaktive DNS-Sequenzanalyse nach dem "Cycle Sequencing-Protokoll™ (Murray
et al., 1989) ist eine Kombination aus enzymatischer Kettenabbruchmethode nach Sanger et
al. (1977) und dem Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion mit einer thermostabilen DNS-
Polymerase. Beim "Cycle Sequencing’ kommt es durch Verwendung eines einzigen Primers
zur linearen Amplifikation des gewlnschten Produkts. Das Sequenzierprodukt besteht aus
unterschiedlich langen Kopien eines DNS-Stranges, wobei die Lange durch den Einbau von
zum Syntheseabbruch fluhrenden Didesoxynukleotiden bestimmt ist. Im Verlauf der
Amplifikationszyklen entstehen eine Vielzahl von DNS-Fragmenten, die aufgrund ihrer
unterschiedlichen Langen durch eine hochaufl6sende, denaturierende
Polyacrylamidgel el ektrophorese bis auf eine Base genau aufgetrennt werden kénnen.

In vorliegender Arbeit wurde zur Plasmid-DNS-Sequenzierung der vollautomatische
Sequenzanalysator LI1-COR 4200 (LI-COR Inc., Lincoln, USA) verwendet. Die Markierung
der Sequenzierprodukte erfolgte durch die Verwendung von Oligonukleotidprimern, welche
an ihren 5 -Enden Uber einen Succinimidester mit einem Infrarotfarbstoff IRD800 (MWG-

Biotech, Ebersberg, D) markiert waren und mit Hilfe eines Lasers detektiert werden konnten.

PCR-Standardreakti onsansatz

Die PCR-Reaktion wurde unter Verwendung von V-Boden Mikrotiterplatten (Biozym,
Oldendorf, D) in einem PTC-100 Thermocycler (MJ Research, Watertown, USA) mit
Mikrotiterplatteneinsatz und heizbarem Deckel durchgefuhrt. Alle benétigten PCR-
Reagenzien mit Ausnahme der infrarotmarkierten Oligonukleotidprimer und der Template-
DNS waren im "Thermo Sequenase cycle sequencing kit® (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chafont, UK) enthalten. Die Mikrotiterplaite wurde vor Reaktionsbeginn mit einer
hitzestabilen Folie (Microseal "A” Film, MJ Research, Watertown, USA) versiegelt. Nach
Ablauf des PCR-Programms wurden die Reaktionen sofort auf Eis gestellt und durch Zugabe
von 2,5 pl Auftragspuffer (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) abgestoppt.

Mastermix

QIAprep-Plasmid-DNS 2ul
H2Obidest. 17 ul
Primer (1,25 pmol) 5ul
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Reaktionsansatz
Nukleotidmix (Amersham) 2ul
Mastermix 6 ul

PCR-Standardprogramm

Startdenaturierung 2min 94°C
25 Zyklen:  Denaturierung 30 sec 94°C
Annealing 30 sec 60 °C
Elongation Imin 72°C
+ 0.5 sec/Zyklus
Finale Elongation 2min 72 °C

Sequenzierprimer

Primer | Sequenz (5" - 3) Amplikon
699RIII |GGGTTGACTGCTCGTT 16S-rDNS
609VIIl |AACAGGATTAGATACTCCC |16SrDNS

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

Fir die Herstellung eines hochaufldsenden Polyacrylamidgels (4.3%) wurden die Glasplatten
(66 cm Lange) grundlich mit HyOgeg, SDS (10%) und Ethanol,s gereinigt. Um die
Haftfahigkeit des Gels im Kammbereich zu erhéhen, wurde der obere Rand beider Glasplatten
silanisiert. Dazu wurden 165 pl Silanlésung (50 pl Silan in 10 ml Etahnol zs) und 5 pl 10 %
Essigsdure auf die Platten aufgetragen und mit Zellstoff verrieben. Nach 15 min Einwirkzeit
wurden die Platten mit Ethanol 4,5 abgerieben, mit einem Schallplattenreiniger entflust und in

die mitgelieferten Plattenhalterungen eingespannt.

10x TBE-Puffer

Tris-HCI 162 g
Borsaure 27,59
EDTA 9349
H>Opigest. ad 1000 ml
pH 8,3-8,7

(Lagerung bei 4 °C)

Gellésung

Harnstoff 219

HzObid&q. 32 ml

Long Ranger Gel Solution 4,3 ml (FMC Bioproducts, Rockland, USA)
DMSO 500 pl
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10x TBE-Puffer 5ml
APS (10%) 350 ul
TEMED 50 ul

Die Gell6sung wurde nach Zugabe von Ammoniumpersulfat (10 % APS) und TEMED ziigig
in eine saubere 100 ml Kunstoffspritze aufgezogen und durch einen Sterilfilter (0.22 pum
Porengrofi3e, Millipore, Eschborn, D) zwischen die Glasplatten gegossen. Nach Einsetzen des
Vorkamms wurde das Gel zum Auspolymerisieren mindestens 1 Stunde horizontal gelagert.
Das auspolymerisierte Gel wurde in das LI-COR-Sequenziergerét eingesetzt, mit 0.8x TBE-
Puffer beladen und der Vorlauf gestartet, um das Gel auf die vorgeschriebene Lauftemperatur
von 45 °C aufzuwarmen. Mit den Optionen Autogain und Autofocus des Softwarepakets
BaselmagelR Data collection V4.0 (LI-COR Inc., Lincoln, USA) konnten
Unregelméldigkeiten im Gel abgeglichen und die richtige Focusebene eingestellt werden.
Nach Beendigung des Vorlaufs wurde die Geltasche grundlich gespilt, um
Harnstoffablagerungen zu entfernen, und anschlief3end ein 48-Zahn-Haifischkamm eingesetzt.
Unmittelbar vor dem Auftragen wurden die Reaktionsansétze fir 5 min bei 94 °C denaturiert
und je 1,5 pl Probe in die Geltaschen gefillt. Der Gellauf erfolgte fur 12 Stunden nach
Angaben des Herstellers bei 2000 V, 20 mA und 40 W.

B.9.6 Detektion und Analyse von DNS-Sequenzen

Nach Beendigung des Gellaufs konnten die DNS-Sequenzen mit  der
Bildverarbeitungssoftware BaselmagelR Image Anaysis V4.0 (LI-COR Inc., Lincoln, USA)
gelesen und als Text-Dateien gespeichert werden. Da das automatische Leseprogramm jedoch
z.B. bei Auftreten von Bandenkompressionen fehlerhafte Ergebnisse liefert, mufdten die
erhaltenen DNS-Sequenzen manuell kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert werden. Die
Suche nach Homologien mit bekannten DNS-Abschnitten ermdglichten die frei zuganglichen
Datenbanken im Internet. In vorliegender Arbeit wurde Giberwiegend die vom National Center
for Biotechnology Information angebotene Suchmaschine "BLAST™ verwendet (Altschul et
al., 1997).
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C. Ergebnisse

C.1 Bestimmung de Spezifitdten und Sensitivitaten der verwendeten AHL-
Sensor systeme

Zum Nachweis von N-Acyl-L-homoserinlactonen (AHL) stehen momentan neben
verschiedenen chemischen Nachweisverfahren (Dunny und Winans, 1999) zahireiche
bakterielle Sensorsysteme zur Verfigung (Eberl, 1999). Diese Biosensoren reagieren auf die
Anwesenheit von AHL-Molekilen mit der Produktion einer leicht nachweisbaren
Indikatorsubstanz. Die dazu nétigen Reaktionen kénnen sowohl durch synthetisch hergestellte
Strukturanaloga als auch durch bakteriell produzierte AHL-Moleklle ausgel6st werden. Die
Empfindlichkeit dieser Sensorstdmme gegentiiber extern zugegebenen AHL-Molekilen basiert
darauf, dal3 sie einerseits kein intaktes AHL-Synthase Gen (luxl-Homolog) aufweisen,
andererseits jedoch einen AHL-bindenden Transkriptionsaktivator (LuxR-Homolog)
konstitutiv exprimieren, so dal3 bei einer ausreichenden Konzentration an AHL-Molekilen die
Aktivierung bestimmter Zielpromotoren erfolgt. Die Expression der Reportergene kann somit
ummittelbar an die Konzentration von AHL-Molekulen gekoppelt werden. Aus der Tatsache,
da’ bei Gram-negativen Bakterien AHL-Molekile vorkommen, die Unterschiede in der
chemischen Struktur der N-Acyl-Seitenkette aufweisen, ergeben sich erhebliche
Auswirkungen auf die Sensitivitét der einzelnen Sensorsysteme gegeniber den verschiedenen
AHL-Molekulen. Abhangig von den bel der Konstruktion der Sensorsysteme verwendeten
‘quorum sensing (QS)-Komponenten ergeben sich fir jeden Sensor charakteristische
Aktivierungsprofile fur die verschiedenen AHL-Molekile.

Eine einfache Methode zum sensitiven Nachweis der verschiedenen AHL-Derivate wurde von
Shaw et al. (1997) entwickelt. Dabel werden die AHL-Molekiile zunachst abhangig von ihrer
chemischen Struktur mittels Dunnschicht-Chromatographie (DC) aufgetrennt  und
anschlieRend durch Uberlagerung der DC-Platte mit einer Agarschicht, die mit AHL-
Sensorbakterien inokuliert wurde, nachgewiesen. Um die Nachweisgrenzen der einzelnen
AHL-Sensorsysteme abschétzen bzw. vergleichen zu kdnnen, wurden synthetisch hergestellte
AHL-Molekile mittels DC-Analyse untersucht. Dabei wurden die aufgetragenen Mengen so
bemessen, dald moglichst Signale mit vergleichbarer Intensitét erhalten werden sollten.
Ausgehend von der Groél3e der Spots der jeweiligen Signale konnte die minimal nachweisbare
Menge jeder AHL-Molekilvariante fur die einzelnen AHL-Biosensoren abgeschétzt werden.
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C.1.1 Die AHL -Sensor plasmide pSB403 und pSB1075

Zur Abschétzung der Sensitivitéat der lux-Sensorplasmide pSB403 und pSB1075 (Winson et
al., 1998) wurden die in Tabelle C.1 zusammengefassten AHL-Mengen verwendet und die
biolumineszenten Spots der Uberlagerten DC-Platten mit einem lichtempfindlichen
Rontgenfilm detektiert (Abbildung C.1). Da das Sensorplasmid pSB403 auf der lux
Kontrollregion von P. fischeri basiert, wies es erwartungsgemall die héchste Sensitivitét fir
OHHL und die beiden AHL-Molekile mit der @nlichsten Struktur, HHL und OHL, auf.
Vergleicht man die Mengen der aufgetragenen AHL-Molekile, so zeigt der Sensor pSB403
bei AHL-Molekllen mit gleicher Lénge der N-Acyl-Seitenkette stets eine hthere Sensitivitét
gegenuber Molekilen mit 3-Oxo Substituenten. Zudem belegen die Ergebnisse, dal3 mit
zunehmender Seitenkettenldnge (C8 bis C14) die Empfindlichkeit des Sensorsystems
abnimmt. BHL konnte mit dem Sensor pSB403 dagegen vergleichsweise schlecht detektiert
werden. LuxR scheint offensichtlich nur eine sehr geringe Affinitdt zu diesem kurzkettigen
AHL-Molekul zu besitzen.

In den Spuren, in denen OtDHL und dDHL aufgetragen wurde, sind neben den Signalen mit
den fur diese AHL-Molekiltypen charakteristischen Ri-Werten noch weitere Signale mit
erheblich hdheren Ri-Werten (> 0,25) zu erkennen (Abbildung C.1). Dabei handelt es sich um
Nebenprodukte, die bel der synthetischen Herstellung der AHL-Molekiile entstanden sind.

Tabelle C.1: Eingesetzte Mengen der synthetischen AHL-Molekiile in Kombination mit den Sensoren E. coli
MT102 (pSB403) und E. coli MT102 ( pSB1075).

AHL- Formel Eingesetzte Menge Ri-Wert
Mol ekl [Mol] (+/- 10%)
OHHL | CyoH1sNO, 40x 10" 0,68
ODHL | CyH2sNO, 26x10° 0,18
OdDHL | CygHzNO, 2,7x10° 0,07
OtDHL | CygHzNO, 1,3x10" 0,02
BHL | CgHiNOs 1,2x10" 0,77
HHL | CioH7NO; 35x10™ 0,47
OHL | C;,HxNO; 4,4%x107° 0,23
dDHL | CyHaoNO;5 1,1x 10" 0,02
tDHL | CygH3sNO; 8,0x 107 0,01
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OHHL ODHL OdDHL  OtDHL BHL HHL OHL dDHL tDHL

Abbildung C.1: Detektion ausgewahlter synthetischer AHL-Molekile nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung und Visualisierung mit dem Sensor E. coli MT102 (pSB403). Von den verschiedenen
AHL-Molekilen wurden die in Tabelle C.1 angegebenen Mengen, welche im Routineeinsatz
nachgewiesen werden konnten, eingesetzt.

Das Sensorplasmid pSB1075, bei dem die Expression der Reportergene durch das
P. aeruginosa las-QS-System kontrolliert wird, zeigte die hochste Empfindlichkeit fir
OdDHL, welches auch das vom las-System eingesetzte AHL-Molekil darstellt. Wie die Spots
in Abbildung C.2 zeigen, ist der Sensor pSB1075 jedoch nicht sensitiver fur dieses
langkettige AHL-Molekil als das Sensorplasmid pSB403. Die Profile bestdtigen jedoch eine
ausgesprochen hohe Selektivitét, so dal3 ausschliefdlich AHL-Molekile mit einer
Seitenkettenlange von C10 bis C14 mit diesem Sensor nachgewiesen werden konnten.
Kurzerkettige AHL-Molekile konnten dagegen in den Mengen, die von pSB403 noch

detektiert wurden, nicht nachgewiesen werden.
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OHHL  ODHL OdDHL  OtDHL BHL HHL OHL dDHL tDHL

Abbildung C.2: Detektion ausgewdhiter synthetischer AHL-Molekile nach dinnschichtchromatographischer
Auftrennung und Visualisierung mit dem Sensor E. coli MT102 (pSB1075). Von den verschiedenen
AHL-Molekilen wurden jeweils die gleichen Mengen, die auch zur Charakteriserung des
Sensorplasmids  pSB403  (Abbildung C.1) verwendet wurden, eingesetzt, um die
Nachweisempfindlichkeit beider Systeme miteinander vergleichen zu kdénnen. Die eingesetzten AHL-
Molekilmengen sind in Tabelle C.1 angegeben.

C.1.2 Der AHL-Sensor Chromobacterium violaceum CV026

Bel diesem Sensor handelt es sich um eine spezielle Mutante, bei der die AHL-Synthase, die
beim Wildtyp die Herstellung von HHL katalysiert und damit fur die Produktion des violetten
Pigments Violacein verantwortlich ist, ausgeschaltet wurde (McClean et al., 1997). Dieses
System weist folglich auch fur dieses AHL-Molekil die hochste Sensitivitdt auf (siehe
Tabelle C.2). Langkettige AHL-Molekile mit einer Seitenkettenldnge von mindestens 8
Kohlenstoffatomen konnen in einem sogenannten "Reverse Assay’, einer speziellen
Modifikation dieser Methode nachgewiesen werden. Dabei erfolgt die Detektion der
verschiedenen AHL-Molekile anhand der hellen Flecken in der violetten Agarschicht, die
durch die Inhibierung der Violaceinsynthese in C. violaceum CV026 bei gleichzeitiger
Anwesenheit von 1 uM OHHL verursacht wird (Abbildung C.3). Das AHL-Molekul OHL mit
einer C8-Seitenkette wurde sowohl im "Forward-", as auch im "Reverse Assay in den
gleichen Mengen auf die DC-Platten aufgetragen, um die Sensitivitéten beider Methoden fir
dieses Molekll unmittelbar miteinander vergleichen zu kénnen. Wie ein Vergleich der DC-
Analysen zeigt, konnte die eingesetzte OHL Menge ausschliefdlich im "Forward Assay
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nachgewiesen werden. Tabelle C.2 falét die auf die DC-Platte aufgetragenen AHL Mengen
zusammen.

Tabelle C.2: Detektierbare Mengen ausgewahlter synthetischer AHL-Molekile unter Verwendung des Sensors
C. violaceum CV026 im “Forward™ (*)- und "Reverse Assay” (°)

AHL- Formel Eingesetzte Menge | Ri-Wert
Mol ekl [Mol] (+/- 10%)
OHHL* CioH1sNO, 1,4x 10" 0,68
ODHL* CuHzNO, 4,0x10° 0,18
OdDHL* Ci6Ho/NO, 4,0x10° 0,07
OtDHL* CigHxuNO, 1,3x10" 0,02
BHL" CgH1sNO; 1,8x 107 0,77
HHL™ CioH17/NO; 1,0x 10 0,47
OHL™* C1HzNO; 44x10" 0,23
dDHL*? Ci1sH2oNO; 1,1x 10" 0,02
tDHL? CigH3sNO; 1,0x 10° 0,01

OHHL BHL HHL OHL ODHL OdDHL OtDHL OHL dDHL tDHL

Abbildung C.3: Detektion ausgewahlter synthetischer AHL Molekile nach dinnschichtchromatographischer
Auftrennung und Visualisierung mit dem Sensor C. violaceum CV026 im “Forward-" (links) und
"Reverse Assay’ (rechts). Von den verschiedenen AHL-Molekilen wurden die in Tabelle C.2
angegebenen Mengen, welche im Routineeinsatz nachgewiesen werden konnten, eingesetzt. Zur
Durchfiihrung des "Reverse Assay” wurde dem Weichagar OHHL in einer Endkonzentration von 1 uM
zugegeben.
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C.1.3 Der AHL-Sensor Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372)

Dieser Sensor basiert auf einem Agrobacterium tumefaciens Stamm, der neben dem
induzierend wirkenden OOHL-Pheromon noch weitere z.T. auch antagonistisch wirkende
AHL-Molekile mit unterschiedlichen chemischen Strukturen produziert. Durch die
Uberexpression von traR und der Kopplung des 3-Gal aktosidase Gens mit dem tral-Promotor
wurde ein Sensor konstruiert, der die hochste Sensitivitét fir OOHL aufweist, dartiberhinaus
aber auch weitere AHL-Moleklle sehr sensitiv detektiert (Zhu et al., 1998) (siehe Tabelle
C.3). Abbildung C.4 zeigt, dal3 auch bel dieser Analyse in den synthetisch hergestellten AHL-
Losungen von OdDHL, OtDHL, BHL und dDHL Signale detektiert wurden, die von
Nebenprodukten, die bei der Herstellung der AHL-Molekiile entstehen kdnnen, stammen.

Tabelle C.3: Detektierbare Mengen ausgewahlter synthetischer AHL-Molekile mit dem Sensor A. tumefaciens
A136 (pCF218) (pCF372).

AHL- Formel Eingesetzte Ri-Wert
Mol ekl Menge [Mol] (+/- 10%)
OHHL CioH1sNO, 40x10™ 0,68
ODHL CuH2NO, 56x10™ 0,18
OdDHL CisH2/NO, 1,7x 10” 0,07
OtDHL CisHaNO, 1,8x 10° 0,02
BHL CgH1sNOs 29x 10" 0,77
HHL CyoH17NO; 1,5x 10” 0,47
OHL CioHxNO; 2,6x10™ 0,23
dDHL C16H20NO; 7,1x10° 0,02
tDHL C1sH3sNO; 1,6 x 107 0,01
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OHHL ODHL OdDHL OtDHL BHL HHL OHL dDH tDHL

Abbildung C.4: Detektion ausgewahlter synthetischer AHL-Molekille nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung und Visualisierung mit dem Sensor A. tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372). Von den
verschiedenen AHL-Molekilen wurden die in Tabelle C.3 angegebenen Mengen, welche im
Routineeinsatz nachgewiesen werden konnten, eingesetzt. Als Substrat fir die 3-Galactosidase wurden
dem Weichagar 60 pg/ml X-Gal zugegeben.

C.1.4 Der AHL-Sensor E. coli IM 105 (pJBA89)

Das Sensorplasmid pJBA89 zeigt ein vergleichbares AHL-Detektionsprofil wie der Sensor
pSB403 (Abbildung C.1), da bei der Konstruktion beider Plasmide die lux Kontrollregion von
P. fischeri verwendet wurde. Im Gegensatz zu dem biolumineszenten Plasmid pSB403 wurde
bei dem Sensor pJBA89 das grin fluoreszierende Protein (GFP) als Reporter verwendet.
Diese Eigenschaft des Sensors pJBA89 erlaubte aufgrund der relativ hohen Sensitivitét
gegenuber zahlreichen AHL-Molekilen in Kombination mit Epifluoreszenzmikroskopie
erstmals den Nachweis von AHL-Molekilen auf Einzelzellebene (Eberl, 1999; Andersen et
al., 2000). Abbildung C.5 zeigt die GFP-bedingte Fluoreszenz des Sensors, der in LB-
Medium mit verschiedenen OHHL-Konzentrationen kultiviert wurde. Die Bilder bestétigen
eine deutliche Korrelation zwischen  zugegebener OHHL-Menge und der
Fluoreszenzintensitét des Sensors. Die Verwendung dieses Sensors in Kombination mit der
Dunnschicht-Chromatographie erwies sich alerdings in der praktischen Anwendung als
problematisch, da mit dem zur Verfiigung stehenden Beleuchtungssystem keine gleichméidige
Anregung der gesamten Agarflache realisiert werden konnte (Abbildung C.6). In der Folge
war die Detektion insbesondere schwécherer Signale und die Dokumentation mit dem
Kamerasystem routinemaldig nur schwer mdglich.
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Abbildung C.5: Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von E. coli IM105 (pJBA89) Uber-Nacht-Kulturen,
die in LB-Medium mit O, 10 bzw. 100 nM OHHL und 100 pg/ml Ampicillin zur Stabilisierung des
Sensorplasmids angezogen wurden. A, C, E: Phasenkontrastaufnahme; B, D, F: Fluoreszenzaufnahme
desselben Bildausschnittes unter Verwendung des Filtersatzes F41-012.

OHHL ODHL OdDHL OtDHL

Abbildung C.6: Detektion ausgewdhlter synthetischer AHL-Molekile nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung und Visualisierung mit dem Sensor E. coli IM105 (pJBA89). Von den verschiedenen
AHL-Molekilen wurden jeweils die gleichen Mengen, die auch zur Charakterisierung des
Sensorplasmids pSB403 verwendet wurden, eingesetzt, um die Nachweisempfindlichkeit beider
Systeme direkt vergleichen zu kdnnen. Die eingesetzten AHL-Molekilmengen sind in Tabelle C.1
angegeben.

42



C. Ergebnisse

C.2 Einflul3 der Kultivierungsbedingungen auf die Produktion von AHL-Molekilen am

Beispiel von P. aeruginosa

C.2.1 Der Einflul? der Kohlenstoffquelle auf die AHL -Produktion in P. aeruginosa

Bei Arbeiten zur Aufkldrung der AHL-Biosynthese in Vibrio harveyi wurde gezeigt, daB3 ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen Néahrstoffversorgung und Physiologie der
Bakterienzellen einerseits und der AHL-kontrollierten Lichtemission andererseits besteht.
Beispielsweise konnte durch die Zugabe bestimmter Fettsduren die zelleigene
Fettsdurebiosynthese gehemmt werden, wodurch die Produktion von AHL-Molekiilen
nachhaltig gestort war (Cao und Meighen, 1993).

Inwiefern sich verschiedene Nihrstoffbedingungen bei Pseudomonaden auf die Produktion
von AHL-Molekiilen auswirken, sollte durch die Verwendung unterschiedlicher
Kohlenstoffquellen im Kulturmedium untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde der
Stamm P. aeruginosa PAO in AB-Minimalmedium mit Glukose (0,2%), Caseinhydrolysat
(0,2 %) bzw. Citrat (15mM) angezogen und je ein Viertel der Kultur beim Ubergang von der
logarithmischen zur stationdren Phase bei einer ODgyonm von 0,8, 0,9, 1,0 bzw. nach
hundertstiindiger Kultivierung, also wihrend der stationdren Phase, entnommen und die
produzierten AHL-Molekiile extrahiert. Um die AHL-Profile der unterschiedlichen Proben
miteinander vergleichen zu konnen, wurden je 10 pl der AHL-Extrakte auf eine DC-Platte

aufgetragen und zur Detektion der AHL-Molekiile der Agrobacterium-Sensor eingesetzt.

Die Durchmesser der einzelnen Spots belegen, dal bei den in Glukose kultivierten
P. aeruginosa PAO Zellen wihrend des gesamten Experiments die hochste Produktion an
AHL-Molekiilen beobachtet werden konnte (Abbildung C.7). Die Versuche bestitigen zudem,
daB in Medien mit Glukose oder Caseinhydrolysat die hochste AHL-Konzentration bei einer
ODgoonm von 0,9 und 1,0 erhalten wurden. Die Signale auf der DC-Platte stimmen gut mit den
ReWerten von OHHL (0,68), OOHL (0,41), ODHL (0,18) und OdDHL (0,07) {iberein.
Interessanterweise zeigte der Uberstand der Glukosekultur, der wiihrend der stationiren Phase
geerntet wurde, eine dhnliche Konzentration an OHHL und OOHL wie sie auch bei den
beiden Proben wihrend der spétlogarithmischen Phase gefunden wurde. Im Gegensatz dazu
nahmen jedoch die Mengen der langerkettigen AHL-Molekiile ODHL und OdDHL stark ab.

Verglichen mit den in Glukose angezogenen Bakterienzellen produzierten die in
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Caseinhydrolysat kultivierten Zellen zwar die gleichen AHL-Molekiile, jedoch zu allen
Zeitpunkten in geringeren Mengen. Die zunehmenden Signalintensititen zeigen, wie die
Konzentration an AHL-Molekiilen in den Extrakten wihrend der logarithmischen
Wachstumsphase mit zunehmender Zelldichte der Kultur ansteigt. In dem wihrend der
stationdren Phase geernteten Kulturiiberstand konnten dagegen lediglich noch Spuren der
AHL-Molekiile nachgewiesen werden. Im Unterschied zu der Situation bei Glukose nahmen
hier auch die Mengen der kiirzerkettigen AHL-Molekiile HHL und OHHL ab. P. aeruginosa
PAO Zellen, die in Medium mit Citrat als Kohlenstoffquelle angezogen wurden, zeigen bei
einer ODgponm von 0,8 und 0,9 dhnliche AHL-Profile wie sie bei Caseinhydrolysat zu den
entsprechenden Zeitpunkten ermittelt wurden. Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei
Glukose und Caseinhydrolysat konnten jedoch bereits bei einer ODgponm von 1,0 keine AHL-

Molekiile mehr in den AHL-Extrakten der Citrat-Kulturen nachgewiesen werden.

Bei der Suche nach einer Erkldrung fiir dieses Phdnomen wurden auch die pH-Werte der
abzentrifugierten Kulturiiberstinde verglichen. Dabei wurde festgestellt, dal sich der pH-
Wert der Uberstinde im Laufe der Kultivierung bei den untersuchten Nihrmedien
unterschiedlich entwickelte. Wéhrend bei den mit Glukose und Caseinhydrolysat
supplementierten Medien lediglich ein geringer Anstieg des pH-Wertes vom Ausgangswert
6,4 um maximal 0,3 beobachtet werden konnte, wurde beim Citrat-Medium bei einer ODggonm
von 1,0 bereits eine Zunahme des pH-Wertes um 1,2 und bis zum Ende der Kultivierung um

mehr als 1,5 gemessen.
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Glukose Caseinhydrolysat Citrat

0,8 0,9 1,0 100 h 0,8 09 10 100h 08 09 10 100h

Abbildung C.7: Diinnschichtchromatographische Auftrennung und Nachweis von AHL-Molekiilen, die von
P. aeruginasa PAO bei Anzucht in Kulturmedium mit Glukose, Caseinhydrolysat bzw. Citrat zu
unterschiedlichen Wachstumsphasen (ODgppnm: 0,8, 0,9, 1,0 bzw. nach 100 h Kultivierung) produziert
wurden. Zur Detektion der AHL-Molekiile wurde der Agrobacterium-Sensor verwendet. Als Substrat
fiir die p—Galactosidase wurde dem Weichagar 60 pg/ml X-Gal zugegeben.

C.2.2 Der Einflul? des pH-Wertes auf die AHL-Produktion in P. aeruginosa

Um den im vorangegangenen Experiment beobachteten Einflu des pH-Wertes auf die
Stabilitdit der AHL-Molekiile ndher zu untersuchen, wurden zundchst Versuche mit
synthetisch hergestelltem OHHL durchgefiihrt. Dieses Molekiil stand zum einen fiir die
praktischen Arbeiten in ausreichender Menge zur Verfligung und zum anderen weisen die
beiden leistungsfahigsten Biosensoren, namlich E. coli MT102 (pSB403) und A. tumefaciens
A136 (pCF218) (pCF372), die hochste Empfindlichkeit fiir dieses Molekiil auf, so daB
Konzentrationsdnderungen sehr sensitiv verfolgt werden konnen. In einem ersten Versuch
wurde ein Aliquot einer OHHL-L6sung in Natrium-Phosphat-Puffer (0,1 M) bei pH-Werten
zwischen 5,8 und 8,0 iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl von jedem
Ansatz in je eine Kavitdt einer Mikrotiterplatte vorgelegt, mit 100 ul E. coli MT102 (pSB403)
Sensor gemischt und dann wie unter 'B.3.3.7 Nachweis non AHL-Molekiilen mittels
Mikrotiterplatten-Assay’ beschrieben weiterverfahren. Um pH-abhingige
Lichtemissionsunterschiede des Sensors ausschlieBen zu koénnen, wurde in einem

Kontrollansatz die gleiche OHHL-Menge den verschieden Pufferlésungen zugegeben und
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anschlieBend ohne Inkubation mit dem Sensor gemischt. Wie in Abbildung C.8 zu sehen ist,
nimmt bei den {iber Nacht inkubierten Proben die Signalintensitit des Sensors mit steigendem
pH-Wert kontinuierlich ab. Ein Vergleich mit dem nicht inkubierten Kontrollversuch zeigt,
daB3 die gleiche Menge OHHL unabhéngig vom pH-Wert des Phosphatpuffers in allen sechs

Ansitzen die gleiche Lichtemission induziert.

58 6.4 6,8 72 76 80 58 6.4 6.8 72 76 8.0

mit Ubernachtinkubation ohne Ubernachtinkubation

Abbildung C.8: Lichtemissionsprofil eines Mikrotiterplatten-Assays unter Verwendung des Sensors E. coli
MT102 (pSB403). In den Kavitédten auf der linken Seite wurden je 100 ul Sensor mit 100 ul OHHL-
Losung, die iiber Nacht bei pH 5.8, 6.4, 6.8, 7.2, 7.6 bzw. 8.0 inkubiert wurden, gemischt. Die Kavititen
auf der rechten Seite wurden mit Mischungen derselben Zusammensetzung beschickt, jedoch wurden
hier die AHL-Molekiile nicht in den entsprechenden Natrium-Phosphat-Puffern {iber Nacht inkubiert.
Die Lichtemission des Sensors wurde nach vierstiindiger Inkubation mit dem CCD-Kamerasystem
C2400-40 dokumentiert.
In einem weiteren Versuch wurde ein Aliquot einer OHHL-L&sung in Natrium-Phosphat-
Puffer (0,1 M) mit den pH-Werten 6,0, 7,0 und 8,0 iiber Nacht inkubiert und anschlieend die
AHL-Molekiile extrahiert. Von jedem Extrakt wurden 10 pl fiir eine analytische Diinnschicht-
Chromatographie eingesetzt und der Sensor E. coli MT102 (pSB403) fiir die Detektion der
isolierten AHL-Molekiile verwendet. Die Signale an Positionen auf der DC-Platte, wie sie fiir
OHHL zu erwarten waren, nahmen in ihrer Intensitidt mit zunehmender Alkalitit deutlich ab.
Neben den detektierten OHHL-Signalen konnten keine weiteren Signale, die auf

Abbauprodukte mit AHL-Aktivitét schlieBen lassen, detektiert werden (Abbildung C.9).

46



C. Ergebnisse
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Abbildung C. 9: Diinnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von synthetischem OHHL, das
nach zwolfstiindiger Inkubation in Natrium-Phosphat-Puffern mit den pH-Werten 6.0, 7.0 bzw. 8.0
mittels Dichlormethanextraktion aufkonzentriert wurde. Von den als Duplikat hergestellten AHL-
Extrakten wurden je 10 ul eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem Sensor E. coli MT102 (pSB403).
In der ersten Spur wurden 85 pg OHHL als Referenz aufgetragen. Die weiteren Spuren zeigen AHL-
Extrakte, die bei pH 6.0, 7.0 und 8.0 inkubiert wurden.

Um zu untersuchen, ob der mit dem synthetischen AHL-Molekiil beobachtete pH-Effekt auch
auf die AHL-Produktion bei P. aeruginosa iibertragbar ist, wurde der Stamm P. aeruginosa
PAO in AB-Minimalmedium mit 0,2% Glukose bei pH-Werten zwischen 6,4 und 8,0
kultiviert, wobei die verschiedenen pH-Werte iiber die Phosphatpufferkomponente des AB-
Minimalmediums eingestellt wurden.

Die Kulturen wurden bis zu einer ODgponm von 1,0 inkubiert und anschlieBend die AHL-
Molekiile aus den zentrifugierten Kulturiiberstainden extrahiert. Die pH-Werte der einzelnen
Ansitze stiegen im Laufe der Kultivierung um maximal 0,3 an. Je 10 pl der Extrakte wurden
fir die DC-Analyse verwendet und die aufgetrennten AHL-Molekiile mit dem

Agraobacterium-Sensor detektiert.
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OHHL

HHL

OHL

6,4 6,8 7.2 7,6 8,0
pH-Wert

Abbildung C.10: Diinnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekiilen, die aus
P. aeruginosa PAO AB-Minimalmedium-Kulturen mit pH-Werten von 6,4 bis 8,0 isoliert wurden. Von
jedem AHL-Extrakt wurden 10 pl auf die DC-Platte aufgetragen und der Agrobacterium-Sensor zum
Nachweis der Homoserinlactone verwendet. In der ersten Spur wurden synthetisch hergestelltes OHL
(20 pg), HHL (0,3 pug) und OHHL (85 pg) als Referenz aufgetragen. Als Substrat fir die -
Galactosidase wurde dem Weichagar 60 pg/ml X-Gal zugegeben.

Die Untersuchung bestétigt einen Zusammenhang zwischen pH-Wert des Kulturmediums und
der Menge an AHL-Molekiilen in den Kulturiiberstinden. Wie Abbildung C.10 zeigt, nehmen
die unterschiedlichen AHL-Molekiiltypen mit zunehmendem pH-Wert deutlich ab, so da} in
dem Uberstand der Kultur, die bei pH 8,0 angezogen wurde, nur noch sehr geringe Mengen
nachgewiesen werden konnten. Auch bei dieser Testreihe konnten keinerlei Abbauprodukte
mit AHL-Aktivitit detektiert werden.

Um zu untersuchen, ob sich diese pH-Sensitivitit der AHL-Molekiile auch auf
Einzelzellebene beobachten 146t, wurde das auf dem las-System basierende AHL-
Sensorplasmid JB646 verwendet (Andersen et al., 2000). Dieses GFP-Sensorplasmid wurde
in P. aeruginosa PAO iiberfiihrt und dient als quantitativer Indikator fiir die von diesem
Bakterienstamm selbst produzierten AHL-Molekiile. Der Stamm wurde in AB-
Minimalmedium bei den pH-Werten 6,0, 7,0 und 8,0 bis zu einer ODgponm von 1,0 kultiviert,

und anhand der Fluoreszenzintensitit der einzelnen Bakterien konnte auf die intrazelluldre
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Konzentration der AHL-Molekiile geschlossen werden. Die epifluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen (Abbildung C.11) wurden bei einer Belichtungszeit von 10 Sekunden mit einer
CCD-Kamera (C5985) aufgenommen. Es zeigte sich, da3 die Zellen, die bei pH 6,0 und 7,0
angezogen wurden, eine sehr dhnliche Fluoreszenzintensitdt aufwiesen. Im Gegensatz dazu
zeigen die Bilder eine deutlich schwichere Fluoreszenz fiir die Zellen, die bei pH 8,0

kultiviert wurden.

-
C . .

Abbildung C.11: Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von P. aeruginosa JB646 (pJBA140) Uber-Nacht-
Kulturen, die in AB-Minimalmedium mit den pH-Werten 6,0 (A, B), 7,0 (C, D) bzw. 8,0 (E, F)
kultiviert wurden. Zur Stabilisierung des Sensorplamids wurde den Kulturen 20 mg/l Gentamycin

zugegeben. A, C, E: Fluoreszenzaufnahme unter Verwendung des Filtersatzes F41-012; B, D, F:
Phasenkontrast desselben Bildausschnittes.

C.2.3 Der Einflul? der Eisen-Konzentration auf die AHL-Produktion in P. aeruginosa

Es wurde von Cox et al. (1993) gezeigt, daB3 viele Virulenzfaktoren ihre maximale
Konzentration nur unter limitierten Eisenbedingungen im Néhrmedium erreichen. Beispiele
hierfiir sind neben den eisenbindenden Proteinen Pyochelin und Pyoverdin auch das Exotoxin
A und die Exoproteasen Elastase bzw. die alkalische Protease. Pyoverdin ist ein
wasserlosliches, gelb-griin fluoreszierendes Siderophor mit einer sehr hohen Affinitdt fiir

Eisen und dadurch fiir die chronische Infektion von Mukoviszidosepatienten von zentraler
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Bedeutung (Haas et al., 1991). Die Synthese dieser Substanz wird {iber die Konzentration an
Eisen im Ndhrmedium gesteuert, so dafl in einem eisenarmen Medium Pyoverdin in relativ
hohen Konzentrationen, in einem eisenreichen Medium dagegen nur in sehr geringen Mengen
synthetisiert wird. Abbildung C.12 zeigt Aufnahmen von P. aeruginosa PAO Kulturen, die in
AB-Minimalmedium angezogen wurden und denen dem verschiedene Fe’'-Mengen zur
Einstellung bestimmter Konzentrationen (0, 8, 32 und 128 uM) zugegeben wurden. Bei
Bestrahlung der Kulturen mit kurzwelligem Licht (A=380 nm) zeigten die Kulturen
unterschiedliche Fluoreszenzintensititen, welche die verschiedenen Konzentrationen an
produziertem Pyoverdin anzeigen. Da aus fritheren Untersuchungen bekannt ist, dafl die
Synthese von Pyoverdin dariiberhinaus auch durch ‘quorum sensing’ reguliert wird (Cox,
1993), wurden die AHL-Molekiile aus den Uberstéinden von P. aeruginosa PAO Kulturen
extrahiert, die in AB-Minimalmedium mit 0, 4, 8, 32 oder 128 uM Fe** kultiviert wurden. Die
Stdimme wurden bis zu einer ODggonm von 1,0 inkubiert und zur Detektion der verschiedenen
AHL-Molekiile der Agrobacterium-Sensorstamm verwendet. Es wurden je 10 ul der AHL-
Extrakte auf die DC-Platte aufgetragen. Das einheitliche Erscheinungsbild der fiinf AHL-
Profile belegt, daB in allen Ansitzen unabhingig von der zugegebenen Fe'* Menge sowohl
die Art als auch die Menge der AHL-Molekiile sehr dhnlich sind (Abbildung C.13). Zur
Bestimmung der Pyoverdinkonzentration in den Kulturen wurde die optische Dichte der
zellfreien Kulturiiberstande bei einer Wellenldnge von 380 nm gemessen. Dabei wurden fiir
die verschiedenen Fe’*-Konzentrationen folgende Werte erhalten: 1,0 (0 uM Fe*"), 0,7 (4 uM
Fe’™), 0,7 (8 uM Fe'™), 0,5 (32 uM Fe') und 0,3 (128uM Fe’"). Die ermittelten
Absorptionswerte bestitigen eine Abnahme der Pyoverdinkonzentration mit zunehmender
Menge an verfligbarem Eisen und korrelieren damit gut mit der oben beschriebenen

Fluoreszenz der Kulturen.

1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung C.12: Aufnahmen von P. aeruginosa PAO Kulturen, die in AB-Minimalmedium, dem 0 pM (1), 8
uM (2), 32 uM (3) bzw. 132 uM Fe’* (4) zugegeben wurde, bis zu einer ODggony von 1,0 angezogen
wurden. links: Tageslichtaufnahme, rechts: Detektion der Pyoverdinfluoreszenz bei einer Anregung der
Kulturen mit einer Wellenlange von 380 nm.
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Abbildung C.13: Diinnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekiilen, die aus
P. aeruginosa PAO AB-Minimalmedium-Kulturen, denen jeweils 0, 4, 8, 32 bzw. 128 uM Fe*
zugegeben worden war, isoliert wurden. Die AHL-Molekiile wurden aus den Kulturiiberstinden bei
einer ODggonn von 1,0 extrahiert und von jedem AHL-Extrakt wurden 10 pl auf die DC-Platte
aufgetragen. Zum Nachweis der AHL-Molekiile wurde der Agrobacterium-Sensor verwendet. Als
Substrat fiir die f—Galactosidase wurde dem Weichagar 60 pg/ml X-Gal zugegeben. In der ersten Spur
wurden synthetisch hergestelltes OHL (20 pg), HHL (0,3 pg) und OHHL (85 pg) als Referenz
aufgetragen.

C.2.4 De Einflul3 von EDTA auf die AHL-Produktion in P. aeruginosa

In fritheren Studien wurde gezeigt, da3 P. aeruginosa zur Auslosung einer akuten oder
chronischen Lungenentziindung nicht nur sehr gut in den Atemwegssekreten von
Mukoviszidosepatienten wichst, sondern daB3 diese Sekrete direkt in die Produktion von
Virulenzfaktoren eingreifen, indem sie die Expression bestimmter Gene steuern (Wang et al.,
1996). EDTA (Ethylendiamintetraacetat) ist in der Lage, mit Metallionen wie zum Beispiel
Eisen, Zink, Magnesium und Calcium stabile Chelat-Komplex zu bilden. EDTA weist somit
dhnliche FEigenschaften wie bestimmte Phospholipide ( z.B. Monopalmitoylphosphatidin-
sdure, MPPA), die in der Lunge vor allem dann in hohen Konzentrationen vorkommen, wenn
Lungengewebe im Laufe einer Entziindung beschidigt wird (personliche Mitteilung Cohen,
University of Rhode Island, USA). Da MPPA sehr teuer und nur schwer zu beschaffen ist,

wurde bei den durchgefiihrten Untersuchungen das preiswertere EDTA verwendet.
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Um den EinfluB von Komplexbildnern auf die Produktion von AHL-Molekiilen zu
untersuchen, wurde der Stamm P. aeruginosa PAO in LB-Flissigmedium, dem 0, 64, 256
oder 512 uM EDTA zugegeben wurde, bis zu einer ODgyonm von 1,0 bzw. fiir die Dauer von
48 h kultiviert. Von jedem AHL-Extrakt wurden 10 pl fiir die analytische Diinnschicht-
Chromatographie verwendet und die AHL-Molekiile mit dem Agrobacterium-Sensor
detektiert.

In allen AHL-Extrakten, die aus den Zellkulturiiberstinden bei einer ODgoonm von 1,0
hergestellt wurden, fanden sich unabhidngig von der zugegebenen Menge an EDTA die
gleichen, fiir P. aeruginosa typischen AHL-Molekiiltypen (Abbildung C.14). Die Mengen der
produzierten AHL-Molekiile variierten zwischen den einzelnen Ansdtzen mit Ausnahme des
auffallend schwachen OHHL-Signals im Ansatz mit 256 uM EDTA nur gering. Nach 48 h
Inkubation erreichten die P. aeruginosa Kulturen eine ODggonm zwischen 1,1 (512 uM EDTA)
und 1,8 (0 uM EDTA), wobei die Konzentration an AHL-Molekiilen in den Ansétzen zumeist
deutlich abnahm (Abbildung C.14).

ODggo: 1,0 48 h Kultivierung
OHHL
HHL
OHL
-
0 64 256 512 0 64 256 512
UM EDTA

Abbildung C.14: Diinnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekiilen, die aus
P. aeruginosa PAO LB-Medium-Kulturen, denen 0, 64, 256 bzw. 512 uM EDTA zugegeben worden
war, isoliert wurden. Die AHL-Molekiile wurden aus den Kulturiiberstdnden bei einer ODggopn von 1,0
und nach einer Kultivierungszeit von 48 h extrahiert. Von jedem AHL-Extrakt wurden 10 pl auf die
DC-Platte aufgetragen und der Agrobacterium-Sensor zum Nachweis der AHL-Molekiile verwendet.
Als Substrat fiir die p—Galactosidase wurde dem Weichagar 60 pg/ml X-Gal zugegeben. In der ersten
Spur wurden synthetisch hergestelltes OHL (20 pg), HHL (0,3 pg) und OHHL (85 pg) als Referenz
aufgetragen.
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C.3 Die Produktion von AHL-Molekllen bel klinischen P. aeruginosa | solaten

C.3.1 AHL-Profile ausgewéhlter P. aeruginosa | solate ver schiedener

M ukoviszidosepatienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die AHL-Profile von Uber 70 P. aeruginosa Isolaten, die
zumeist aus Patienten mit Mukoviszidose (synonym: Zystische Fibrose, CF) an der
Medizinischen Hochschule Hannover isoliert wurden, untersucht. Da aus vorangegangenen
Arbeiten bekannt war, dal3 Bakterien, die in Minimalmedium mit Glukose (0,2%) angezogen
werden, sowohl die hochste Konzentration als auch die meisten AHL-MolekUltypen
produzierten, wurden die Isolate in diesem Kulturmedium bis zu einer ODggonm VON 1,0
kultiviert und die AHL-Molekille aus den Uberstanden extrahiert. Die Kombination aus
duinnschichtchromatographischer Auftrennung der verschiedenen AHL-Moleklle und deren
Detektion mit verschiedenen Sensorsystemen erlaubte anschlief3end den Nachwels der
verschiedenen AHL-Molekule in den konzentrierten Extrakten. Wie die Abbildung C.15 (A,
B) zeigt, unterscheiden sich die untersuchten P. aeruginosa Stdmme erheblich sowohl
hinsichtlich der chemischen Struktur as auch der Mengen an produzierten AHL-Molekulen.
Durch die Verwendung des Sensors E. coli MT102 (pSB403) konnten bis zu sechs
verschiedene AHL-Molekile in bestimmten Stdmmen nachgewiesen werden, wahrend unter
den gleichen Kultivierungsbedingungen bel anderen P. aeruginosa Stammen keine AHL-
Moleklle detektiert werden konnten. Aufgrund der spezifischen Ri-Werte fur die
unterschiedlichen AHL-Typen und dem Vergleich mit entsprechenden, synthetisch
hergestellten Referenzsubstanzen war eine vorlaufige Identifizierung der einzelnen AHL-
Molekile moglich. Die AHL-Signale, die sich an der fur OdDHL, OOHL, HHL und OHHL
zu erwartenden Position befinden, sind in Abbildung C.15 (A) angegeben. Diese Ergebnisse
stimmen auch mit friheren Studien Uberein, die gezeigt haben, dal3 Lasl neben der Synthese
von OdDHL auch fir die Produktion kleinerer Mengen von OOHL und OHHL verantwortlich
ist (Pearson et al., 1994) und dal3 RHLI die Synthese von BHL und HHL in einem molaren
Verhdltnis von 15:1 steuert (Winson et al., 1995). Wahrend BHL in den P. aeruginosa
Extrakten mit dem Sensorplasmid pSB403 wegen der Insensitivitédt dieses Sensors fur dieses
kurzkettige AHL-Molekul nicht nachgewiesen werden konnte, so war die Detektion dieses
Moleklls jedoch mit Hilfe des Chromobacterium-Sensors moglich (Abbildung C.15(B)).
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Interessanterweise konnten unter Verwendung des Sensors E. coli MT102 (pSB403) zwel
zusétzliche Signale detektiert werden, deren Positionen auf der DC-Platte charakteristisch fir
OtDHL und ODHL sind. Darlberhinaus zeigten die AHL-Profile einiger Stamme die
Produktion eines bisher nicht identifizierten AHL-Molekils mit einem Rq-Wert zwischen
OHHL und HHL. Besonders hohe Konzentrationen dieses Molekils wurden in den
Kulturtiberstanden der Isolate gefunden, diein Abbildung C.15 (G, H) gezeigt sind.

C.3.2 Longitudinaler Verlauf der AHL -Produktion bei chronischer Infektion mit

P. aeruginosa

An der Medizinischen Hochschule Hannover wurden tiber einen Zeitraum von mehr als zehn
Jahren Uber 40 P. aeruginosa Isolate aus den Sputa von funf Patienten gesammelt. Diese
Bakterien wurden eingesetzt, um zu untersuchen, ob sich die AHL-Produktion be P.
aeruginosa im Laufe einer chronischen Infektion verandert. Um sicherzustellen, dal3 es sich
bei den aus den jeweiligen Patienten isolierten Stammen wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes tatsachlich um denselben P. aeruginosa Klon handelt, wurden alle
Isolate einer Restriktionsfragmentgrof3enbestimmung mit dem Enzym Spel unterzogen
(Romling et al., 1994). Bei den durchgefihrten Untersuchungen wurde darauf geachtet,
samtliche Stamme unter standardisierten Wachstumsbedingungen im  Hinblick auf
Kulturmedienzusammen-setzung, Sauerstoffversorgung und Temperatur zu kultivieren, um
die AHL-Profile der verschiedenen Isolate objektiv miteinander vergleichen zu konnen. Da
einzelne Stdmme nur in AB-Minimamedium, dem 0,2% Caseinhydrolysat zugesetzt wurde,
die fur die Herstellung der AHL-Extrakte festgesetzte ODgoonm VON 1,0 erreichten, wurde
dieses modifizierte Minimamedium routinemaig verwendet. Die AHL-Molekile der
verschiedenen Isolate wurden wie aus den zentrifugierten Kulturliberstdnden extrahiert und
nach dinnschichtchromatographischer Auftrennung mit den beiden Sensoren E. coli MT102
(pSB403) und C. violaceum CV 026 detektiert.

Vergleicht man die AHL-Profile verschiedener P. aeruginosa Isolate, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten aus Sputa eines Patienten isoliert wurden, so wird deutlich, dal3
weder die Mengen noch die Art der produzierten AHL-Molekile sich im Verlauf ener
chronischen Infektion wesentlich &nderten (siehe Abbildung C.15 (C, D)). In einzelnen Féllen
konnten kleinere Unterschiede der produzierten OHHL- und ODHL-Mengen beobachtet
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werden, diese Abweichungen lagen jedoch stets im Bereich der standardméaldig auftretenden
Unterschiede zwischen den einzelnen Experimenten.

C.3.3 Longitudinaler Verlauf der AHL-Produktion bei Co-Infektion des Patienten mit

B. cepacia

Infektionen mit Burkholderia cepacia treten in der Regel nur bei Patienten auf, die bereits mit
P. aeruginosa kolonisiert sind. In vielen Fallen verschlechtert sich durch diese Co-Infektion
die Prognose fir den Patienten erheblich. Etwa 20% der Patienten erkranken an dem
sogenannten ‘B. cepacia Syndrom’, ener Lungenentzindung mit zumeist fatalem
Krankheitsverlauf (Govan und Deretic, 1996). Da in der Vergangenheit gezeigt wurde, dal3
B. cepacia selbst ein ‘quorum sensing’ System zur Regulation seiner Virulenzfaktoren
einsetzt (Lewenza et al., 1999) und zudem die Produktion dieser Virulenzfaktoren durch
zellfreie P. aeruginosa Kulturiberstéande stimuliert werden kann, sollte hier der Einfluf3 einer
B. cepacia Co-Infektion auf die Produktion von AHL-Molekilen bei P. aeruginosa
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die AHL-Profile von P. aeruginosa Isolaten
analysiert, die im Abstand von etwa sechs Monaten aus Sputa von zwei Patienten isoliert
wurden und bei denen eine Co-Infektion mit B. cepacia vorlag. Die beiden Patienten (P1 und
P2), die an der Medizinischen Hochschule Hannover in Behandlung waren, wurden Uber
einen Zeitraum von zehn (Pl) bzw. elf (P2) Jahren beobachtet. Bei Patient P2 blieb die
Produktion von AHL-Molekilen offensichtlich unbeeinflu®t von der Gegenwart des co-
kolonisierenden B. cepacia Stammes. Sowohl im Hinblick auf die produzierten Mengen als
auch auf die verschiedenen AHL-Molekiltypen ergab sich nach der Sekundérinfektion keine
wesentliche Anderung. (Abbildung C.15 (E, F)). Im Gegensatz dazu konnte bei Patient P1 ab
dem Zeitpunkt, an dem erstmals B. cepacia neben P. aeruginosa isoliert werden konnte, eine
drastische Verénderung der AHL-Produktion bei P. aeruginosa beobachtet werden. Wahrend
der zwdlf Monate langen Co-Infektionsperiode sind die Mengen aler AHL-Molekiltypen
erheblich reduziert und erst 18 Monate, nachdem B. cepacia letztmalig aus ener
Sputumprobe des Patienten isoliert werden konnte, zeigten die isolierten P. aeruginosa
Stdmme wieder die gleichen AHL-Profile wie vor der Infektion (Abbildung C.15 (G, H)).

Um dieses Phdnomen naher zu untersuchen, wurden die AHL-Profile der beiden B. cepacia
Stdmme von Patient P1 und P2 analysiert. Es zeigte sich, dal3 der B. cepacia Stamm, der aus
Patient P1 isoliert worden war, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Lewenza et al.
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(1999) ein AHL-Molekil produziert, das in der DC-Analyse ein fur OHL typisches Signal
lieferte. DarUberhinaus konnte in demselben AHL-Extrakt ein zweites Signal detektiert
werden, das aufgrund seines Re.Wertes als HHL identifiziert werden konnte. Im Gegensatz
dazu konnten in den Kulturlberstdnden des B. cepacia Stammes aus Patient P2, der
mittlerweile seit sieben Jahren mit P. aeruginosa und gleichzeitig mit B. cepacia infiziert ist,
keine AHL-Molekile nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die Gegenwart eines co-kolonisierenden B. cepacia
Stammes, der selbst AHL-Molekile produziert, die ‘quorum sensing’ abhéngige Regulation
in P. aeruginosa in der Weise beeinfluf¥, da3 bestimmte Mutanten dominieren, die unter
standardisierten Wachstumsbedingungen nur noch geringe Mengen an AHL-Molekilen

produzieren.

Abbildung C.15: Dunnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekilen, die von
verschiedenen klinischen P. aeruginosa Isolaten produziert wurden. Die untersuchten Stdmme wurden
in LB-Medium mit 0,2% Glukose (A, B) bzw. 0,2% Caseinhydrolysat (C-G) bis zu einer ODgynm VON
1,0 angezogen und die AHL-Molekille aus den abzentrifugierten Kulturiiberstanden extrahiert. Von
jedem Extrakt wurden je 10 ul auf die DC-Platte aufgetragen. Als Referenzsubstanzen dienten beim
biolumineszenten Sensor E. coli MT102 (pSB403) (A, C, E, G) 85 pg OHHL, 7 ng HHL und 20 ug
BHL bzw. beim Sensor C. violaceum CV026 (B, D, F, H) 16 ng OHHL, 2 ng HHL und 3 pg BHL. (A,
B;1-6): AHL-Profile ausgewahliter, klinischer P. aeruginosa Isolate. Die Positionen der AHL-Molekile
sind gekennzeichnet. Da die Produktion von OtDHL und ODHL in P.aeruginosa bisher noch nicht
beschrieben wurde, sind die entsprechenden Bezeichnungen in Klammern gesetzt. (C, D): AHL-Profile
von klinischen P. aeruginosa Stdmmen, die im Laufe von zehn Jahren aus Sputa eines Patienten isoliert
wurden. (E-H): AHL-Profile von P. aeruginosa Stédmmen, die aus zwei Patienten, welche zu den
angegebenen Zeitpunkten mit einem AHL-negativen (E, F) bzw. einem AHL-produzierenden (G, H) B.
cepacia co-infiziert wurden.
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C.4 Vergleich der AHL-Produktion be Vertretern verschiedener B. cepacia

Genomovare

Der Ausdruck Genomovar wurde 1995 von Ursing et al. erstmals verwendet, um
phanotypisch adhnliche, jedoch genotypisch unterschiedliche Gruppen eines bestimmten
Bakterienstammes zu beschreiben. Innerhalb der Gattung Burkholderia findet sich eine
derartige Situation in Form des sogenannten B. cepacia Komplexes, der sich aus finf
Genomovaren zusammensetzt (Vandamme et al., 1997).

Erste Untersuchungen des B. cepacia "quorum sensing -Systems lief3en vermuten, dal dieses
Bakterium OHHL, BHL und HHL produziert (McKenney et al., 1995). Vor kurzem konnte
jedoch eindeutig gezeigt werden, dal? von einem Stamm, der dem Genomovar 11 angehort,
ausschliefdlich OHL synthetisiert wird (Lewenza et al., 1999). Um zu kléaren, ob diese
Variabilitdt in der Produktion von AHL-Molekilen, die auch bei den beiden B. cepacia
Isolaten aus den Patienten P1 und P2 (siehe C.3.3 "Longitudinaler Verlauf der AHL-
Produktion bei Co-Infektion des Patienten mit B. cepacia’) beobachtet werden konnte, auf
Unterschiede zwischen verschiedenen Stammen bzw. Genomovaren beruht, wurden die AHL-
Profile ausgewdahlter B. cepacia Stdmme, die zuvor phano- und genotypisch im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Vandamme (Universitét Gent, B) charakterisiert wurden,
untersucht. Alle Burkholderien wurden dazu standardméidig in AB-Minima medium mit 0,2%
Glukose bis zu einer ODgoonm VON 1,0 kultiviert. Insgesamt wurden die Kulturiberstdnde von
25 Vertretern der Gattung Burkholderia, darunter 2 Vertreter von Genomovar |, sechs
Vertreter von Genomovar Il, sechs Vertreter von Genomovar I, zwel Vertreter von
Genomovar 1V, funf Vertreter von B. viethamiensis, zwei Vertreter von B. gladioli und zwei
Vertreter einer Gruppe, die phylogenetisch zwischen Burkholderia und Ralstonia (personliche
Mitteilung, Vandamme) steht, extrahiert und mittels anaytischer Dunnschicht-
Chromatographie detektiert.

Abbildung C.16 zeigt ausgewéhlte Vertreter der untersuchten Bakteriengruppen. Die beiden
Vertreter von Genomovar | (LMG1222, R-1464) zeigten sehr unterschiedliche AHL-Profile.
Waéhrend Stamm LM G1222 HHL und OHL in Mengen, wie man sie auch bel vielen anderen
der untersuchten Burkholderien fand, produzierte, konnte in dem Extrakt von Stamm R-1464
nur ein sehr schwaches Signal an der fir OHL typischen Position detektiert werden.

Fir die Vertreter von Genomovar |l (LMG13013, LMG16660, LMG17588, LMG1822,
LMG18824, LMG18825) konnte, was die Menge an produzierten AHL-Molekilen angeht,
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ein einheitlicheres Bild gewonnen werden. Die AHL-Extrakte aler sechs untersuchten
Stdmme lieferten - wenn Uberhaupt - nur auRerst schwache AHL-Signale. Im Vergleich zur
Signalintensitdt des B. cepacia Typstammes (LMG1222) waren die Signale mindestens 20
mal schwécher. Die geringsten AHL-Mengen wurden in den Extrakten von Stamm
LMG13010 detektiert. Darin konnte nur ein AHL-Molekldl nachgewiesen werden, dessen
Signal am besten mit dem R;-Wert von ODHL (Ry-Wert 0,18) tbereinstimmt. Die Extrakte
der Ubrigen Stdmme (LMG16660, LMG17588, LMG18822, LMG18824, LMG18825)
lieferten bis zu drei, unterschiedlich stark ausgepragte AHL-Signale. Im Falle des B. cepacia
Stammes LMG17588 konnten neben schwachen Signalen fir OHL und HHL auch Spuren
eines weiteren Signals detektiert werden, dessen Rq-Wert jedoch mit 0,55 zu keinem bisher
beschriebenen AHL-Molekll pal3t.

Von den sechs untersuchten Stdmmen (LMG12615, LMG14271, LMG16659, LMG18826,
LMG18827, LMG18863), die dem Genomovar Il angehéren, zeigten drei (LMG14271,
LMG16659, LMG18827) typische Mengen an HHL und OHL. Die drel Ubrigen Isolate
(LMG12615, LMG18826, LMG18863) zeigten nur aulRerst schwache Signale an diesen
Positionen. In einem Fall (LMG12615) konnte auch hier, wie bereits bel Stamm LM G17588,
ein zusétzliches Signal mit einem R-Wert von 0.55 detektiert werden.

Von B. vietnamiensis (Genomovar V) wurden insgesamt funf Stamme (LMG6998,
LMG10929, LMG16232, LMG18835, LMG18836) untersucht. Bel allen Stdmmen konnte die
Produktion von HHL und OHL nachgewiesen werden; bei einem Vertreter (LMG16232)
alerdings nur in sehr geringen Mengen. Zusétzlich zu diesen beiden AHL-Molekilen konnten
in den AHL-Extrakten des Stammes LMG10929 mindestens drei weitere Signale detektiert
werden. Die R-Werte von zwei dieser Signale entsprechen den typischen Positionen von
DHL und OOHL. Bei dem dritten Signal mit einem RWert von 0,55 handelt es sich
wahrscheinlich um das schon zuvor bel Vertretern von Genomovar 1l und 11l beobachtete
Molekll, dessen Struktur zur Zeit ungeklart ist.

Die beiden Bakterienstéamme (LM G14291, LMG7000), die dem Genomovar 1V angehoren,
zeigen, sowohl was die Typen als auch die Mengen an produzierten AHL Molekilen
anbelangt, ein sehr @nliches Muster. In beiden Fallen konnten Signale nachgewiesen werden,
diesich an fir HHL und OHL charakteristischen Positionen befinden.

Die beiden untersuchten B. gladioli Stdamme (LMG18157, LMG2216) lieferten ein sehr
heterogenes Bild. Wahrend in den AHL-Extrakten des Stammes LM G2216 keinerlei AHL-

Signal nachgewiesen werden konnten, produzierte der andere Stamm (LMG18157) die
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groften Mengen an HHL und OHL, die bei alen untersuchten Burkholderien gefunden
wurden.

Die beiden Vertreter der Gruppe, die phylogenetisch zwischen Burkholderia und Ralstonia
angesiedelt ist (LMG16407, R-1465), konnte mit dem hier routinemaldig verwendeten
Nahrmedium selbst dann nicht bis zu der erforderlichen ODgoonm VONn 1,0 kultiviert werden,
wenn es mit Caseinhydrolysat (0,2%) angereichert wurde. Da beide Stémme lediglich bis zu
einer ODgoonm VON je 0,5 kultiviert werden konnten, wurde versucht, AHL-Molekile aus
diesen Kulturtiberstdnden zu isolieren. Es konnten jedoch fir keinen der beiden Stamme
entsprechende Signale detektiert werden. Da in Kreuzstrich-Assays beide Stdmme unter
Verwendung des AHL-Sensors E. coli MT102 (pSB403) zwar schwache, jedoch eindeutig
positive Signale lieferten, ist davon auszugehen, dald auch diese Bakteriengruppe in der Lage
ist, AHL-Molekile zu produzieren.

OHHL

123 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
GV. | GV. I Gv. 1 GV.V GV. IV B. gladioli Burk./Ralst.

Abbildung C.16: Dunnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekilen, die von
ausgewahlten Vertretern der B.cepacia Genomovare (GV) 1-V, B. gladioli bzw. von zwei Stémmen, die
phylogenetisch zwischen den Gattungen Burkholderia und Ralstonia angesiedelt sind, stammen. Die
untersuchten Stdmme wurden in AB-Minimalmedium mit 0,2% Glukose bzw. 0,2% Caseinhydrolysat
(LMG16407, R-1465) - soweit méglich - bis zu einer ODggonm VOn 1,0 kultiviert und die AHL-Molekile
aus den KulturUberstdnden extrahiert. Von den konzentrierten AHL-Extrakten wurden unterschiedliche
Mengen auf die DC-Platte aufgetragen, da in Vorversuchen eine stark unterschiedliche Konzentration
an AHL-Molekilen in den jeweiligen AHL-Extrakten gefunden wurde: (3) LMG1222 (GV 1), 5 pl; (4)
R-1465 (GV 1), 30 ul; (5) LMG13010 (GV I1), 30 pl; (6) LMG17588 (GV II), 30 ul; (7) LMG12615
(GV I1I), 30 pl; (8) LMG16659 (GV IlI), 5ul; (9) LMG14271 (GV I11), 10ul; (10) LMG10929 (B.
vietnamiensis), 5ul; (11) LMG16232 (B. viethamiensis), 30 pl; (12) LMG7000 (GV V), 10 pl; (13)
LMG14291 (GV V), 10ul ; (14) LMG2216 (B. gladiali), 30 ul; (15) LMG18157 (B. gladiali), 2,5 pl;
(16) LMG16407 [Burkholderia/Ralstonia], 30 pl; (17) R-1465 [Burkholderia/Ralstonia], 30 pl. Zum
Nachweis der AHL-Molekile wurde der biolumineszente Sensor E. coli MT102 (pSB403) und 7 ng
HHL (1) bzw. 85 pg OHHL (2) als Referenzen verwendet.
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C.5Isolierung und Charakterisierung AHL-MolekUlproduzierender Bakterien aus der

Rhizosphére von Tomaten

C.5.1 Isolierung von Bakterien ausder Tomatenrhizosphare

Die von Dobereiner (1995) beschriebene Methode erlaubt es, Bakterien gezielt aus der
Rhizosphére von Tomatenpflanzen zu isolieren. Die im Rahmen dieser Untersuchungen
verwendeten Tomatenpflanzen wurden von der Arbeitsgruppe Hartmann (GSF-
Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheit GmbH, Minchen, D) zur Verfigung gestellt.
Der nach einer speziellen Aufarbeitung des zerkleinerten Wurzelmaterials gewonnene
Bakterienextrakt wurde auf verschiedene Nahrmedien mit unterschiedlichen Selektivitdten
ausplattiert und bei Raumtemperatur inkubiert. Die erhaltenen Kolonien wurden vereinzelt,
mikroskopisch auf ihre Reinheit Uberprift und archiviert. Nach 3-tégiger Inkubation wurde
die Anzahl der Kolonien auf den verschiedenen Nahrmedien ermittelt, um so die Eignung der
verschiedenen Medien fir eine Kultivierung von Rhizosphérenisolate vergleichen zu kénnen.
Wie die Ergebnisse von Tabelle C.4 zeigen, konnten mit allen Néahrmedien Bakterien aus der
Tomatenrhizosphédre kultiviert werden. Erwartungsgemda3 wurden auf den komplexeren
Nahrmedien (LB-, SYK-, LMG2-Medium) mehr Kolonien pro ml Bakterienextrakt erhalten

als auf den beiden verwendeten Minimalmedien (Minimal medium-Succinat, -Fructose).

Tabelle C.4: Vergleich verschiedener Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien aus der Tomatenrhizosphére.

Kultivierungsmedium Kolonien /ml Bakterienextrakt
LB-Medium 1x 10"
SYK-Medium 5x 10°
LM G2-medium 1,5 x 10

M inia medium-Succinat 7 x 10°

M i nimal medium-Fruktose 3x10°

C.5.2 Untersuchung der Bakterienisolate auf die Produktion von AHL-Molekilen

Von den auf verschiedenen Nahrmedien erhaltenen Bakterienisolaten wurden 60 Stdmme
ausgewahlt, die in Kreuzstrich-Assays mit den Sensorstdmmen E. coli MT102 (pSB403) und
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C. violaceum CV 026 auf die Produktion von AHL-Molekilen getestet wurden. Um ein breites
Spektrum an verschieden Bakterienspezies zu untersuchen, wurden Isolate von verschiedenen
Nahrmedienplatten und mit moglichst unterschiedlicher Koloniemorphologie ausgewahit.
Unter Verwendung der hochsensitiven Photonenkamera konnte bel 13 Isolaten die Produktion
von AHL-Molekilen anhand der Lichtemission des biolumineszenten Sensorplasmids
pSB403 nachgewiesen werden. Von diesen Stammen waren 3 zudem in der Lage, die
Synthese von Violacein im Chromobacterium-Sensor anzuregen (Isolat 1, 2 und 7). Um sich
ein genaueres Bild von den Typen und den Mengen der produzierten AHL-Molekile machen
zu konnen, wurden die AHL-positiven Stdmme in LB-Medium bis zu einer ODgoonm VONn 1,0
kultiviert und anschlief?end die produzierten AHL-Molekile aus den abzentrifugierten
Kulturibersténden extrahiert. Da die Dichlormethanextrakte sehr unterschiedliche
Konzentrationen an AHL-Molekilen aufwiesen, wurden Vorversuche durchgefiihrt, um
moglichst gleiche AHL-Mengen auf die DC-Platte auftragen zu konnen. Dabei wurde
festgestellt, dal3 in den Extrakten von funf Stdmmen die AHL-Konzentration zu niedrig fir
eine zweifelsfreie Detektion war. In den AHL-Extrakten der Ubrigen acht Stamme konnten
unter Verwendung der beiden Biosensoren E. coli MT102 (pSB403) und A. tumefaciens A136
die Produktion verschiedener AHL-Molekile nachgewiesen werden. Abbildung C.17 zeigt
AHL-Profile der Isolate 1, 2, 5 und 7, die mit dem E. coli-Sensor detektiert werden konnten.
Die Stamme 1 und 5 zeigen die Produktion von mindestens vier verschiedenen AHL-
Molekllen, deren Wanderungsgeschwindigkeit am besten mit den R-Werten von OdDHL,
ODHL, OOHL und OHHL uUbereinstimmt. Bei den von Stamm 2 bzw. 7 produzierten AHL-
Molekilen handelt es sich wahrscheinlich um HHL bzw. einer Mischung aus HHL und
OOHL.

Im Falle der Isolate 3, 4, 6 und 8 konnten nur durch den Einsatz des AgrobacteriumSensors
AHL-Molekile detektiert werden. Die sehr diffusen Spots wiesen in alen Féllen R-Werte
zwischen 0,47 und 0,41 auf und deuten somit auf die Produktion von HHL und/oder OOHL in
den entsprechenden Isolaten hin (Daten nicht gezeigt).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung C.17: Dunnschichtchromatographische Auftrennung und Detektion von AHL-Molekilen, die von
Bakterienisolaten aus der Tomatenrhizosphére stammen. Die untersuchten Stdmme wurden in LB-
Medium bis zu einer ODgynm Von 1,0 kultiviert und die AHL-Molekile aus den zentrifugierten
Kulturiibersténden extrahiert. VVon den konzentrierten AHL -Extrakten wurden die angegebenen Mengen
auf die DC-Platte aufgetragen: (3) Isolat 1, 0,3 pl; (4) Isolat 2, 20 ul; (5) Isolat 3, 30 pl; (6) Isolat 4, 30
ul; (7) Isolat 5, 2 ul; (8) Isolat 6, 30 ul; (9) Isolat 7, 3 pl; (10) Isolat 8, 30 pl. Zum Nachweis der AHL-
Molekile wurde der biolumineszente Sensor E. coli MT102 (pSB403) verwendet und als Referenzen 7
ng HHL (1) bzw 85 pg OHHL (2) auf die DC-Platte aufgetragen.

C.5.3 Identifizierung der Rhizosphérenisolate

Zur Klérung der phylogenetischen Zugehorigkeit der AHL-positiven Bakterien aus der
Tomatenrhizosphéare wurde die 16S-rDNS der Isolate sequenziert. Die 16S-rDNS wurde dazu
mit den Primern 616V und 630R (siehe 'B.9.4 Primer’) amplifiziert und die aufgereinigten
PCR-Produkte direkt sequenziert. Unter Verwendung des Licor-Systems wurden von den
einzelnen Isolaten zwischen 970 und 1430 Basen sequenziert und mit Hilfe des Software-
Pakets "ARB’ die Bakterien phylogenetisch zugeordnet. Tabelle C.5 zeigt die Zuordnung der
Rhizosphéreni solate zu Organismengruppen gemal3 ihrer 16S-rRNS Sequenz.
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Tabelle C.5: Identifizierung der Rhizosphérenisolate und produzierte AHL-Molekile, nachgewiesen mit den
AHL-Sensoren E. coli MT102 (pSB403) und A. tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372).

Rhizosphérenisolat Organismus Anzahl sequenzierter Produzierte
Basen AHL-Molekile
Isolat 1 Rahnella aquatilis 970 OdDHL, ODHL,
OOHL, OHHL
Isolat 2 Enterobacter 1013 HHL
agglomerans
Isolat 3 Enterobacter 981 HHL/OOHL
sakazakii
Isolat 4 Enterobacter 1036 HHL/OOHL
agglomerans
Isolat 5 Pseudomonas 1430 OdDHL, ODHL,
putida OOHL, OHHL
Isolat 6 Burkholderia sp. 1035 HHL/OOHL
Isolat 7 Aeromonas 1030 HHL,O0HL
hydrophila
Isolat 8 Burkholderia sp. 1018 HHL/OOHL




D. Diskussion

D. Diskussion

D.1 Nachwes von AHL-Molekilen mit bakteriellen Biosensoren nach dinnschicht-

chromatographischer Auftrennung

Die Detektion von AHL-Molekilen mit bakteriellen Biosensoren im Anschlufd an eine
Umkehrphasen-Dunnschicht-Chromatographie (DC) nach der von Shaw et al. (1997)
entwickelten Methode gibt Aufschlul® dartber, ob und in welchen Konzentrationen AHL-
Molekule in den Kulturtiberstanden der untersuchten Bakterien vorhanden sind. Mit dieser
Technik kann somit innerhalb von zwei bis drei Tagen ohne grof3en apparativen Aufwand
jedes kultivierbare Bakterium auf die Produktion von AHL-Molekilen hin untersucht werden.
Eine vorléufige Identifikation der verschiedenen AHL-Molekille erfolgt dabei anhand der fur
jedes Molekul charakteristischen Wanderungsgeschwindigkeit wéahrend der dinnschicht-
chromatographischen Auftrennung (R-Wert) und durch den Vergleich mit synthetisch
hergestellten Referenzsubstanzen. Fir eine genauere Aufklarung der AHL-Molekulstrukturen
kann die beschriebene Methode mit verschiedenen chemischen Analysetechniken kombiniert
werden. Fir eine massenspektroskopische Anayse kann man beispielsweise AHL-Molekile
im Rahmen einer prdparativen Dunnschicht-Chromatographie aus dem abgekratzten
Trennschichtmaterial der DC-Platten extrahieren und die aufgereinigten Substanzen in einer
Tandem Massenspektroskopie (MS) mit synthetischen Referenzen vergleichen (Swift et al.,
1997). Eine eindeutige stereochemische Analyse unbekannter Substanzen ist jedoch auch
mittels M S nicht méglich. Zur Aufkldrung der stereochemischen Verhdtnisse neuer Molekile
werden zumeist °H-Protonen- und *3C-Kernresonanzspektroskopie (NMR) eingesetzt
(Bainton et al., 1992).

Den oben beschriebenen Vorteilen, die sich aus der Verwendung von Biosensoren zum
Nachweis von AHL-Molekilen ergeben, stehen jedoch auch verschiedene Einschrankungen
gegeniber, die beim Einsatz dieser Technik berlicksichtigt werden missen. Zundchst ist zu
beachten, dal} beim Einsatz von Biosensoren zur Detektion von AHL-Molekilen der
Nachweis auf die Molekile beschrankt ist, auf die der verwendete Biosensor reagiert. Im
Falle des Sensorplasmids pSB403 und des Sensors A. tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372)
konnte gezeigt werden, dal} beide Systeme die ausgewahlten AHL-Molekile mit einer
Seitenkettenlange von C4 bis C14 detektieren konnen und somit in der Lage sind, ein breites
Spektrum an AHL-Molekulen zu detektieren. Das Sensorplasmid pSB1075 und der
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C. violaceum CV026 Sensor erwiesen sich dagegen als sehr spezifisch fur bestimmte AHL-
Molekile. Mit dem Sensorplasmid pSB1075 wurden AHL-Molekile mit einer
Seitenkettenlange von C10 bis C14 nachgewiesen. Der C. violaceum CV 026 Sensor reagierte
auf AHL-Molekile mit einer Seitenkettenlange von C4 bis C8 oder bei Verwendung des
sogenannten "Reverse Assay, einer speziellen Variante zur Detektion langkettiger AHL-
Molekule, auf AHL-Molekile mit einer Seitenkettenlange von C10 bis C14. Je weniger
Ahnlichkeit die AHL-Molekile mit dem fir den Rezeptor optimal passenden Molekill
aufweisen desto unempfindlicher ist der Nachweis. Durch eine kinstliche Erhéhung der
Rezeptorkonzentration in der Zelle (z.B. durch den Einsatz von Sensorplasmiden mit hoher
Kopienzahl) ist es moglich, die Spezifitdt der Rezeptor-AHL-Bindung zu erniedrigen und
somit das Spektrum an nachweisbaren AHL-Molekilen zu vergrofRern (Zhang et al., 1993;
Kuo et al., 1996; Eberhard et al., 1996; Shaefer et al., 1996; Passador et al., 1996).

Abbildung D.1 zeigt die Sensitivitdten und Spezifitdten der bel dieser Arbeit verwendeten
AHL-Sensoren  gegeniber den  getesteten AHL-Molekilen. Die  dargestellten
Nachweisgrenzen beziehen sich auf den Einsatz der Biosensoren im Anschlul3 an eine
analytische DC bel den unter 'B.3.3.3 Detektion von AHL-Molekilen mittels Dinnschicht-
Chromatographie” beschriebenen Standardbedingungen. Je nach Einsatzzweck kann somit der
passende Biosensor verwendet werden. Flr “cross-streak” Assays zum Screening grof3erer
Mengen von Bakterienstammen auf die Produktion von AHL-Molekilen haben sich wegen
ihrer einfachen Handhabung vor allem der E. coli MT102 (pSB403) und der C. violaceum
CV026 Sensor bewdhrt. In der Regel wurden fur derartige Untersuchungen beide Sensoren
verwendet, da sich deren Nachweisempfindlichkeiten sehr gut ergdnzen. Bei DCs hat sich
zudem der A. tumefaciens A136 Sensor wegen seiner hohen Sensitivitét als sehr nitzlich
erwiesen. Um mit diesem Sensor optimale Ergebnisse zu erzielen, ist alerdings ein spezielles
Nahrmedium und eine sorgféltige zweitégige Vorkultivierung nétig, die den Einsatz dieses
Sensorsim Vergleich zu den anderen etwas aufwendiger machen.

Bel der Auswertung analytischer DCs mul} stets bedacht werden, dal? man aus dem Fehlen
eines Signals nicht schlieffen kann, dal3 der untersuchte Bakterienstamm ein bestimmtes bzw.
Uberhaupt keine AHL-Molekile produziert. Dieser Organismus konnte entweder AHL-
Molekile herstellen, die von den zur Verfigung stehenden Biosensoren nicht detektiert
werden oder die Mengen der produzierten AHL-Molekile konnten zu gering fur eine
mogliche Detektion sein (Shaw et al., 1997). Um das Vorkommen und die Funktion von
AHL-Molekilen in Zukunft noch besser beschreiben zu kénnen, wird es nétig sein, neue

Biosensoren zu entwickeln, die noch empfindlicher auf die verschiedenen AHL-Molekile
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reagieren. Von Thomson et al. (2000) wurde beispielsweise ein vollig neuer Sensor
entwickelt, der auf dem “quorum sensing -System von Serratia marcescens basiert, das neben
der Produktion des Antibiotikums Carbapenem auch die Herstellung des roten Pigments
Prodigiosin  kontrolliert. Mit diesem Sensor konnen AHL-Molekile mit einer
Seitenkettenlange zwischen C4 und C8 sehr empfindlich detektiert werden, insbesondere auch
das AHL-Molekil OBHL, dessen Nachweis zuvor wegen der geringen Sensitivitét der
Ubrigen Biosensoren gegentber diesem Molekil kaum mdglich war.

Neben den AHL-Molekilen wurde mittlerweile eine zweite Gruppe chemischer Substanzen
entdeckt, die in der Lage sind, AHL-Biosensoren zu aktivieren. Dabei handelt es sich um
zyklische Dipeptide, deren Detektionslimit bel einer Konzentration von ca. 0,2 mM liegt und
somit um ein vielfaches hdher al's bei spiel sweise die Nachwei sgrenze von OHHL (ca. 1,0 nM)
ist. Da diese Moleklle jedoch @hnliche physikochemische Eigenschaften wie kurzkettige
AHL-Molekile aufweisen und damit dhnliche Rs-Werte bel chromatographischen Analysen
ergeben, ist fir eine eindeutige Identifizierung interessanter Molekile die chemische
Strukturanalyse mit MS- und NM R-Techniken notwendig. Bisher wurden zyklische Dipeptide
in den Kulturlberstanden von Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas fluorescens, Citrobacter freundii, Enterobacter agglomerans und Proteus
mirabilis entdeckt (Holden et al., 1999). Aufferdem konnte in verschiedenen Versuchen
gezeigt werden, dal3 einige dieser Molekile eine kompetitive Wirkung zu OHHL/LuxR-
induzierter Biolumineszenz aufweisen und daher méglicherweise um dieselbe Bindungsstelle
am LuxR-Zielprotein konkurrieren. Obwohl die genaue physiologische Funktion dieser
Molekule noch geklart werden mul3, handelt es sich dabei vermutlich um eine neue Gruppe
von Signalmolekilen, die mdglicherweise mit den "quorum sensing’-Systemen der oben

genannten Bakterien interagieren kénnen (Holden et al., 1999).
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Abbildung D.1: Sensitivitdten und Spezifitdten der verwendeten AHL-Sensoren gegeniber ausgewdahlten AHL -
Molekilen. Die Hohen der Saulen spiegeln die Nachweisempfindlichkeit gegentiber den angegebenen
AHL-Molekulen wider. Zur Erstellung des Diagramms wurden die in den Tabellen C.1-C.3
angegegebenen AHL-Mengen verwendet, die im Routineeinsatz von den jeweiligen AHL-Sensoren in
Kombination mit der Dunnschicht-Chromatograpie detektiert werden konnten. Zur Ermittlung der
Nachweisgrenze der Sensoren wurde hochstens 1 pMol der verschiedenen AHL-Molekille eingesetzt.

D.2 Einflul3 der Kultivierungsbedingungen auf die Produktion von AHL-Molekilen am
Beispiel von P. aeruginosa

Aufgrund eigener Erfahrungen bei der Untersuchung AHL-Molekilproduzierender Bakterien
und einer Reihe von Anhaltspunkten, die sich aus friheren Studien zum Thema AHL-
vermittelte Kommunikation ergeben, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluld
verschiedener physiologischer Parameter auf die Produktion von AHL-Molekilen untersucht.

Durch Variation der Kohlenstoffkomponente des verwendeten Néhrmediums konnten in

verschiedenen Versuchen erhebliche Auswirkungen auf die Konzentration der
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unterschiedlichen AHL-Molekiile in den Uberstanden der untersuchten P. aeruginosa
Kulturen beobachtet werden. Dabei fuhrte sowohl die Verwendung von Caseinhydrolysat als
auch von Citrat als Kohlenstoffquelle zu einer erheblich reduzierten Menge an AHL-
Molekilen im Vergleich zu den Kulturen, die in Nadhrmedium mit Glukose angezogen
wurden.

Fir die Produktion der AHL-Molekile ist in P. aeruginosa wie in den meisten anderen bisher
untersuchten Gram-negativen Bakterien eine N-Acyl-L-homoserinlacton-Synthase (Luxl
Homolog) verantwortlich, welche die Herstellung von AHL-Molekilen aus den beiden
Komponenten Acyliertes Acyl-Carrierprotein  (Acyl-ACP) und S-Adenosylmethionin
(AdoMet) katalysiert (Parsek et al., 1999). Da Acyl-ACP wéhrend der Fettsaurebiosynthese
gebildet wird, hat der Zedlstoffwechsel unmittelbaren EinfluR auf die Synthese der
verschiedenen AHL-Molekile, wie Untersuchungen an V. harveyi (Cao und Meighen, 1993)
und A. tumefaciens (Va und Cronan, 1998) gezeigt haben. Hier konnte durch die externe
Zugabe von Fettsduren die Synthese von AHL-Molekilen um bis zu 60% reduziert werden.
Offensichtlich scheint sich die Zugabe von freien Aminosauren und wasserl6slichen Peptiden,
die hier in Form von Caseinhydrolysat dem Nahrmedium zugegeben wurden, in ahnlicher
Weise auf die Synthese der AHL-Molekile auszuwirken. Diese Beobachtung ist insbesondere
for die praktische Arbeit von Bedeutung, da es sich bei Caseinhydrolysat um eine
Kohlenstoffquelle handelt, die in vieen haufig verwendeten Nahrmedien den
Hauptbestandteil ausmacht.

Im Laufe der Untersuchungen zum Einflul der Kohlenstoffquelle Citrat auf die Produktion
von AHL-Molekllen zeichnete sich ab, dal’ der pH-Wert des Nahrmediums wahrend der
Kultivierung einen weiteren entscheidenden Parameter darstellt, der bei der Anzucht der
Bakterien berticksichtigt werden mul3.

Bel den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen zum Einflul? des pH-Wertes auf
die Stabilitat der AHL-Molekiile wurde deutlich, daR bereits eine geringe Anderung des pH-
Wertes um +/- 0,5 in dem fur die meisten Bakterien physiologisch relevanten Bereich von pH
6 bis pH 8 merkliche Auswirkungen auf die Konzentration an AHL-Molekllen hatte. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen friherer Studien wurden jedoch bel den durchgefiihrten DC-
Analysen, die sowohl die Auswirkung verschiedener pH-Werte auf synthetisch hergestelltes
OHHL als auch auf AHL-Extrakte von P. aeruginosa Kulturiberstanden beschrieben,
keinerlei Signale entdeckt, die von Abbauprodukten der AHL-Molekile stammen konnten.
Bel Arbeiten zur AHL-Produktion in A. tumefaciens wurde von Zhu et al. (1998) in AHL-
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Extrakten der Kulturlbersténde en Signal detektiert, das aufgrund seines
Wanderungsverhaltens auf der DC-Platte keinem bisher bekannten AHL-Molekul zugeordnet
werden konnte. Ein Signal mit demselben R-Wert konnte jedoch durch Inkubation von
synthetisch hergestelltem OOHL in akalischen Losungen bei pH 13 erzeugt werden. Bei
dieser Behandlung kommt es durch eine spontane Hydrolyse der AHL-Molekile zu einer
Offnung des Lactonrings und damit zur Umwandlung der Molekiile zu 3-oxo-C8-Homoserin.
Wie die DC-Analysen bewiesen, werden diese Molekilstrukturen mit dem A. tumefaciens-
Sensor A136 ebenfalls detektiert. Nach Ansicht der Autoren &% sich dies damit erkléren, dal3
diese Substanzen entweder in ihrer azyklischen Form von dem Sensor nachgewiesen werden
konnen oder da3 se wahrend der Trocknung der DC-Platte wieder einen Lactonring
ausbilden.

Eine Erklarung fur das Ausbleiben dieser Abbauprodukte bei den in dieser Arbeit
vorgestellten Experimenten ist woméglich in den verschiedenen pH-Bereichen zu finden, bel
denen die Versuche durchgefihrt wurden. Wéhrend die Entstehung der von Zhu et al. (1998)
beschriebenen Abbauprodukte durch stark alkalischen Bedingungen (pH 13) begunstigt wird,
kamen bel den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche lediglich Puffer bzw.
Kulturmedien mit pH-Werten von pH 6 bis 8 zum Einsatz.

Obwohl man Uber die Versorgung von Bakterien mit Nahrstoffen im Verlauf einer
bakteriellen Infektion noch wenig weil3, so wurde doch die Rolle von Eisen wahrend dieses
Prozesses bereits eingehend erforscht (Barclay, 1985). Verschiedene Untersuchungen zeigten,
da3 wahrend einer P. aeruginosa Infektion Eisenmangel auftritt. Ursache daftr sind
verschiedene organische Komplexe (Transferrin, Lactoferrin, Haptoglobin-Hamoglobin-
Komplex) des Wirtsorganismus, die sowohl intra- as auch extrazelluldres Eisen binden und
damit die Konzentration an frei verfligbarem Eisen niedrig halten (van Asbeck et al.,1983;
Finkelstein et al., 1983). Um die fur den eigenen Stoffwechsel notwendigen Eisen-
konzentrationen zu mobilisieren, verfigen die meisten Bakterien Uber sogenannte Eisen-
chelatierende V erbindungen, die als Siderophore bezeichnet werden.

In P. aeruginosa ist bisher die Produktion der beiden Siderophore Pyochelin (Cox, 1980) und
Pyoverdin (Cox und Adams, 1985) beschrieben worden. Von den beiden Verbindungen stellt
Pyoverdin das grof3ere und komplexere Molekil dar und ist mit seinem Chromophor, der sich
aus einer Peptidkette, die mit einem Hydroxychinolinrest verbunden ist, zusammensetzt, fir
die typische Farbe und die gelb-grine Fluoreszenz von P. aeruginosa verantwortlich

(Budzikiewicz, 1993). Die an der Pyoverdinbiosynthese beteiligten Gene wurden kartiert und
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drei bestimmten Bereichen auf dem PAO-Chromosom zugewiesen (Hohnadel et al.,1986;
Stinzi et al.,1996). Frihere Studien haben zudem gezeigt, dal? die Produktion von Pyoverdin
durch Eisenmangel aktiviert wird (Meyer und Abdallah, 1978). Daflr verantwortlich ist ein
Regulatorprotein, das zum Fur-Repressor homolog ist, der die Produktion von Siderophoren
in E. coli steuert (Prince et al., 1993). Das Fur-Protein induziert jedoch die Pyoverdinsynthese
nicht direkt, sondern kontrolliert die Genexpression des aternativen Sigmafaktors PvdS,
dessen Produktion fir die Transkription einer Reihe weiterer Pyoverdin-Gene V oraussetzung
ist (Cunliffe et al., 1995; Leoni et al., 1996). Dal3 noch ein weiterer Regulator, némlich LasR,
Einflud auf die Produktion von Pyoverdin auslbt, konnten Stinzi et al. (1980) durch
Untersuchungen an P. aeruginosa zeigen und damit eine Verbindung zwischen dem “quorum
sensing -System und dem Eisenmetabolismus in P. aeruginosa nachweisen. Experimente mit
P. aeruginosa PAO lief3en in lasR Mutanten eine verminderte Pyoverdinproduktion erkennen,
und zudem konnte in einer lasl Mutante, die im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls geringere
Mengen an Pyoverdin produzierte, duch die externe Zugabe von OdDHL die
Siderophorproduktion gesteigert werden. Vor diesem Hintergrund, dal3 offensichtlich das
‘quorum sensing -System neben der Eisenkonzentration wesentlichen EinfluR auf die
Siderophorproduktion hat, wurde in vorliegender Arbeit untersucht, ob P. aeruginosa PAO in
Nahrmedien mit verschiedenen Eisenkonzentrationen unterschiedliche Mengen oder Typen an
AHL-Molekilen produziert. Gleichzeitig wurde die Pyoverdinkonzentration in den
Kulturlberstanden ermittelt. Es zeigte sich, dal3 mit zunehmender Eisenkonzentration des
Mediums die Siderophorkonzentration deutlich abnahm. Dald in den AHL-Extrakten der
verschiedenen Ansdtze bel alen Eisenkonzentrationen dieselben AHL-Molekilmengen
gefunden wurden, ist ein Hinweis, dal3 unter den gewdahiten Versuchsbedingungen die
unterschiedlichen Pyoverdinkonzentrationen nicht mit der Konzentration an AHL-Molekilen
im Kulturiberstand korrelieren. Die Ahnlichkeit der verschiedenen AHL-Profile bestétigt
hingegen, dal3 die Konzentration der AHL-Moleklle in erster Linie von der Zelldichte und
nicht von der Eisenmenge abhangt. Unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse ist wohl davon
auszugehen, dal3 dem "quorum sensing -System bei der Regulation der Pyoverdinproduktion
eher eine Aufgabe in der Feinabstimmung zukommt. Auch die Tatsache, dal3 sowohl die lasR
als auch die lasl Mutante noch ca. 60 % der Wildtyp-Pyoverdinmenge produzieren (Stinzi et
al., 1980), macht deutlich, da? andere Regulatoren bei der Siderophorproduktion in
P. aeruginosa eine Ubergeordnete Rolle spielen dirften.

Eine niedrige Eisenkonzentration ist jedoch nur eines von mehreren maglichen

Umweltsignalen, die bel einer bakteriellen Infektion die Expression von Virulenzfaktoren
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induzieren kénnen. Bei in vitro Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von P. aeruginosa
in Atemwegsmucus wurden zwei Gene, np20 und migA, identifiziert, die erst in Gegenwart
des Atemwegssekrets induziert werden (Lory et al., 1996; Wang et al., 1996). Bel np20
handelt es sich um ein Gen, das Homologien zu verschiedenen Transkriptionsaktivatoren
aufweist, und migA zeigt Ahnlichkeiten zu Genen, die an der Biosynthese der O-Seitenkette
der Lipopolysaccharidschicht der bakteriellen Zellwand beteiligt sind. Da die Expression
dieser beiden Gene unbeeinflusst von der Konzentration an verfigbarem Eisen ist, missen
andere Umweltsignale moglicherweise im Zusammenspiel mit dem "quorum sensing -System
fur die Regulation dieser Virulenzfaktoren verantwortlich sein. Von der Arbeitsgruppe Cohen
(University of Rhode Island, USA) wurde das Lungenphospholipid Monopal mitoyl-
Phosphatidinsaure (MPPA) entdeckt und charakterisiert, das sich durch die fortschreitende
Gewebezerstorung im Laufe einer P. aeruginosa Infektion in den betroffenen Organen und
damit auch in den Atemwegssekreten ansammelt und dabeil die weitere Synthese der Elastase
hemmt, ohne jedoch das Wachstum der Bakterien oder die Siderophorsynthese zu
beeinflussen. Interessanterweise wurde in einigen Arbeiten gezeigt, dal3 eine Vielzahl von P.
aeruginosa Stammen, die aus Sputa chronisch infizierter Patienten isoliert wurden, erheblich
weniger Elastase und alkalische Protease produzieren as die Stdmme, mit welchen sich die
Patienten ursprunglich infizierten (Fegan et al., 1990; Jagger et al., 1983; Luzar und Montie,
1985). Es kann daher vermutet werden, dal3 es im Verlauf einer chronischen Infektion fir P.
aeruginosa von Vorteil ist, nur bestimmte Virulenzfaktoren zu produzieren, um im Wirt
persistieren zu konnen.

Bel Untersuchungen zur Wirkungsweise der Phospholipide wurde anhand von MPPA
festgestellt, dal? diese Substanzen in der Lage sind, sowohl Calcium as auch Magnesium zu
komplexieren und sich damit ahnlich wie EDTA (Ethylendiamintetraacetat) verhalten, das
ebenfalls in der Lage ist, neben anderen Kationen auch mit Calcium und Magnesium
reversibel Chelatkomplexe zu bilden. Es wurde gezeigt, dal3 P. aeruginosa Kulturen, die in
LB-Medium mit 2 bis 128 uM EDTA kultiviert wurden, ein normales Wachstum und eine
normale Pyoverdinsynthese aufwiesen. Wahrend jedoch in Gegenwart von 2 bis 16 uM
EDTA normale Konzentrationen an Exoprotease gefunden wurden, zeigten die zellfreien
Uberstande der Ubrigen Ansitze mit  hoheren EDTA-Konzentrationen  keine
Exoproteaseaktivitét. Da in weiteren Versuchen gezeigt werden konnte, dal3 die Zugabe von
32 bis 128 uM EDTA zu zellfreien Uberstanden von spétlogarithmischen P. aeruginosa LB-
Kulturen keinen inhibierenden Einflul auf die Proteaseaktivitét der einzelnen Ansétze hatte,
kann davon ausgegangen werden, dal3 EDTA und wahrscheinlich auch MPPA nicht die
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Aktivitédt der Protease, sondern vor allem ihre Sekretion oder Synthese beeinflussen (Cohen,
unveroffentlichte Ergebnisse).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sollten kldren, ob unterschiedliche
EDTA-Konzentrationen in Nahrmedien Einflul3 auf die Menge an AHL-Molekilen in den
Kulturlberstanden haben und damit fir die verminderte Expression verschiedener
Virulenzfaktoren wahrend einer chronischen Infektion verantwortlich sein konnten. Da in
keinem der untersuchten Kulturtiberstande wesentliche Unterschiede in der Konzentration an
AHL-Molekulen als Reaktion auf die unterschiedlichen EDTA-Mengen im N&hrmedium
festgestellt wurden, gibt es momentan keinen Beleg fur die Wirkungsweise von EDTA oder
MPPA.

D.3 AHL-Produktion klinischer P. aeruginosa | solate

P. aeruginosa ist en opportunistisch humanpathogener Keim, der vor alem bei
immunsupprimierten Patienten haufige Ursache schwerer Infektionen ist (Pollack, 1990).
Insbesondere im Zusammenhang mit der Erbkrankheit Mukoviszidose stellt dieser Erreger ein
ernstes Problem dar, da es hier zu einer chronischen Kolonisierung der Atemwege mit
einhergehender Zerstérung der betroffenen Organe kommt (Govan und Deretic, 1996). Fir
die Expression zahlreicher Virulenzgene ist in P. aeruginosa ein ‘quorum sensing -System
verantwortlich, dal3 auf den LuxR/Luxl homologen Regulatoren LasR/Lasl und RhIR/RhlI
beruht (Bainton et al., 1992; Gambello und Iglewski, 1991). Mit der Entdeckung des luxl
homologen Gens lasl konnte gezeigt werden, dal? diese Autoinducer-Synthase neben geringen
Mengen an OHHL und OOHL vor allem OdDHL produziert (Passador et al., 1993; Pearson et
al., 1994). Die zweite bisher in P. aeruginosa charakterisierte Autoinducersynthase Rhll ist
fir die Synthese der beiden Molekile BHL und HHL in einem Verhdltnis von 15:1
verantwortlich (Pearson et al., 1995; Winson et al., 1995). Zudem konnte gezeigt werden, dal3
die Expresson des Rhl "quorum sensing-Systems vom Las "quorum sensing-System
abhangig ist (Latifi et al., 1996), so dal3 beide Systeme Teil einer hierarchisch organisierten
“quorum sensing -Kaskade sind (Williams et al., 1996). Wie die DC-Analysen der AHL-
Extrakte, die aus den Kulturlberstdnden ausgewdhlter P. aeruginosa Isolate gewonnen
wurden, zeigen, konnte fur einige der untersuchten Stéamme (AHL-Profile 4-6 in Abbildung
C.15, A/B) mit den beiden Sensoren E. coli (pSB403) und C. violaceum CV026 die
Produktion aller bisher in P. aeruginosa identifizierter AHL-Molekile (BHL, OHHL, HHL,
OOHL, OdDHL) anhand ihrer spezifischen R-Werte bestétigt werden. Interessanterweise
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wurden noch zwei zusétzliche Spots identifiziert, die sich an den fur ODHL (Rq-Wert: 0,18)
und OtDHL bzw. dDHL (beide Ri-Wert: 0,02) charakteristischen Positionen auf der DC-
Platte befinden. Ahnliche P. aeruginosa AHL-Profile wurden bereits von Shaw et al. (1997)
mit Hilfe des A. tumefaciens NT1 (pDCI41E33) Sensors bei der Analyse von P. aeruginosa
PAO1 Extrakten gefunden. Allerdings war mit der in dieser Arbeit verwendeten
Sensorkombination eine differenziertere Detektion der verschiedenen AHL-Molekile
moglich. So erlaubte der E. coli Sensor einen sehr viel aussagekréftigeren Nachweis
insbesondere der langerkettigen AHL-Molekile und mit dem C. violaceum Sensor konnte
auch BHL, das von den anderen Sensoren nur sehr insensitiv detektiert wird, nachgewiesen
werden. Ob die beiden langkettigen AHL-Molektile ODHL und OtDHL bzw. dDHL von einer
der beiden bisher beschriebenen Autoinducer-Synthasen Lasl und Rhll produziert werden
oder ob mdglicherweise eine dritte, noch nicht charakterisierte Autoinducer-Synthase fir
deren Herstellung verantwortlich ist, ist zur Zeit noch unklar und mul3 in weiterfiihrenden
Experimenten untersucht werden.

Wie gezeigt werden konnte, variiert die Produktion an AHL-Molekilen zwischen
verschiedenen P. aeruginosa Isolaten sehr stark. Es konnten sogar Isolate identifiziert werden,
die unter den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kultivierungsbedingungen nur noch so
geringe Mengen an AHL-Molekilen herstellen, dal3 diese mit den beiden Sensoren kaum
mehr nachgewiesen werden konnten. Um eindeutig zu klédren, ob diese Bakterien Uberhaupt in
der Lage sind, detektierbare Mengen an AHL-Molekilen zu produzieren, wurden sie unter
individuell optimierten Wachstumsbedingungen angezogen und die hergestellten AHL-
Extrakte zusdtzlich konzentriert. In vielen Fallen wirkte sich beispielsweise Glyzerin als
Kohlenstoffquelle glnstig auf die Menge an produzierten AHL-Molekilen aus, so daf3
zumindest schwache Signale mit einem fuir HHL typischen Ri-Wert detektiert werden
konnten. Dadurch konnte gezeigt werden, dal3 ale untersuchten P. aeruginosa Isolate zur
Produktion von AHL-Molekilen beféhigt sind.

Das Auftreten von Stammen, in deren Uberstanden lediglich HHL gefunden werden konnte,
ist genaugenommen mit dem oben beschrieben Regulationssystem, wonach das Rhl “quorum
sensing -System mit den dazugehorigen AHL-Molekilen HHL und BHL unter der Kontrolle
des Las "quorum sensing-Systems mit den AHL-Molekilen OdDHL, OOHL und OHHL
steht, nicht zu vereinbaren. Eine mogliche Erklarung fur dieses Phéanomen konnte eine sehr
niedrige Konzentration der von Lasl produzierten AHL-Molekile sein, so dal3 diese zwar in
den Kulturtiberstanden vorhanden sind, von den Sensoren aber nicht detektiert werden

kénnen. Es konnten aber auch aternative Regulationsmechanismen fur die Herstellung der
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von Rhll produzierten AHL-Molekiile in diesen Stammen wirksam sein. Sowohl lasl als auch
rhll Mutanten produzieren immer noch geringe Mengen an Rhamnolipiden und Elastase und
eine vollige Unterdriickung beider Phanotypen ist nur in einer lasl/rhll Doppelmutante
moglich (Pearson et al., 1997). Es ist daher wohl davon auszugehen, dal? beide Systeme auch
unabhéngig voneinander funktionstiichtig sind und sich zumindest teilweise ersetzen kdnnen.
So zeigte Pesci et al. (1997), dal3 obwohl LasR/OdDHL und RhIR/BHL bevorzugt an die
Promotoren von lasB bzw. rhlAB binden, LasR/OdDHL auch die Expression von rhlAB und
RhIR/BHL auch die Produktion von LasB steuern kann.

Bel Patienten, die an Mukoviszidose leiden, durchlauft P. aeruginosa im Verlauf einer
chronischen Infektion der Atemwege zahlreiche phanotypische Verénderungen als Anpassung
an die speziellen Lebensbedingungen in der Lunge. Derartige P. aeruginosa Stamme
synthetisieren beispielsweise grof3e Mengen des Exopolysaccharides Alginat (Fegan et al.,
1990), gewohnlich fehlen ihnen Pili und Flagellen (Mahenthiralingam et al., 1994). Sie
weisen keine O-spezifischen Lipopolysaccharide auf (Hancock et al., 1983) und produzieren
nur noch geringe Mengen der extrazelluléren Virulenzfaktoren (Burke et al., 1991; Woods et
al., 1986; Woods et al., 1991). Davon vielen dieser Virulenzfaktoren bekannt ist, dal3 sie Gber
‘quorum sensing -Systeme reguliert werden, wurde im Rahmen dieser Arbeit die AHL-
Produktion zahlreicher P. aeruginosa Stamme, die Uber einen Zeitraum von zehn bis elf
Jahren aus Sputa von chronisch infizierten Mukoviszidosepatienten isoliert wurden,
analysiert. Der Vergleich der AHL-Profile der P. aeruginosa Isolate macht deutlich, dal3
weder die Mengen noch die Typen der produzierten AHL-Molekile sich wesentlich
unterscheiden, wenn die jeweiligen Stdmme unter standardisierten Wachstumsbedingungen
kultiviert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die phanotypischen Anpassungen
als Reaktion auf die Bedingungen in der Lunge wahrend einer chronischen Infektion ihre
Ursache nicht in einer veranderten AHL-Konzentration haben konnen. Nachdem in der
Vergangenheit bereits mehrere Regulatoren entdeckt wurden, die neben den LuxRI-
homologen Proteinen entscheidenden Einfluf3 auf die Produktion von Virulenzfaktoren haben,
konnten moglicherweise diese fur die phanotypischen Veranderungen verantwortlich sein.
Neben den Genprodukten von rsalL, vir, gacA wurde vor alem der Einflu3 von RpoS
untersucht. Wahrend friihere Arbeiten berichten, dal3 der alternative Sigmafaktor RpoS, der
fur die algemeine Stressantwort der Zelle verantwortlich ist, in P. aeruginosa durch die
beiden "quorum sensing’-Systeme reguliert wird (Latifi et al., 1996), zeigen neueste
Untersuchungen an einer rpoS Mutante, dal3 die Transkription von rpoS nicht nur unabhangig
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von RhIR/RhII sein dirfte, sondern sogar die Synthese von Rhll reprimiert (Whiteley et al.,
2000). Abgesehen von der widerspriichlichen Situation, was die genauen hierarchischen
Verhdltnisse zwischen den beiden Regulationssysteme Rhll und RpoS anbelangt, bestétigen
beide Studien die wichtige Rolle des alternativen Sigmafaktors bei der Regulation der
Produktion verschiedener Virulenzfaktoren. In P. aeruginosa wird ebenso wie in E. coli das
rpoS Gen beim Ubergang der Kultur in die stationdre Wachstumsphase induziert und da von
E. coli bekannt ist, da3 RpoS die Expression von tber 35 Genen verstérkt (Loewen und
Hengge-Aronis, 1994) dirfte dieser Regulator in P. aeruginosa eine &hnlich zentrale
Bedeutung haben. So zeigte eine P. aeruginosa rpoS Null-Mutante einen Defekt in der
allgemeinen Stressantwort und eine gestorte Regulation mehrerer Exoprodukte, darunter
Pyocyanin und Exotoxin A (Jorgensen et al., 1999; Suh et al., 1999).

Bel der Bewertung der Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit im Zusammenhang mit
Isolaten aus Mukoviszidosepatienten erhalten wurden, mul3 jedoch stets berlicksichtigt
werden, dal3 sdmtliche Untersuchungen unter in vitro Bedingungen durchgefthrt wurden und
dal3 sich vermutlich bestimmte Unterschiede zwischen einzelnen Stdmmen nur bei
Kultivierung der Isolate unter in situ Bedingungen auspragen wirden. Um diesem Problem zu
begegnen, wurden vor kurzem AHL-Sensoren eingesetzt, die auf dem grin fluoreszierenden
Protein basieren (Andersen et al., 2000). Diese neuen Sensoren ermdglichten zum ersten Mal,
AHL-abhangige Genexpression auf Einzelzellebene in Lungengewebe infizierter Méuse
nachzuweisen (Wu et al., 2000).

In vorliegender Arbeit wurden auch die AHL-Profile mehrerer P. aeruginosa Stdmme
verglichen, die aus zwel Patienten isoliert worden waren, die zusédtzlich mit B. cepacia
infiziert waren. Interessanterweise unterscheiden sich beide B. cepacia Stamme deutlich in
der Menge der produzierten AHL-Molekile und nehmen daher mdglicherweise auch
unterschiedlich Einflu? auf die AHL-Produktion der co-koloniserenden P. aeruginosa
Stdmme. Im Falle des Mukoviszidosepatienten, der mit dem B. cepacia Stamm (B. cepacia
H111) infiziert war, der OHL und HHL produzierte, konnte eine stark verringerte AHL-
Produktion der P. aeruginosa Isolate beobachtet werden. Obwohl der molekulare
Mechanismus fur diese auffdlige Verdnderung noch unklar ist, konnte AHL-vermittelte
Kommunikation zwischen den beiden Bakteriengattungen moglicherweise die Ursache dafir
sein, dal3 sich unter diesen Bedingungen eine P. aeruginosa Mutante mit einer verminderten
AHL-Produktion etablieren koénnte. Von McKenney et al. (1995) wurde bereits

intergenerische Kommunikauion zwischen P. aeruginosa und B. cepacia beschrieben. Es
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konnte in diesem Fall gezeigt werden, dal3 konzentrierte, zellfreie Kulturlberstdnde von P.
aeruginosa PAOL Einflufd auf die Produktion verschiedener Virulenzfaktoren in B. cepacia
hatten.

Mit Hilfe der sogenannten Ausschlufthybridisierung (Wassill, 1999) - einer speziellen
Hybridisierungstechnik, die es erlaubt, auch geringe genotypische Unterschiede zwischen
nahverwandten Stdmmen zu detektieren - wurde untersucht, ob minimale
Sequenzunterschiede aufgrund von Mutationen fir die unterschiedlich stark ausgeprégte
AHL-Produktion bei verschiedenen P. aeruginosa Isolaten verantwortlich sind. Mit dieser
neuen Methode wurden jene P. aeruginosa Stamme untersucht, die vor und nach Co-
Infektionen mit dem AHL-positiven B. cepacia Stamm H111 isoliert wurden. Aus den
Ergebnissen dieser Untersuchungen konnten jedoch keine Hinweise auf Sequenzunterschiede
relevanter Gene  erhalten werden. Moglicherweise  ist die  genannte
Ausschluf3hybridisierungstechnik zu insensitiv, um einzelne Punktmutationen nachzuweisen,
die fur die unterschiedlichen Phanotypen verantwortlich sein konnten.

D.4 Vergleich der AHL-Produktion bel Vertretern verschiedener B. cepacia

Genomovare

Der Vergleich der AHL-Profile der untersuchten Vertreter verschiedener B. cepacia
Genomovare bzw. phylogenetisch nah verwandter Arten hat gezeigt, dal? teilweise erhebliche
Unterschiede in Menge und Art der produzierten AHL-Molektle bel den einzelnen Stdmmen
beobachtet werden konnen. Als Faustregel kann jedoch gesagt werden, dal3 B. cepacia
zumeist OHL und in geringeren Mengen HHL produziert.

Diese Untersuchungen ergaben auch, daf3 Bakterienstdmme des Genomovars Il (syn.: B.
multivorans) keine oder nur sehr geringe Mengen an AHL-Molekilen produzieren. Es wird
momentan versucht, die luxR und luxl homologen Gene, cepR und cepl, zu klonieren und zu
sequenzieren, um so weitere Informationen Uber die zugrundeliegenden Ursachen dieses
Phanomens zu erhalten. Von besonderem Interesse sind auch einige Stdmme des Genomovars
V (syn.. B. viethamiensis), die durch ihre besondere Fahigkeit zur Produktion eines
zusétzlichen langkettigen AHL-Molekils auffielen. Die Klonierung der cepl Gene in
Expressionsvektoren und die anschlief3ende Analyse der produzierten AHL-Molekile nach

heterologer Expression in E. coli sollen zeigen, ob mdglicherweise weitere luxl homologe
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Gene in diesen Stammen fur die Produktion langkettiger AHL-Moleklle verantwortlich sind
(Gotschlich, personliche Mitteilung).

Im Vergleich zu dem mittlerweile umfangreichen Wissen Uber die Rolle von AHL-Molekilen
bei der Regulation der Genexpression in P. aeruginosa steht die Aufklérung des "quorum
sensing -Systems von B. cepacia noch ziemlich am Anfang. Erste Untersuchungen an nicht
néher charakterisierten B. cepacia Stdmmen von McKenney et al. (1995) deuteten die
positiven Reaktionen von drei Biosensoren, die unterschiedliche Sensitivitdten fur bestimmte
AHL-Molekile aufwiesen, mit dem Vorhandensein von OHHL, BHL und HHL in den
Uberstanden dieser beiden Stamme. Die beiden Molekiile OHHL und BHL konnten jedoch
bei keinem der in dieser Arbeit untersuchten Stdmme aus den zellfreien Uberstanden
extrahiert werden. Die Ursache dafir durfte wohl darin zu finden sein, dafd die
Schluf¥folgerungen von McKenney et al. mit dem aktuellen Kenntnisstand Uber die
Reaktionsspezifitdt der verwendeten Biosensoren kaum mehr vereinbar sind. Mittlerweile
konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werde, dal?3 diese Sensoren neben den natirlich
vorkommenden AHL-Molekiltypen auch andere AHL-Molekile detektieren und dal3
deswegen eine genauere ldentifizierung der produzierten AHL-Molekile nur durch
Einbeziehung weiterer analytischer Methoden wie etwa der DC oder MS mdglich ist
(McClean et al., 1997; Winson et al., 1998). Kurzlich konnte OHL in Kulturiberstanden von
einem Vertreter des Genomovar 11l zweifelsfrel nachgewiesen werden (Lewenza et al., 1999).
Aullerdem weisen die Autoren darauf hin, dal3 in verschiedenen B. cepacia Umweltisolaten
noch weitere AHL-Moleklle gefunden werden konnten. Diese Resultate stimmen sehr gut mit
den Ergebnissen dieser Arbeit Uberein, wonach OHL neben HHL jenes AHL-Molekdl ist, das

bei nahezu allen untersuchten AHL-positiven B. cepacia Stammen gefunden wird.

D.5 Isolierung und Charakterisierung AHL-Molekulproduzierender Bakterien aus der
Rhizosphére von Tomaten

Um zu untersuchen, wie verbreitet AHL-produzierende Bakterien in der Rhizosphére von
Tomaten sind, wurden insgesamt 60 Isolate mit den beiden Biosensoren E. coli MT102
(pSB403) und C. violaceum CV026 durchgemustert. Wahrend in den Kreuzausstrichen 13
Stdmme deutliche Signale lieferten, konnte bel der anschlief3end durchgefihrten DC-Analyse
nur in den Extrakten von acht Isolaten eine fur die Detektion ausreichende Menge an AHL-

Signalmolekilen nachgewiesen werden. Die zu geringe Konzentration an AHL-Molekilen in
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den Uberstanden dieser Stamme konnte moglicherweise durch den Einsatz von LB-Medium,
wie es standardmaldig fur die Herstellung der Dichlormethanextrakte bel diesem Versuch
verwendet wurde, bedingt sein. Es ist daher mdglich, dal3 diese Bakterien gréf3ere Mengen an
AHL-Molekilen erzeugen, wenn sie unter anderen Nahrstoffbedingungen angezogen werden.
Moglicherweise produzieren diese Bakterien auch mehr AHL-Molekile, wenn sie as
kompakter Biofilm, wie z.B auf festen Nahrbdden, wachsen. Da sich in einem Biofilm die
einzelnen Zellen in unmittelbarem Kontakt zueinander befinden, miféte es aufgrund der
positiven Ruckkopplungeffekte der "quorum sensing -Systeme zu einer erheblich gesteigerten
Produktion von AHL-Molekilen kommen. In der Arbeitsgruppe Molin (Department of
Microbiology, Technical University of Denmark, Lyngby, DK) wurden spezielle
Durchflul3kammern entwickelt, die es erlauben, Bakterien unter definierbaren Bedingungen
als Biofilm zu kultivieren. Diese neue Technik wird zur Zeit zur Aufklérung dieser
Fragestellung eingesetzt.

Zur ldentifikation der acht Rhizosphérenisolate wurde die 16S-rDNS sequenziert und
aufgrund der Sequenzdaten ein phylogenetischer Stammbaum erstellt. Die acht Isolate kénnen
somit sechs verschiedenen Bakterienspezies zugeordnet werden. Entsprechend der
verwendeten Selektivmedien, die neben verschiedenen Vollmedien bei der Isolierung der
Bakterien aus der Rhizosphdre verwendet wurden, konnten erwartungsgeméald sowohl
Vertreter der Gattung Pseudomonas als auch der Gattung Burkholderia gefunden weden. Bel
den Ubrigen Isolaten handelte es sich um Vertreter der Gattungen Aeromonas, Rahnella und
Enterobacter. Mit Ausnahme der Gattung Rahnella wurden fir Vertreter der dbrigen
Gattungen die AHL-Systeme mit den entsprechenden AHL-Molekilen bereits charakterisiert
(Swift et al., 1993; Swift et al., 1997; Nasser et al., 1998; Pierson et al., 1998; Lewenzaet al.,
1999). Die Produktion von AHL-Molekilen in Zusammenhang mit Rahnella wurde jedoch
bei Swift et al. (1993) bereits erwéahnt. Es fehlt jedoch bis jetzt eine genau Charakterisierung
der luxR/ luxl homologen Gene. Zur Veranschaulichung der Zugehdrigkeit der Isolate zu den
jeweiligen Bakterienspezies wurde aufgrund der erhatenen Sequenzdaten en
phylogenetischer Stammbaum erstellt (Abbildung D.2).
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Abbildung D.2: Phylogenetisches Dendrogramm berechnet nach der “Neighbour-Joining” Methode der 16S-
rDNS Sequenzen der untersuchten Rhizosphéarenisolate unter Verwendung eines Sequenzfilters, der nur
Alignmentpositionen beriicksichtigt, die bei 50 % der im Datensatz vorhandenen Bakterien vorhanden
sind.

80



E. Zusammenfassung

E. Zusammenfassung

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dal3 zahlreiche Bakterien Uber komplexe Zell-
Zell-Kommunikationssysteme zur Regulation verschiedener Zielgene verfigen. Die
Ubertragung von Information findet bei diesen Systemen mittels kleiner Signalmolekiile statt.
Bei den Gram-negativen Bakterien sind N-Acyl-L-homoserinlactone (AHL) die am besten
untersuchte Gruppe von Signalmolekilen und werden in einem Prozef3, der als “quorum
sensing” bezeichnet wird, von den Bakterien zur Bestimmung der eigenen Populationsdichte

verwendet.

In vorliegender Arbeit wurden die Spezifitdten und Sensitivitdten der AHL-Sensoren E. coli
MT102 (pSB403), E. coli MT102 (pSB1075), Chromobacterium violaceum CV026,
Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372) und E. coli JM105 (pJBA89) in
Kombination mit der von Shaw et al. (1997) entwickelten Methode gegeniber AHL-
Molekilen ermittelt und verglichen. Die Untersuchungen ergaben erhebliche Unterschiede in
der Sengitivitéat und Spezifitét der einzelnen Sensorsysteme.

Es wurde der Einfluf verschiedener Kultivierungsbedingungen auf die Produktion von AHL-
Molekilen am Beispiel von Pseudomonas aeruginosa analysiert. Diese Untersuchungen
ergaben, dal3 das Nahrmedium einen entscheidenden Einflufd auf die Konzentration an AHL-
Molekilen in den Kulturibersténden hat. Es stellte sich zudem heraus, dal3 AHL-Molekile
unter akalischen Bedingungen instabil sind und da die im Medium eingesetzte
Kohlenstoffquelle einen entscheidenden Einflufd auf den pH-Wert stationarer Kulturen austibt.
Demgegenuber zeigten unterschiedliche Eisen- und EDTA-Konzentrationen in den
N&hrmedien keinen Einflul auf die Konzentration an AHL-Molekilen in den
Kulturtiberstanden.

Auf der Basis dieser Untersuchungen wurden umfangreiche Analysen zur Produktion von
AHL-Molekilen bel P. aeruginosa Stammen durchgeftihrt, welche von chronisch infizierten
Mukoviszidosepatienten stammten. Anhand dieser Stémme, die Uber einen Zeitraum von bis
zu elf Jahren isoliert wurden, konnte gezeigt werden, dal’ weder die Mengen noch die Typen
an AHL-Molekilen sich im Verlauf einer chronischen Infektion wesentlich &ndern. Eine
interessante Ausnahme stellte der Fall eines Patienten dar, der mit einem B. cepacia Stamm
co-infiziert wurde, der selbst AHL-Molekile produzierte. Die P. aeruginosa Isolate dieses
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Patienten wiesen eine deutliche Reduzierung in den Mengen der produzierten AHL-Molekile

auf.

Um zu kléaren, wie verbreitet die Fahigkeit zur Produktion von AHL-Molekilen bei der
Gattung Burkholderia ist, wurden représentative Stdmme der diversen B. cepacia
Genomovare untersucht. Wie sich herausstellte, produziert der Uberwiegende Teil der
untersuchten Stamme OHL und in geringeren Mengen HHL. Auffallenderweise synthetisieren
ale getesteten Vertreter von B. multivorans keine oder nur sehr geringe Mengen an AHL-
Molekulen.

Desweiteren wurden AHL-molekllproduzierende Bakterien aus der Rhizosphdre von
Tomaten isoliert und die produzierten AHL-Molekile charakterisiert. Zur Identifizierung der
isolierten Organismen wurde die 16S-rDNS sequenziert. Die Isolate konnten den Gattungen

Aeromonas, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas und Rahnella zugeordnet werden.
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