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1 Einleitung

Mukoviszidose (Synonym: Cystische Fibrose - CF) ist die haufigste letale autoso-
mal vererbte Krankheit der weiflen Bevolkerung. Fast jeder 20. Nordeuropéer ist
asymptomatischer, heterozygoter Triger einer von iiber 200 bekannten rezessiven
Mutationen des Genes fiir den Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR),
einen epithelialen Chloridtransporter. Bei Homozygoten kann dies zu einem
funktionellen Defekt und damit zu einer Viskosititserhohung der Sekrete der
exokrinen Driisen fiihren. Die dadurch verminderte mukozilidre Clearance hat
unter anderem eine chronischen Bronchitis mit Atelektasen und Bronchiektasien
zur Folge. Sie pradisponiert zu bakteriellen Superinfektionen. (Murken et al.;
1996). Typisch ist die Folge der Erreger im Verlauf der Infektion. So leiden in der
Altersgruppe unter vier Jahren 70% der Patienten unter Staphylokokken-Infektio-
nen. Im Verlauf verschiebt sich das Erregerspektrum, so daf ab dem jungen
Erwachsenenalter chronische Infektionen durch Pseudomonas aeruginosa mit
einer Priavalenz von 80% vorherrschen. Die Antibiotikatherapie ist dann meist
palliativ und Eradikationen sind selten. Im weiteren Verlauf wiederholen sich
akute pulmonale Exacerbationen. Die zunechmende irreversible Schidigung des
Lungengewebes fiihrt schlieBlich nach Jahren zum Tod durch Lungenversagen

(Govan et al.; 1996).

Die komplexe Pathogenese der chronischen pulmonalen Infektion durch P. aerugi-
nosa ist noch nicht vollstdndig verstanden. Bei ihrer Erforschung wurde in neuerer
Zeit eine Vielzahl von Mechanismen zur Etablierung der Infektion und Evasion
der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr des Wirtes entdeckt. Hier spielt
die Sekretion von Toxinen eine bedeutende Rolle. Wie zahlreiche gramnegative
Bakterien besitzt P. aeruginosa mehrere Protein-Sekretionsysteme. Uber das

Typ-II-Sekretionssystem werden zum Beispiel Proteasen und Toxine in die
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Umgebung des Bakteriums sezerniert. Das Typ-III-Sekretionssystem (TTSS)
ermoglicht dagegen iiber einen direkten Zell-Zell-Kontakt die Translokation von
Exotoxinen in das Zytoplasma von Zellen des Wirtes. Dariiber hinaus bildet P.
aeruginosa Biofilme, in denen die Bakterien auf Oberfldchen haften und durch
eine Matrix aus Muko- polysaccharid geschiitzt sind. Bisher ist wenig iiber die
Regulation des Typ-III-Sekretionssystemes bekannt. Eine mit Biofilmbildung,
Matrixproduktion und dem Typ-II-Sekretions- system koordinierte Expression
erscheint jedoch sinnvoll. Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, den EinfluB von

Regulationsmechanismen auf das TTSS von P. aeruginosa zu untersuchen

1.1 Mikrobiologie von P. aerguinosa

P. aeruginosa zéhlt zu den Nonfermentern. Diese Bezeichnung umfaft eine phylo-
genetisch sehr heterogene Gruppe von Bakterien, die zur y-Subklasse der Prote-
obacteria gehort. Sie beschreibt gramnegative Stdbchenbakterien, die nicht ohne
den Zusatz von Nitrat, Nitrit oder Arginin anaerob wachsen kdnnen und dann auch
keine Kohlenhydrate fermentieren. In der Natur kommen Nonfermenter meist im
Wasser und im Boden vor und sind mit wenigen Ausnahmen apathogen oder
opportunistische Krankheitserreger. Der Begriff Pseudomonas (,,Falsches Urkor-
perchen) wurde 1894 eingefiihrt und sollte alle geraden, stdbchenformigen und
polar begeiflelten Bakterien zusammenfassen. Spiter folgten weitere Einschrén-
kungen, so etwa auf gramnegative und nicht sporenbildende Bakterien, sowie
obligate Aerobier. Nach phylogenetischen Reklassifizierungen insbesondere auf
der Basis von Sequenzvergleichen der 16S rRNA umfaf3t die Familie der Pseudo-
monadaceae heute sieben Gattungen, darunter das Genus Pseudomonas. Die
Typspezies P. aeruginosa wurde 1862 erstmals beschrieben. Thren Namen erhielt
sie vom griinspanfarbigen (lat. aerugo = Griinspan) Belag auf infizierten Wunden.
Dieser entsteht durch die Blaufarbung von Wundsekreten, durch wasserlosliche,
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fluoreszierende Farbpigmente von P. aeruginosa, darunter unter anderem das
Pyocyanin. Daher stammt auch die alte Bezeichnung Bacterium pyocyaneum
(Bakterium des blauen Eiters). Ebenso charakteristisch ist der an Lindenbliiten
erinnernde Geruch, der durch die Bildung von o-Aminoacetophenon zustande

kommt. Das optimale Wachstum findet bei 36 +/- 1°C statt (Brandis et al.; 1994).

1.2 Die Bedeutung von P. aeruginosa als

Krankheitserreger

Fir den immunkompetenten Menschen hat P. aeruginosa selten Bedeutung als
Krankheitserreger. Eine asymptomatische Besiedelung ist hdufig. Die intakte Haut
und die Schleimhéute als Barriere bieten zusammen mit der unspezifischen und
spezifischen Immunabwehr einen ausreichenden Schutz vor invasiven Infektionen.
Die Minderung der Keimabwehr durch eine pridisponierende Grunderkrankung
oder die Storung der Barrierefunktion der Haut und Schleimhéute ist eine Voraus-
setzung fiir eine Infektion. Deren Verlauf ist dann jedoch durch das Arsenal an
bakteriellen Virulenzfaktoren, die intrinsische Resistenz gegen ein breites

Spektrum der Antibiotika und die rasche Entwicklung neuer Resistenzen geprégt.

AufBlerhalb des Krankenhauses finden sich vor allem Infektionen ldnger bestehen-
der Hautdefekte (z.B. Ulcus cruris) und die akute Ofitis externa. Invasion iiber
minimale cutane Verletzungen wie Injektionsstellen, besonders bei parenteralem
Drogen-Abusus, konnen ein Ecthyma grangraenosum, ein bosartiges, scharf
begrenztes Ulcus zur Folge haben. Héufig sind ebenfalls posttraumatische Augen-
infektionen und Keratitiden bei Tragern von Kontaktlinsen. Bei hospitalisierten
Personen priadisponieren Tuben, Kaniilen und Katheter fiir Infektionen mit P.

aeruginosa. Inhalation des Erregers kann zu nekrotisierenden Bronchitiden und



Pneumonien mit Neigung zur Generalisation fithren. Harnwegsinfektionen finden
sich auch haufig bei Tragern von Dauerkathetern und nach urologischen Operatio-
nen. Chronische Pyelonephritiden entstehen auf dem Boden von Variationen der
Anatomie der Harnwege sowie bei rezidivierender Nephrolithiasis. Unter Antibio-
tikatherapie sind schwere Enterokolitiden mit wéBriger bis blutiger Diarrhoe,
Dehydratation und Fieber beschrieben worden. Der Verlust der Barrierefunktion
der Haut bei Verbrennungen fiihrt bei Infektion der Brandwunden zu einem massi-
ven Eindringen von P. aeruginosa. Ein Eintritt ins GefaBsystem geht mit lebensge-
fahrlichen Septikdmien und Endokarditiden einher. Wie eingangs dargestellt, tritt
bei Patienten mit Zystischer Fibrose regelhaft eine chronische Infektion der Lunge
auf. Durch eine frithzeitige préventive Antibiotikabehandlung beim ersten Auftre-
ten von P. aeruginosa kann eine Verbesserung der Uberlebensdauer erreicht
werden. Der Verlauf ist dennoch durch akute Exacerbationen gekennzeichnet und
filhrt zu zunehmender Degeneration des Lungengewebes und schlielich zum

Organversagen (Brandis et al.; 1994).

1.3 Die wichtigsten Virulenzfaktoren von P. aeruginosa

P. aeruginosa besitzt zahlreiche Virulenzfaktoren. Eine Rolle spielt hier unter
anderem die Sekretion von Enzymen zur Modifikation des Extrazelluldirraumes
und von Toxinen, die Auspragung eines Biofilmes auf Oberflichen und die Sekre-

tion einer extrazelluldren Matrix.

1.3.1 Proteinsekretion

Gramnegative Bakterien besitzen im Gegensatz zu grampositiven Bakterien eine
doppelte Zellmembran. Proteinsekretion bedeutet hier also den Transport iiber die
innere Membran, den periplasmatischen Raum und die duflere Membran. Im

Periplasma steht kein ATP zur Verfligung, so daB3 die Sekretionssysteme die
4



Energie zur Translokation iiber die duflere Membran in anderer Form erhalten. Die
korrekte Faltung der sezernierten Proteine beziehungsweise das Verhindern einer
Faltung und Aktivierung von Enzymen im Periplasma erfordert teilweise die

Anwesenheit eines Chaperones (Thanassi et al.; 2000).

Hierfiir sind bis heute fiinf verschiedene Klassen von Sekretionssystemen bekannt.
Teilweise ermdglichen sie den gesamten Sekretionsvorgang iiber beide Membra-
nen. Andere transportieren nur iiber die duflere Membran. Hier ist der General
Secretory Pathway (GSP) der Ausgangspunkt. Die zwei Translocasen Sec und
TAT translozieren Proteine unter Verbrauch von ATP in den periplasmatischen
Raum. Der Unterschied zwischen den beiden Systemen ist, da3 TAT Proteine in
gefaltetem Zustand translozieren kann, wéhrend Sec Proteine in entfalteter Konfor-

mation transportiert. (Ubersicht: Abbildung 1.1)
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Abbildung 1.1: Bisher sind bei gramnegativen Bakterien 5 Klassen von Sekretionssystemen bekannt,

die Proteine aus dem Cytoplasma des Bakterium in das extrazelluldre Milieu (Typ I, I und V sowie
teilweise Typ IV) beziehungsweise in eukaryonte Wirtszellen (Typ III und IV) translozieren konnen.
Die Typ-1I- und Typ-V- sowie ein Teil der Typ-IV-Sekretionssysteme translozieren nur iiber die dufere
Bakterienmembran. Hier ist die vorausgehende Bereitstellung des Substrates im Periplasma durch die
Transportsysteme Sec und TAT notwendig. Bei der Typ-V-Sekretion bildet ein Teil des sezernierten
Proteins selbst die Translokationspore in der d&ufleren Membran und spaltet das Substrat nach Transloka-

tion ab (Autotransporter).

1.3.1.1 Typ-I-Sekretion

Typ-I- oder ABC-Transporter dienen gramnegativen Bakterien zur Sekretion von
Toxinen, Proteasen und Lipasen. Den Prototyp stellt der Transporter des o.-Hadmo-
lysins HlyA von E. coli dar. Durch den ABC-Transporter werden Proteine direkt
iiber beide Membranen ohne Zwischenaufenthalt und ohne Prozessierung im

Periplasma sezerniert. Der Transporter besteht aus drei Proteinen. An der
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zytoplasmatischen Seite der inneren Membran befindet sich eine ATP-bindenden
Cassette (ABC). Die ABC erkennt fiir den Transporter spezifische carboxitermi-
nale Sekretionssignale der Substrate. Das trimere Membran-Fusions-Protein
(MFP) scheint, eventuell zusammen mit der ABC, die Pore in der inneren
Membran zu bilden. Durch Bindung an das in der duBeren Membran als Pore
verankerte, ebenfalls trimere Protein TolC bilden MFP und TolC zusammen einen
Kanal im Periplasma. Unter Hydrolyse von ATP an der ABC wird dann das
Substrat sezerniert. AnschlieBend bricht die Bindung zwischen den einzelnen
Komponenten wieder ab (Koronakis et al; 2000). P. aeruginosa sezerniert auf
diese Weise die Alkalische Protease AprA, die Lipase A und das Heme-Aquisiti-

on-Protein (HasA), das Eisen aus Him und Hémoglobin aquiriert.

1.3.1.2 Typ-II-Sekretion

Typ-II-Transporter ermdglichen ebenfalls die Sekretion von Enzymen, die die
umgebende Matrix verdandern, und von Toxinen. Hierzu gehoren das Enzym Pullu-
lanase (PulA) von Klebsiella oxytoca, das Stirke hydrolysiert, und das Cholerato-
xin von Vibrio cholerae. Der Ablauf der Typ-II-Sekretion dhnelt strukturell und
funktionell der Biogenese von Typ-IV-Fimbrien. Untereinheiten des Typ-II-Sekre-
tionsapparates bilden auch einen Pseudopilus. Die Substrate {iberqueren die innere
Membran iiber das Sec- oder alternativ auch iiber das TAT-System, spalten im
Periplasma das aminoterminale Sekretionssignal ab, das sie fiir die Sekretion {liber
die Innere Membran markiert, und falten sich. Deshalb wird der Typ-II-Sekretions-
mechanismus auch als Main Terminal Branch (MTB) des Sec-abhingigen General
Secretion Pathway bezeichnet. In der auleren Membran ist ein so genanntes Secre-
ton verankert. Dieses besteht aus 12 bis 16 Untereinheiten und bildet eine Pore in
der duBeren Membran. Anteile des Sekretionsapparates sind auch an der inneren

Membran verankert und die Bildung einer Struktur, die sich zwischen den
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Membranen ausspannt ist wahrscheinlich. Diese konnte ATP an der inneren
Membran hydrolysieren und die notwendige Energie zum aktiven Transport auf
das Secreton tibertragen, da im Periplasma kein ATP vorhanden ist. P. aeruginosa
sezerniert mit seinem Typ-II-System Xcp die Mehrzahl der extrazelluldren Protei-
ne. Hierzu gehoren unter anderem Lipasen, Elastasen, eine Alkalische

Phosphatase, eine Phospholipase und das Exotoxin A.

1.3.1.3 Typ-III-Sekretion

Das so genannte Typ-III-Sekretionssystem (TTSS) emdglicht eine direkte Translo-
kation von Toxinen iiber die innere und dullere bakterielle und die eukaryonte
Zellmembran in das Zytoplasma von Zellen des Wirtsorganismus. Es findet sich
als Mikroinjektionsapparat fiir Effektorproteine bei EHEC, EPEC, Salmonellen,
Shigellen (Cheng et al; 2000) und Yersinien (Ruckdeschel et al.; 1996). Auch P.

aeruginosa besitzt ein solches Sekretions-System.

Innerhalb der gramnegativen Bakterien sind etwa zwanzig verschiedene Proteine
bekannt, die zum Sekretionsapparat gehdren. Davon sind acht zwischen den
verschiedenen Spezies hochkonserviert. Diese haben starke Homologien zu Protei-
nen aus den Basalkorpern der Flagellen, die die Komponenten der Flagelle sezer-
nieren. Das spiegelt sich im Aufbau des TTSS wieder. Eine zylindrische Basis
dhnlich dem Basalkdrper der Flagelle verankert eine langliche, wie eine Injektions-
nadel hohle Struktur in den Zellmembranen des Bakteriums. Zur Translokation
dient eine Pore in der eukaryonten Zellmembran, die durch bakterielle Proteine
gebildet wird. Neben den extrazelluldren Strukturproteinen des Sekretionsappara-
tes werden Effektor-Proteine, so genannte Exoenzyme oder Exotoxine, transpor-

tiert und transloziert. Bei P. aeruginosa sind bisher vier verschiedene bekannt:



ExoS und ExoT stimmen zu 75 % in der Aminosédure-Sequenz iiberein (Krall et
al.; 2000) und haben zwei verschiedene enzymatische Aktivitdten. Der C-Termi-
nus ist eine ADP-Ribosyltransferase, die das eukaryonte Signalprotein Ras inakti-
viert. Die Aktivitit von ExoT als ADP-Ribosyltransferase betridgt aber lediglich
0,2 % im Vergleich zu ExoS (Yahr et al.; 1996). Der N-Terminus inaktiviert kleine
GTP-bindende Proteine, wie RhoA, Racl und Cdc42 (Ganesan et al.; 1998,
Vincent et al.; 1999 und Olson et al.; 1999). ExoS und ExoT inhibieren hierdurch
die Signal-Transduktion der Wirtszelle und fiithren zu einer Zerstérung des Aktin-
Zytoskelettes (Pederson et al.; 1999). Damit verhindern sie effektiv eine Phago-
zytose durch Wirtszellen (Kazmierczak et al.; 2001). Fiir die Hemmung von Rho
durch andere bakterielle Toxine ist auch eine Stérung der Wundheilung beschrie-
ben worden. Dem entsprechend wurde auch bei ExoT eine herabgesetzte Regene-
ration von Lungenepithel in einem Modell nachgewiesen (Geiser et al.; 2001). Da
Ras auch eine Rolle bei der T-Zell-Aktivierung spielt, konnte auch diese durch
ExoS gehemmt werden. Die Hemmung der Signaltransduktion hat einen zytotoxi-
schen Effekt. ExoT totet eukaryonte Zellen aber in deutlich geringerem Maf3e ab
als ExoS (Sundin et al.; 2001).

Die Lipase ExoU zerstort nach Translokation Wirtszellmembranen und fiihrt
dadurch zu Lyse und Nekrose (Sato et al. 2003). Stimme von P. aeruginosa, die
ExoU exprimieren, besitzen eine deutlich niedrigere LDs, im Maus-Modell als
ExoU-negative Staimme (Allewelt et al.; 2000). Deletion von exoT und exoU bei
zuvor hochpathogenen Stimmen verhindert eine systemische Entziindung und
einen septischen Schock nach Instillation in die Lungen von Kaninchen

(Kurahashi et al.; 1999).



ExoY ist eine Adenylatcyclase mit Homologie zu CyaA von Bordetella pertussis
und EF von Bacillus anthracis und fiihrt wie diese zu einem Anstieg des cAMP-
Spiegels in den eukaryonten Zellen (Yahr et al.; 1998). Die Folge sind unter
anderem Odembildung sowie Hemmung der Sauerstoffradikalbildung und Chemo-
taxis durch Makrophagen und Monozyten. Hierdurch diirfte auch die ExoU-unab-

hingige Lyse von Phagozyten vermittelt werden (Dacheux et. al; 2000).

Welche Signale das TTSS aktivieren ist noch nicht abschliefend geklért. Die
sezernierten Proteine scheinen zwei Sekretionssignale innerhalb der ersten 100
Aminosduren am Amino-Terminus und eines in der 5’-Region ihrer mRNA zu
besitzen. Chaperone verhindern eine Degradierung der noch nicht sezernierten
Proteine im Zytosol der Bakterien und lagern die beiden Bausteine der Transloka-
tionspore, PopB und PopD vor der Sekretion aneinander (Béttner et al.; 2002).
Abbildung 1.2 zeigt einen schematischen Aufbau des TTSS.
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Inhibition von eukaryonte Zelle
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Abbildung 1.2: Typ-IlI-Sekretion: Der Sekretionsapparat ist aus mehreren Proteinen (Psc) zusammenge-
setzt und besitzt hohe Homologie zum Basalkorper von Flagellen, der seinerseits Strukturproteine der
Flagelle sezerniert. Nach Dissoziation von PopN folgt die Sekretion der Bausteine der Nadel (PscF) und
der Translokationspore in der Wirtszellmembran, PopB und PopD. Diese wurden zunéchst durch ein
Chaperon aneinander angelagert. Sie bilden auch die Pore in der eukaryonten Zellmembran. Anschlie-
Bend erfolgt die Sekretion der Effektorproteine (schwarz) {iber die innere und &uflere sowie die eukary-
onte Zellmembran unter Hydrolyse von ATP. Die einzelnen Exoenzyme haben in der Wirtszelle unter-

schiedliche Aktivititen und Funktionen.

Die Gene fiir das TTSS von P. aeruginosa befinden sich mit Ausnahme der Gene
fiir die Effektor-Proteine in der 55 min Region des Chromosoms. Sie zeigen hohe
Homologie zu den Genen des Yop-Regulons, dem TTSS der Yersinien, das auf
dem Virulenz-Plasmid pYV liegt (Frank; 1997). Bei P. aeruginosa sind die Gene
der Effektorproteine des TTSS iiber mehrere Stellen des Chromosoms verteilt.

Zusammen mit den gemeinsam exprimierten Strukturproteinen des TTSS bilden
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sic das so genannte ExoS-Regulon (Abbildung 1.3). Die Verteilung auf dem
Chromosom des Typstamms von P. aeruginosa, PAOI1, zeigt Abbildung 1.4.
(Stover et al.; 2000)

GEAD  CEsA) CEoAD

> L > >

pscO  pscN popN periper2 per3 pcrd  pcrD  perRperG  perV perH popB popD/ exsCexsBexsA exsD \iscB-L

trans-Regulatory-Locus

Abbildung 1.3: Das 1850kb grole ExoS-Regulon besitzt mehrere Operons, das heifit gemeinsam
transkribierte Open Reading Frames (Pfeile). Diese enthalten wiederum die Gene fiir die Strukturpro-
teine des TTSS. Ihre Transkription ist ExsA-abhédngig. Das Regulon enthélt auch den trans-Regulatory-
Locus. Hier befinden sich die Gene fiir die positiven Regulatoren der Expression des TTSS: ExsA und
ExsC. exsB wird nicht transkribiert. ExsD wirkt als negativer Regulator, indem es ExsA bindet. Gekenn-

zeichnet sind auch die Bindungsstellen fiir ExsA.

58 kb - exoT
(1068 kb - exol)

PAO1 Chromosom
6264 kb

1850 kb

4304 kb ExoS-Regulon

exoS

2410 kb - exoY

Abbildung 1.4: Typ-III-Sekretion: Lokalisation des Sekretionsapparates und der Effektorproteine auf
dem Chromosom von P. aeruginosa (PAO1). (exoU findet sich nicht beim Stamm PAO1.)

Die Transkription des ExoS-Regulons, einschlieBlich der Effektorproteine, wird

durch den Exoenzyme-S-Trans-Regulatory-Locus reguliert. Dieser gehort
12



ebenfalls zum ExoS-Regulon und enthdlt unter anderem die Gene fiir die
Transkriptionsaktivatoren ExsA und ExsC und fiir den Inhibitor ExsD. Operons
sind Gruppen von Genen, die zusammen transkribiert werden. Alle Operons des
ExoS-Regulon besitzen ein ExsA-Consensus-Element, das heiflit eine Bindungs-
stelle fiir ExsA. Dieses liegt 51 oder 52 Basenpaare vor dem Startpunkt der
Transkription und weist die Sequenz TNA AAA NA auf (Hovey et al.; 1995).
ExsA besitzt hohe Homologie zu VirF von Yersinia enterocolitica, einem
Transkriptionsaktivator aus der AraC-Familie (Frank et al.; 1991). Mutationen, die
zu einem Funktionsverlust von exs4 fiihren verhindern eine Synthese von ExoS
(Frank, et al.; 1994). ExsD wirkt als negativer Regulator, indem es ExsA bindet
(McCaw et al; 2002). ExsC wiederum stimuliert die Expression von ExsA durch
Bindung von ExsD (Goranson et al.; 1997). Die Deletion von exsC fiihrt zu einer

bis zehnfach verminderten Produktion von ExoS (Frank et al.; 1991).

Zahlreiche Beobachtungen belegen, dafl Typ-IlI-Sekretion bei Infektionen durch
P. aeruginosa eine Rolle spielt. Im Tiermodell wurde gezeigt, daB die Gabe von
IgG-Antikorpern gegen PcrV, einer Komponente des Translokationsapparates,
zum Uberleben einer sonst todlichen Infektionsdosis fiihrt (Shime et al.; 2001).
Dort kann dies auch durch eine aktive Immunisierung gegen PcrV erreicht werden
(Holder et al.; 2001-2). Bei Menschen mit Cystischer Fibrose finden sich im Fall
einer pulmonalen Infektion Antikorper gegen Bestandteile des TTSS und gegen
Exoenzyme im Serum (Moss et al.; 2001). Eine weitere Studie untersuchte iiber
einhundert klinische Isolate von P. aeruginosa unterschiedlicher Herkunft. In allen
Isolaten wurde ein Gen fiir ein Strukturprotein (PopB) und fiir mindestens ein
Effektor-Protein (ExoT) nachgewiesen. Zusitzlich fanden sich in den meisten
Isolaten dariiber hinaus ein bis zwei weitere Gene fiir Exoenzyme (72 % exoS, 28

% exoU, 89 % exoY) (Feltman et al.; 2001). Die Virulenz von P. aeruginosa wird
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beim Menschen durch den Besitz eines TTSS stark erhoht. So ist bei einer
Pneumonie von beatmeten Patienten durch P. aeruginosa ein TTSS-positiver
Phinotyp mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert. (Hauser et al.;
2002) Gleiches gilt flir infizierte Brandwunden (Holder et al.; 2001-1). Das
Risiko, an einer Infektion des tiefen Respirationstraktes oder an einer systemischen
Infektion zu versterben, ist bei einem solchen Erregerstamm sechsfach erhoht.
Insbesondere Erreger, die im Besitz der Gene fiir ExoU und ExoT zusammen sind,
fithren zu einer hohen Letalitit (Burman et al.; 2001). Untersuchungen an Zellkul-
turen und Nagern ergaben, dall dieser Genotyp besonders ausgeprigte Schiden am

Lungenepithel verursacht (Fleiszig et al.; 1997).

1.3.1.4 Typ-IV-Sekretion

Der Aufbau des Typ-IV-Proteintransporters dhnelt dem Membrananteil von
Typ-IV-Pili. Dieser sezerniert Bausteine der Pili. Aber auch bakterielle Konjugati-
onssysteme besitzen Homologien zu diesem System. Neben Proteinsekretion
ermoglichen Typ-IV-Systeme wie das VirB-System von Agrobacterium tumefaci-
ens sogar die Ubertragung von DNA, z. B. onkogener T-DNA auf Pflanzenzellen.
Ahnlich wie bei der Typ-III-Sekretion werden dabei Substrate, wie zum Beispiel
der T-DNA-Komplex, iiber einen Pilus direkt in die Wirtszelle transloziert. Andere
Substrate, wie das Pertussistoxin PT von Bordetella pertussis, werden jedoch auch
ohne Zellkontakt in den extrazelluldren Raum sezerniert. Die typischerweise neun
Untereinheiten des Typ-IV-Sekretionssystemes scheinen #hnlich wie bei den
anderen Sekretionssystemen das Periplasma zu iiberspannen. Teile bilden
wiederum eine Pore in der dulleren Membran. Wahrend bei den Konjugationssys-
temen der DNA-Export in einem Schritt erfolgt, erfolgt die Typ-IV-Proteinsekre-
tion in zwei Schritten. Dabei stellt bei einem Teil der Bakterienarten (z. B. B.

pertussis) das Sec-System die Substrate im Periplasma bereit. Bei anderen
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Bakterienarten (z. B. A. tumefaciens) besitzt wohl das Typ-IV-Transportsystem
selbst die Moglichkeit, das Substrat {iber die innere Membran zu translozieren. Ein
Typ-I'V-Transporter oder die Sekretion von Virulenzfaktoren iiber ein Typ-IV-Sys-

tem ist bei P. aeruginosa aber bisher nicht bekannt.

1.3.1.5 Typ-V-Sekretion

Es gibt mehrere Untergruppen von Typ-V-Transportern. Thr gemeinsames Charak-
teristikum ist, da3 sie Proteine, die liber den GSP in das Periplasma gelangt sind
iiber eine Pore, die aus mehreren B-Faltblatt-Doménen besteht (f-Barrel) sezernie-
ren. Die Substrate besitzen ein N-terminales Sekretionssignal fiir den GSP, das

wihrend des Exports ins Periplasma abgespalten wird.

Die Autotransporter der AT-1-Familie (Va-Transporter) besitzen daneben zwei
weitere Doménen. Die Passenger-Doméne stellt das eigentliche sezernierte Protein
dar. Die B-Domiéne integriert sich in die &ulere Membran, bildet die Transportpore
und transportiert die Passenger-Doméne ohne weitere Energiezufuhr nach extrazel-
luldr, worauf diese abgespalten wird. Bei der AT-2-Familie (Vc-Transporter) wird
die Transportpore durch ein Oligomer aus den B-Doméinen mehrerer Autotranspor-
terproteine gebildet. Eine weitere Variante ist das Two-Partner-System (TPS oder
Vb-Transporter). Hier werden die Passenger-Doméne und die f-Doméne als zwei
einzelne Proteine ins Periplasma sezerniert. P. aeruginosa sezerniert iiber Typ-V-

Transporter mehrere degradierende Enzyme (Henderson et al.; 2004).
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1.3.2 Sekretion von Nicht-Proteinen

1.3.2.1 Pigmente
P. aeruginosa sezerniert mehrere Pigmente. Am bekanntesten und bisher am

besten untersucht sind das Pyocyanin und das Pyoverdin.

Wie eingangs dargestellt stammt der urspiingliche Name Bacterium pyocyaneum,
vom blauen Pigment Pyocyanin. Es ist ein redoxaktives Phenazinderivat und kann
sowohl das Wachstum anderer Bakterien inhibieren, als auch mit einer Vielzahl
von Funktionen eukaryonter Zellen interferieren. Dazu gehoren Zellatmung,
Zilienschlag, epidermales Zellwachstum, Calciumhomdoostase, Interleukin-2-Frei-

setzung und Immunglobulinsekretion durch B-Zellen (Ran et al.; 2003).

Das gelbgriine Pyoverdin wird durch eine nichtribosomale Peptidsynthetase aus
Aminoséduren erzeugt. Es ist ein Siderophor, das heif3t, es bindet dreiwertiges Eisen
und vermittelt dessen Aufnahme als Ferrosiderophor in die Bakterienzelle (Corne-

lis et al.; 2002).

1.3.2.2 Mukopolysaccharide und Biofilmbildung

Polysaccharide sind hochpolymere Kohlenhydrate (Glycane). Bei dem Mukopoly-
saccharid Alginat handelt es sich um ein Uronsdurecopolymer aus 3-D-Mannuron-
sdure und o-L-Guluronat. Die Anteile der beiden Uronsduren variieren. Ebenso
variiert die Lange der Polymere und damit ihre Molekiilmasse. Die Uronsduren
sind Monosaccharide, die durch Oxidation des C-6 eine Carboxylgruppe erhalten
haben und sind deshalb negativ geladen. Sie binden grofle Mengen Wasser und
geladene Molekiile. O-acetyliertes Alginat ist die Hauptkomponente des von P.
aeruginosa produzierten Mukus und bildet mit eingelagerten Kalziumionen ein

hoch flexibles und elastisches Gel. Es dient als Matrix fiir die Bildung eines
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Biofilmes. Die Zusammensetzung des Geles bestimmt die Durchléssigkeit fiir
verschiedene Stoffe und schiitzt die eingebetteten Bakterien vor biologischen und

chemischen antimikrobiellen Faktoren sowie vor Phagozytose (Evans et al.; 1973).

Bakterielle Biofilme sind organisierte und strukturierte Verbunde von Bakterien.
Die Bildung eines Biofilmes beginnt mit der Anhaftung von vorher planktonisch
wachsenden Bakterien an einer Oberfliche. Membranproteine ermdglichen aktive
Bewegung (Flagelle) und Herstellung des Oberflachenkontaktes (Pili). Durch
Vermehrung der nun sessilen Bakterien in der Ebene kommt es zur Entwicklung
von Mikrokolonien. Diese wachsen dann auch in die Hohe. Durch Sekretion von
Alginat entwickelt sich ein reifer Biofilm, in dem die Bakterien in palisadenartigen
Kolonien angeordnet sind. Wasser und Nahrstoffe gelangen durch ein Kanalsys-
tem zu den einzelnen Mikrokolonien. In dieser Form haften Bakterien fest an
Oberflichen und widerstehen Scherkriften (Abbildung 1.5) (Costerton et al.;
1999).

Abbildung 1.5: Entwicklung eines Biofilmes: Anheftung der Bakterien an eine Oberfliche - Bildung

von Mikrokolonien und Synthese von Matrix - Differenzierung zum reifen Biofilm.
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Die Bildung von Biofilmen ist niitzlich, wo Bakterien in Symbiose, zum Beispiel
mit Pflanzenwurzeln, leben. Es erleichtert Krankheitserregern wie P. aeruginosa
aber auch ein Wachstum auf kiinstlichen Oberflichen. Dies betrifft auch Katheter,
Implantate und medizinische Geréte. Biofilme von P. aeruginosa kommen aber

auch auf organischen Oberflachen, etwa in der Lunge von Patienten mit CF, vor.

Alginat bietet Schutz vor Antikérpern, Komplement und Phagozyten des Wirts.
Ebenso verschlechtert sich durch Biofilmbildung die Effektivitét der antibiotischen
Therapie, so dal eine Eradikation des Keimes aus der Lunge meist nicht mehr
moglich ist. Die einzelnen Bakterien im Biofilm haben zwar gegeniiber den plank-
tonisch wachsenden eine vergleichbare Empfindlichkeit fiir Antibiotika, ein
Biofilm im Ganzen ist jedoch meist unempfindlicher (Spoering et al; 2001).
Hierbei konnten verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen. Fiir die Mehrzahl
der Antibiotika stellt Alginat keine physikalische Barriere dar. Sie konnen die
Matrix des Biofilmes in ausreichender Konzentration durchdringen. Fiir Amino-
glykoside lieB sich allerdings zeigen, daB der Biofilm eines mucoiden Stammes um
ein Vielfaches resistenter ist als der eines non-mucoiden Stammes (Hentzer et al.;
2001) und dies an einer Hemmung der Diffusion durch die im Alginat enthaltenen
Calciumionen liegt. (Nichols et al.; 1988). Daneben herrschen im Inneren des
Biofilmes microaerophile bis anaerobe Bedingungen und der Stoffwechsel der
Bakterien ist deutlich verlangsamt. Unter diesen Bedingungen erreicht man durch
Antibiotikatherapie nur eine Reduktion der Keimzahl im Biofilm. Eine vollstin-
dige Abtdtung wie in einer Fliissigkultur wird nicht erreicht (Coquet et al.; 1998).
Wihrend des chronischen Verlaufes der CF treten zusitzlich regelhaft Varianten
von P. aeruginosa auf, die durch eine iiberschiefende Produktion von Alginat
gekennzeichnet sind. Damit ist die Unterdriickung der Biofilmbildung fiir die

Behandlung von Patienten mit CF von Bedeutung.
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1.4 Regulation von Pathogenititsgenen

Nur ein kleiner Teil der Gene von Bakterien wird konstitutiv, das heif3t in gleich-
bleibendem Maf exprimiert. Diese bezeichnet man auch als House Keeping Genes.
Die Mehrzahl der Gene wird jedoch nicht stindig exprimiert sondern nur unter
bestimmten Bedingungen und mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten.
Hierdurch kann eine Anpassung an Umweltfaktoren, wie zum Beispiel die

Umgebungstemperatur, erfolgen. Hierzu gibt es mehrere Mechanismen.

Transkription bedeutet die Erzeugung von Einzelstrang-RNA am Muster von
Doppelstrang-DNA. Hierzu muf} erst die bakterielle RNA-Polymerase aus ihren
vier Untereinheiten zusammengesetzt werden. Dieses Tetramer stellt das Core-En-
zyme dar. Durch Bindung an einen so genannten Sigmafaktor entsteht das funkti-
onsfahige Holoenzym. Gene besitzen eine Regulatorische Einheit, die auch
Promotorregion genannt wird und sich upstream, das heifit in Richtung der
Transkription vor dem Startcodon, befindet. Sie wird nicht transkribiert. Das
Holoenzym der RNA-Polymerase bindet nun in der -35 Region im Promotorbe-
reich von Genen, die hier eine zum Sigmafaktor passende Basensequenz (Consen-
sus-Sequenz) besitzen. Es kommt zur Bildung eines Komplexes aus Polymerase
und DNA. Je nach Zustand des Bakteriums konne verschiedene Sigmafaktoren
exprimiert werden. Dadurch ist es moglich Gruppen von Genen mit einem gemein-
samen Signal in der Promotorregion iiber den Wechsel des vorherrschenden
Sigmafaktors zu aktivieren. So genannte Antisigmafaktoren binden Sigmafaktoren
oder verhindern auf andere Weise die Bildung eines Komplexes mit der RNA-Po-

lymerase. (Abbildung 1.6)

19



RNA-Polymerase
Induktor

Repressor

DNA

0SS

codierende DNA

Aktivator -35-Region Operatoren -10-Region Startcodon Stopcodon
Anlagerung der (Basen 1-3)
RNA-Polymerase

- PROMOTOR =

Abbildung 1.6: Aufbau eines Genes. Der codierende Teil, das heifit der Teil der DNA, der in RNA
transkribiert wird, beginnt mit dem Startcodon und endet mit einem Stopcodon. Thm geht die so
genannte Promotorregion voraus. Die RNA-Polymerase lagert sich hier bereits etwa 35 Basenpaare vor
dem Startcodon an. Sie besteht aus dem Core-Enzym (2 o- und je eine B1- und B2-Untereinheit) und
dem Sigmafaktor (o). Sigmafaktoren sind austauschbare Proteine, die bestimmte Basensequenzen in der
-35 und -10-Region erkennen und so die Transkription von Genen mit dieser Sequenz veranlassen. Im
Bereich zwischen -35 und 1 liegen Bereiche der DNA, die als Operatoren bezeichnet werden. Sie
konnen so genannte Repressoren (Stop) oder Aktivatoren (Go) binden, Proteine, die die Bindung der
RNA-Polymerase hemmen oder fordern. Induktoren sind Proteine, die die Bindung von Repressoren

verhindern konnen.

Operatoren sind DNA-Sequenzen in der Promotorregion von Genen. Sie kdnnen
Proteine, die als Repressoren bezeichnet werden, binden und dadurch die Anlage-
rung der RNA-Polymerase an die DNA behindern. Hierdurch wird die Transkrip-
tion negativ reguliert. Zum anderen konnen Proteine, die als Induktoren bezeichnet
werden, die Bindung von Repressoren verhindern und die Transkription somit
positiv regulieren. Proteine, die als Aktivatoren bezeichnet werden, binden oft
noch weiter upstream an die DNA und férdern die Bindung der DNA-Polymerase
und somit die Transkription. Hat die RNA-Polymerase das Startcodon erreicht,

beginnt sie mit der Transkription der DNA in mRNA (Birge, 2000).
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1.4.1 Regulation von Virulenzfaktoren durch Sigma- und
Antisigmafaktoren

1.4.1.1 RpoS - der Sigmafaktor der stationiren Phase

Der vorherrschende Sigmafaktor in P. aeruginosa in die stationdre Phase ist RpoS.
Seine Expression steigt zu ihrem Beginn stark an (Tanaka et al.; 1994). Daneben
kann die Expression von RpoS auch durch Kohlenhydratmangel ausgelost werden.
Stimme von E. coli, die das homologe Gen nicht besitzen, erzeugen auflerdem
kein Glycogen, sind thermolabiler und sensitiver gegeniiber H,O, und sterben
wéhrend des Kohlenhydrat-Mangels schneller ab als der Wildtyp (Lange et al.;
1991). Eine RpoS-Mutante (SS24) exprimiert verstirkt Pyocyanin. Die Virulenz-
faktoren Exotoxin A, Elastase und die Protease LasA werden von SS24 in geringe-

rem Ausmal gebildet (Suh et al.; 1999).

1.4.1.2 AlgU, MucA und die Konversion zum Mucoiden Phinotyp

Die Produktion von Alginat, dem Exopolysaccharid von P. aeruginosa, steht unter
Regulation des algU-mucABCD-Gen-Clusters, das innerhalb der gramnegativen
Bakterien mit wenigen Variationen konserviert ist. AlgU ist ein weiterer alternati-
ver Sigmafaktor und das Ortholog zu o® von E. coli, das die Transkription von
Genen als Antwort auf StreBbedingungen aktiviert. MucA ist an der Innenseite der
Zellmembran iiber eine einzelne Transmembrandoméne in der Membran verankert.
MucD und MucB befinden sich im periplasmatischen Raum. MucA wirkt als
Antisigmafaktor von AlgU, indem es das Holenzym aus AlgU und der RNA-Poly-
merase an die Zellmembran bindet. Erhélt das Bakterium tiber MucC ein StreBsig-
nal {tbertrdigt MucB das Signal auf MucA. MucA gibt darauthin den
AlgU-RNA-Polymerase-Komplex frei. Dies fiihrt zur Transkription unter anderem

von Genen von Enzymen, die P. aeruginosa fir die Produktion von Alginat aus
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Fructose bendtigt. Hierzu gehoren die Phosphomannose-Isomerase AlgA, die

Phosphomannoglucomutase AlgC und die GDP-Mannose-Dehydrogenase AlgD.

extrazellulares Milieu /

aulere

Zellmembran
N\

Zytoplasma )
. innere

|

Alginatsynthese

Periplasma

Abbildung 1.7: Regulation der Alginatsynthese in P. aeruginosa: Der Antisigmafaktor MucA ist an der
inneren Zellmembran lokalisiert und bindet den Sigmafaktor AlgU. MucB befindet sich im periplasma-
tischen Raum. MucC fungiert als Sensor fiir StreBbedingungen wie hohe Temperaturen oder hohen
Salzgehalt des extrazelluldren Milieu und gibt ein Signal durch MucB an MucA weiter. Dies fiihrt zur
Redistribution von AlgU ins Zytoplasma und zur Aktivierung der Alginatbiosynthese.

Ein Defekt von mucA fiihrt iiber eine erhohte Redistribution von AlgU ins
Zytoplasma zu einer Uberproduktion von Alginat (Rowen et al.; 2000). Dieser
Defekt kennzeichnet iiber 80% der Stimme von P. aeruginosa mit einem mucoi-
den Phénotyp. Diese konnen im Verlauf der chronischen pulmonalen Infektion bei
CF ab einem gewissen Zeitpunkt regelhaft aus der Lunge isoliert werden. Bei den
meisten dieser Isolate wird eine Mutation im circa 600 bp grofen mucA-Gen
gefunden, die im Bereich zwischen dem 289. und 480. Basenpaar liegt. Hierbei
handelt es sich mit anndhernd gleicher Haufigkeit um Deletionen einzelner Basen,

Insertionen oder Transitionen, durch die ein Stopcodon in diesem Bereich entsteht
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(Boucher et al.; 1997). Durch oxidativen Strefl kann diese Mutation auch in vitro
ausgelost werden. Ebenso konnte das Auftreten von mucoiden P. aeruginosa nach
Behandlung eines Biofilmes eines zuvor nicht-mucoiden Stammes mit aktivierten
neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Dariiber hinaus fiihrt die
Mutation im mucA-Gen zu weiteren Verdnderungen im exprimierten
Proteinmuster, die bedeutsam fiir die Anpassung an die Umweltbedingungen in der
Lunge bei CF sein kdnnten. Zum Beispiel wurde gezeigt, daB3 ein mucoider Stamm
von P. aeruginosa weniger Elastase und alkalische Protease bildet (Mathee et al.;
1999). Das Auftreten von mucoiden Isolaten ist hdufig mit der Chronifizierung der

Infektion und einer klinischen Verschlechterung assoziiert.

1.4.2 Quorum Sensing

Interzelluldre Signale, die Zellmembranen passieren konnen, und Botenstoffe, die
Signale zwischen einzelnen Organismen {ibertragen, sind im Pflanzen- und
Tierreich weit verbreitet. Zum Beispiel regulieren Hormone Entwicklung, Diffe-
renzierung und Metabolismus der einzelnen Zellen eines Organismus. Doch auch
Bakterien besitzen Signalmolekiile, die eine Kommunikation zwischen einzelnen
Zellen ermoglichen. Dieser Mechanismus wurde Quorum Sensing (QS) genannt
und bei Vibrio fischeri zuerst beschrieben, einem Bakterium, das in Symbiose mit
Tiefseefischen lebt. Die Gene des lux-Operons von V. fischeri, die liber QS gesteu-
ert werden, ermoglichen Biolumineszenz. Bei anderen Bakterienarten werden
neben Genen, die fiir das Leben in Symbiose mit hheren Organismen notwendig
sind, auch Virulenzfaktoren gesteuert. Alle besitzen in ihrer Promotor-Region eine
nach dem /ux-Operon benannte /[ux-Box. Sie hat die Minimal-Sequenz

NNCT-(N);-AGNN.
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Als Botenstoffe dienen bei grampositiven Bakterien Peptide und bei gramnegativ-
en alkylierte Homoserinolactone, aber auch andere Molekiile (Bassler, 1999). Die
einzelnen Homoserinolactone der gramnegativen Bakterien variieren in der Linge
und in den Seitenketten der Alkylkette. Sie werden auch Autoinducer genannt, da
sie iiber QS auch ihre eigene Synthese stimulieren. Jede Bakterienzelle fiir sich
produziert den Botenstoff mittels einer Autoinducer-Synthetase, einem Enzym der
LuxI-Protein-Familie. Diese verbindet einen Alkylrest, der an ein Alkyl-Carrier-
Protein gebundenen ist, unter Freisetzung des Carrier-Proteines mit S-Adenosyl-
methionin.  Durch  Abspaltung von  5-Methylthioadenosin ~ wird  das
Alkyl-S-Adenosylmethionin lactonisiert. Abbildung 1.8 zeigt die Strukturformel
der dabei entstehenden Alkylhomoserinolactone (AHL).

Autoinducer konnen die Zellmembran frei permeieren, so dal mit der Dichte der
Bakterien ihre Konzentration extra- und intrazelluldr gleichermaflen ansteigt. Der
Begriff Quorum Sensing beschreibt, da3 die Bakterien hierdurch ihre Populations-
dichte bestimmen. Bei zunchmender intrazelluldrer Konzentration bindet der
Autoinducer an ein Regulator-Protein der LuxR-Familie. Der Komplex aus
Regulator und Autoinducer fordert die Transkription des Regulators, der Autoin-
ducer-Synthetase und der weiteren Zielgene (Fuqua et al.; 1998). Abbildung 1.10
verdeutlicht den selbstverstirkenden Regelkreis innerhalb eines Bakteriums und
die Interaktion mit den anderen Bakterien der gleichen Art in der Umgebung, die

ihrerseits wiederum Autoinducer produzieren.

P. aeruginosa besitzt zwei derartige QS-Systeme. Das /las-System mit dem Autoin-
ducer 3-Oxododecylhomoserinolacton (OdDHL) reguliert eine Elastase, das
rhi-System mit dem Autoinducer Butyrylhomoserinolacton (BHL) eine Rhamno-

syltransferase. Die Strukturformel der Autoinducer zeigt Abbildung 1.9.
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T

CH3-R2-C-C O

Abbildung 1.8: Strukturformel der Autoinducer, der Botenstoffe gramnegativer Bakterien (nach Parsek
et al.; 2000)

R1: H, OH oder O
RZI(CHz)z.M oder CH:-CHz-CH:CH-CHQ-CHz

O
3 - Oxododecylhomoserinolacton

CH3-(CH2)2 -C @)

Butyrylhomoserinolacton

Abbildung 1.9: P. aeruginosa - Autoinducer: 3-Oxododecylhomoserinolacton oder OdDHL ist der

Autoinducer des  Lasl/LasR-Systemes, Butyrylhomoserinolacton oder BHL der des
RhII/RhIR-Systemes.
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Abbildung 1.10: QS-Regelkreis: Die QS-Synthetase erzeugt aus S-Adenosylmethionin (SAM) und
einem an ein Carrier-Protein (ACP) gebundenen Alkyl-Rest ein Alkylhomoserinolacton (Al). Dieses
gelangt durch freie oder erleichterte Diffusion durch die Zellmembran. Innerhalb der Zelle bindet es an
den Regulator. Dieser Komplex fordert die Transkription der Synthetase, des Regulators und weiterer
Gene (X). Das AusmaB ist dabei von der Konzentration des Alkylhomoserinolactones und damit von
der Dichte der synthetisierenden Bakterien in der Umgebung abhingig. Somit stimuliert das Homoseri-
nolacton seine eigene Synthese. Deshalb wird es auch Autoinducer (Al) genannt. In Klammern sind die

korrespondierenden Enzyme von P. aeruginosa angegeben.

In P. aeruginosa erzeugen Bakterienpopulationen mit niedriger Wachstumsdichte
mittels der Synthetase Lasl eine basale Konzentration von OdDHL. Bei steigender
Dichte bindet OdDHL an den Regulator LasR, und der Komplex aktiviert das
rhIR-Gen und riickkoppelnd das las/-Gen. RsaL inhibiert bei niedriger Stimulation
des las-Systemes die Expression von /asl. Auf diese Weise wird bei niedrigen
Populationsdichten die vorzeitige Aktivierung des las-Systems verhindert. Erst
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wenn eine ausreichende Konzentration von OdDHL bei steigender Dichte die
Gegenregulation von RsaL iiberwindet (De Kievit et al.; 1999), fiihrt die Induktion
von lasl durch LasR zu einer Selbstverstirkung des [as-Systemes. Gleichzeitig
aktiviert es dann das rA/-System und dieses verstarkt sich wiederum selbst. Sind
die Systeme aktiv, werden andere Gene, die nicht an der Signalkette beteiligt sind

und zum Beispiel Virulenzfaktoren kodieren, aktiviert (Parsek et al.; 2000).

Klasse | =z B.: pgsH (Quinolon-Signal Produktion)

KlaSSG Il z B.: pvdD (Pyoverdinsynthese)

Expression

Klasse Ill # B.: rhll, rhIAB (Rhamnolipidsynthese)
hcnB (Hydrogencyanidsynthese),
phzC (Phenazinsynthese)

Kl \VAE2 B.: lasB (Elastase)
asse acrB (Multidrug Efflux Pump)
. I BT, W™, o

Optische Dichte

exponentielle,  stationare
Phase Phase

= « @ nur OdDHL
== = nur BHL

OdDHL und BHL

Abbildung 1.11: Gene von P. aeruginosa, die durch Quorum Sensing reguliert werden, lassen sich in
vier Klassen einteilen. Die Klassen I und III werden bereits in der logarithmischen Phase verstérkt
exprimiert, die Klassen I und IV erst in der stationdren Phase. Die Klassen I und II werden durch
OdDHL allein maximal stimuliert, die Klassen IIl und IV bendtigen zusdtzlich BHL. (nach Whiteley et
al.; 1999).
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Gene, die durch QS reguliert werden, finden sich iiber das gesamte Chromosom
von P. aeruginosa verstreut. Nach ihrer Regulation kann man sie in verschiedene
Klassen einteilen: Frithe Gene, die bereits in der exponentiellen Phase exprimiert
werden (Klassen I und IIT), unterscheiden sich von spidten Genen, die erst in der
stationdren Phase verstirkt transkribiert werden (Klassen II und IV). Auf der
anderen Seite kann man Gene, die durch OdDHL alleine stimuliert werden kénnen
(Klassen I und II), von solchen unterscheiden, die fiir die hochste Induktion beide
Autoinducer (OdDHL und BHL) benétigen (Klassen III und 1IV) (Whiteley et al.,
1999) (Abbildung 1.11).

Die Regulation von Genen durch QS und den c-Faktor RpoS ist bei P. aeruginosa
vernetzt. Dabei fordert das rA/-System die Expression von RpoS und fiihrt so mit
steigender Zelldichte zu einem héheren Spiegel von RpoS (Latifi et al.; 1996). Bei
Defekten in den QS-Systemen wird RpoS am Beginn der stationdren Phase aber
auch unabhingig exprimiert. Andererseits scheint RpoS in der exponentiellen
Phase rhll zu reprimieren und mdglicherweise auch andere BHL-abhédngige Gene

herabzuregulieren (Whiteley et al.; 2000).

Die Expression zahlreicher Virulenzfaktoren von P. aeruginosa wird durch
Quorum Sensing gesteuert. Wie oben dargestellt gehdren hierzu die Elastase und
die Rhamnosyltransferase. Die Bedeutung von QS fiir die Virulenz von P. aerugi-
nosa zeigt ein Versuch, bei dem ein Stamm mit einem Defekt im /asR-Gen mit
dem Wildtypstamm verglichen wird. In neugeborenen BALB/cByJ-Mausen verur-
sacht der Wildtyp eine akute Pneumonie mit folgender Sepsis und Tod der
Versuchstiere, wihrend der Stamm mit dem Defekt die Lunge zwar besiedeln

kann, aber keine Pneumonie oder Sepsis auszuldsen vermag (Tang et al.; 1996).
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Wihrend der Differenzierung zum reifen Biofilm dient Kommunikation innerhalb
der Bakterienpopulation iiber Quorum-Sensing zur Abstimmung der Genexpressi-
on. (Pratt et al.; 1999). Studien mit lasl-gfp- und rhll-gfp-Genfusionen ergaben,
daB die Expression von /as/ vom Maximum am Beginn der Biofilm-Bildung stetig
absinkt, wihrend rhll konstant weiter exprimiert wird (De Kievit et al.; 2001).
Entsprechend wird dann viel BHL und wenig OdDHL gebildet. Dieses Verhiltnis
der Autoinducer zeigt sich auch in Sputen, die von Patienten mit CF gewonnen
wurden und ist somit auch ein Hinweis darauf, dal P. aeruginosa in der Lunge
von CF-Patienten in Form eines Biofilmes persistiert. (Singh et al.; 2000). Ein
Grofteil der Steuerung der Entwicklung zum reifen Biofilm ist bei P. aeruginosa
von Quorum-Sensing abhédngig. Eine /as/-Mutante adhériert und proliferiert
ebenso wie der Wildtyp an glatten Oberflichen, wie zum Beispiel Glas. Der
Biofilm, der von der Mutante erzeugt wird, besitzt jedoch nicht die typische Struk-
tur aus Mikrokolonien, sondern wichst als kontinuierliche Schicht. Entsprechend
erreicht diese aufgrund der schlechteren Versorgung im Inneren auch nur etwa
20% des vertikalen Durchmessers des Biofilmes des Wildtyps. Ebenso ist ein
solcher unreifer Biofilm nicht bestéindig gegen SDS (0,2%). Diese Defizite konnen
durch Substitution der Mutante mit dem fehlenden OdDHL ausgeglichen werden
(Davies et al.; 1998). Eine Mutation im las/-Gen oder im rhll-Gen fiihrt auerdem
zu einer herabgesetzten Motilitit. Letztere hat auch eine verminderte Bildung von
Typ-IV-Pili und damit ein niedrigeres Adhésions-Vermogen zur Folge (Glessner

etal.; 1999).

1.5 Reportertechnologie

Neben dem direkten Nachweis von Proteinen iiber einen Western-Blot oder von
mRNA {iber einen Northern-Blot ermdglichen es Reporter-Systeme Genexpression
indirekt nachzuweisen und zu quantifizieren. Der Vorteil der Reportertechnologie
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liegt dabei zum einen in einer Vereinfachung des Nachweises, zum anderen
ermoglichen manche Reporter-Systeme auch einen Nachweis bei lebenden Bakte-
rien und sogar in infizierten Versuchstieren. Als Reporter eignen sich Enzyme, die
eine leicht mefbare Reaktion katalysieren (z. B. B-Galactosidase) oder Proteine,
die nach Lichtanregung Fluoreszenzlicht emittieren (z. B. GFP). Tabelle 1.5.1 gibt

eine Ubersicht iiber géingige Reportersysteme.

Tabelle 1.5.1 Reprotersysteme

Reporter- Repor- | Ursprung Substrat Detektions-
protein ter- methode

gen
Bakterielle lux Lumineszie- Langkettige Lumineszenz
Luziferase rende Bakterien | Aldehyde
Insekten- luc Leuchtkifer, Luziferin Lumineszenz
luziferase Glihwiirmchen
B-Galakto- lacZ E. coli Galakto- Colorimetrie,
sidase pyranoside Elektrochemie,

Fluoreszenz,
Chemilumineszenz

B-Glukuro- uidA E. coli B-Glukoronide Colorimetrie,
nidase (gusA, Fluoreszenz,

gurd) Lumineszenz
B-Lactamase bla E. coli Lactamide Colorimetrie
Alkalische phoA verschiedene Phosphoylierte Colorimetrie,
Phosphatase organische Chemilumineszenz

Verbindungen

Green 2fp Aequorea Nicht notwendig | Fluoreszenz
flourescent victoria
protein (GFP)
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Das Gen, dessen Expression untersucht werden soll, wird hierzu entweder
einschlieBlich seiner Shine-Dalgarno-Sequenz (Translationsfusion) oder nur mit
der Promoterregion an das Reportergen ligiert (Transkriptionsfusion). Hierdurch
wird das Reportergen unter der Kontrolle des Promotors des Genes exprimiert.
Derartige Genfusionen kdnnen in das Genom des Bakteriums integriert werden

oder von einem Plasmid exprimiert werden.

Wird ein Enzym verwendet, wie zum Beispiel lacZ, werden die Bakterienzellen
zum MeBzeitpunkt gewonnen und lysiert. Das Lysat enthilt dann eine bestimmte
Menge an Reporterenzym. Die gesuchte Expressionsstidrke kann dann iiber ein
Versetzen des Lysates mit einem geeigneten Substrat und Bestimmung der
Enzymaktivitit gemessen werden. Im Fall der -Galactosidase (Lactase) LacZ
fithrt die Spaltung von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) zu

einer Blaufdarbung des Substrates.

Green-Fluorescent-Protein  (GFP) wurde in der biolumineszierenden Qualle
Aequorea victoria entdeckt. Diese erzeugt Licht durch Energietransfer von dem
Ca*"-aktivierten Photoprotein Aequorin zu GFP. Nach Klonierung des Wildtyp-
GFP-Genes (wtGFP) ist eine Expression durch prokaryontische und eukaryonti-
sche Zellen moglich, wodurch GFP als Reporter-Gen-System genutzt werden
kann. Durch Exzitation mit blauem oder UV-Licht wird GFP zu hellgriiner
Fluoreszenz angeregt, ohne dall weitere Cofaktoren von A. victoria notwendig
sind. Ein Aufschluf8 der Zellen in denen GFP exprimiert wird oder die Zugabe
eines Substrates ist somit fiir den Nachweis von GFP nicht notwendig. So kann die

Expression von GFP bei lebenden Zellen oder auch nach Fixierung durch
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Fluoreszenz-Mikroskopie, Fluoreszenz-Photometrie und Fluoreszenz-Zytometrie
detektiert werden.

In den Laborexperimenten zu dieser Arbeit wurde das fiir Fluoreszenz-Zytometrie
optimierte gfpmut2-Gen (Cormack et al.; 1996) verwendet, das durch Einfithrung
von Mutationen gegeniiber dem wigfp-Gen ein rot-verschobenes Exzitationsspek-
trum und eine 35-fache Fluoreszenz besitzt. Abbildung 1.12 zeigt die Konstrukte,
Abbildung 1.13 die Karte des Vektors pKT248, der die Genfusionen trigt. Die
verwendeten Fusionen mit dieser Lénge der Sequenzen aus dem Genom von P.
aeruginosa wurde gewihlt, da sie sich in vorausgehenden Untersuchungen als

Reporter-System geeignet erwiesen haben (Hornef et. al.; 2000).

pExoS'-GFP
GCCG TG (ExsA)
ofr1 (aa 1-1 17§ A(A)ASA(:’:\ 1-215) GFP (aa 1-299)
SRy [ I 3'

\
Sacl Sall

pExoU'-GFP

TG (ExsA)
ofrA (?) ExoU (aa 1-176) GFP (aa 1-299)
5"
PeYeYeTe%e%0% %% %
I

Sacl Sall

3!

Abbildung 1.12: Die Reportergen-Konstrukte enthalten als Translationsfusion Promotor und N-termi-
nale Anteile des jeweiligen Exoenzym-Genes (exoS bzw. ExoU) und in Frame das Gen fiir Green-Fluo-

rescent-Protein (gfp).
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EcoRI

exoS'gfp

orf1
smR

pExoS'-GFP
14,5 kb

cmR

Abbildung 1.13: Die Vektoren pKT248 und pExoSgfp: Der Vektor pKT248 liegt in P. aeruginosa in
geringer Kopienzahl vor und enthélt je ein Resistenzgen gegen Chloramphenicol und Streptomycin. An
der Schnittstelle des Restriktionsenzymes EcoRI wurden die in Abbildung 1.12 dargestellten Konstrukte
eingefiigt, hier exoS -gfp.

1.6 Zielsetzung

Pseudomonas aeruginosa ist ein opportunistischer Krankheitserreger, der bei
pradisponierten Personen Infektionen mit schweren Verldufen verursachen kann.
Besondere Bedeutung erlangt das Bakterium durch die regelhaft auftretende
chronische pulmonale Infektion bei Mukoviszidosepatienten. Die Etablierung und
die Chronifizierung der Infektion wird durch ein vielfiltiges Arsenal an Virulenz-
faktoren ermdglicht. Herausragende Bedeutung hat hier die Sekretion von
Toxinen. Bei einem Grofiteil handelt es sich dabei um Proteine. Hierfiir besitzen
gramnegative Bakterien verschiedene Sekretionssysteme. Das Typ-III- Sekretions-
system ermoglicht so genannte Exoenzyme direkt iiber die Zellmembranen des
Bakteriums in Zellen des Wirtes zu translozieren. Die Exoenzyme von P. aerugi-
nosa konnen Phagozytose verhindern, storen die Regeneration von Gewebsdefek-
ten und wirken zytotoxisch. Die Korrelation zwischen Expression von

typ-III-sezernierten Exoenzymen und Virulenz des Erregers ist ebenfalls gut
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belegt. Thre Regulation ist jedoch bisher nicht abschlieBend geklart. Neben der
klassischen Genregulation iiber Sigmafaktoren besitzt P. aeruginosa zwei Quorum
Sensing Systeme. Quorum Sensing ist ein Regulationssystem, bei dem die Bakte-
rien die Konzentration eines Botenstoffes bestimmen, die mit der Dichte der
Bakterien am jeweiligen Ort korreliert. Mit Anstieg des Botenstoffes wird dann ein

Rezeptor aktiviert, der Genexpression steuert.

P. aeruginosa sezerniert besonders iiber das Typ-II-Sekretionssystem, degradie-
rende Enzyme wie Proteasen, die auch den aufwendigen Typ-III-Sekretionsapparat
beschiadigen konnten. Fiir zahlreiche typ-II-sezernierte Faktoren ist eine positive
Regulation durch Quorum Sensing bekannt. Eine koordinierte Expression des
Typ-I1I-Sekretionssystems mit dem Typ-II-Sekretionssystem erscheint daher

sinnvoll.

Dariiber hinaus bildet P. aeruginosa Biofilme aus. Hier haften die Bakterien auf
einer Oberflache und sind in eine Matrix aus dem Exopolysaccharid Alginat einge-
bettet. Die Expression eines auf Zellkontakt angewiesenen Sekretionssystemes
erschein im Biofilmstadium deshalb nicht sinnvoll. Auch die Biofilmbildung wird
durch Quorum Sensing reguliert. Ein weiterer wichtiger positiver Regulator der
Biofilmbildung ist der Sigmafaktor der stationdren Phase RpoS. Fiir das Typ-III-
Sekretionssystem 148t sich somit eine negative Regulation durch Quorum Sensing

und RpoS erwarten.

Dartiber hinaus treten im Verlauf der chronischen pulmonalen Infektion bei
Mukoviszidose regelhaft mucoide Stimme auf, die Alginat iiberexprimieren. Dies
ist mit einer klinischen Verschlechterung assoziiert. Die Konversion zum mucoi-

den Phénotyp wird meist durch einen Verlust des intakten Antisigmafaktors MucA
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verursacht. Eine Auswirkung auf das Typ-IlI-Sekretionssystem ist bisher nicht

bekannt.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb zunédchst die Expression des Typ-III-Sekre-
tionssystems in einem Biofilm mit der Expression in planktonisch wachsenden
Bakterien verglichen werden. Fiir die beiden Quorum-Sensing-Systeme von P.
aeruginosa (las, rhl) und den Sigmafaktor der stationiren Phase RpoS lagen
entsprechende Defektmutanten vor. Ein Stamm mit konstitutiver Uberexpression
von Mucopolysaccharid sollte durch Einfithrung einer Mutation in das mucA-Gen
erzeugt werden, und der Phéanotyp durch Rekomplementierung mittels Transforma-
tion mit dem intakten mucA-Gen aus der PAO1-Genbank iiberpriift werden. Dann
sollte untersucht werden, wie sich Defekte dieser Regulatoren auf die Expression

von typ-III-sezernierten Exoenzymen auswirken.

Die Verwendung von translationellen Fusionen des N-terminalen Anteiles des
jeweiligen Exoenzym-Gens mit Green-Fluorescent-Protein eignet sich als Repor-
tergen flir das Typ-III-Sekretionssystem. Hierdurch konnte bereits die Expression
verschiedener Exotoxine in vivo dargestellt werden (Hornef et al.; 2000). Fiir die
Beantwortung der Fragestellung sollte deshalb dieses Reportergensystem verwen-

det werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerite

Analysenwaage:
CO,-Inkubator:
Durchfluflzytometer (FACScan):

Elektrophoresekammern:

Elektroporations-Einheit:
Mikrobiologischer Brutschrank:
Fluoreszenzmikroskop:
Konfokales Laser-Mikroskop:
Phasenkontrastmikroskop:
Neubauer Zahlkammer:
PH-Meter:

Pipetten:

Pointer:

Rotations-Hybridisierungsofen:

Schiittler:

Schiittelinkubator:

Software:

Kern 430-33, Gottl. Kern & Sohn, Albstadt
Haereus BBD 6220, Kendro, Hanau

Coulter Epics XL-mcl II 3.0,
Beckman-Coulter, Krefeld

Modell B2, Owl Separation Systems, USA und
Mini Protean II, BioRad, Miinchen

Gene Pulser 11, BioRad, Miinchen

Haereus Function Line B20, Kendro, Hanau
Leica DMRBE, Leica-Microsystems, Wetzlar
Leica DMIRB, Leica-Microsystems, Wetzlar
Axiovert 25, Carl Zeiss, Oberkochen

Brand, Landshut

pH 330 Set 1, WTW, Weilheim

Gilson International, Bad Camberg
Multipoint-Inoculator,

MAST-Diagnostica, Reinfeld

Heraeus HeraHybrid, Kendro, Hanau
Duomax 1030, Heidolph, Schwabach

MS1 Minishaker, IKA Works Inc., USA
Certomat HK und

Certomat U, B. Braun Biotech Int., Melsungen
Lotus 1-2-3, Lotus Dev. Corp, USA
SigmaPlot, SPSS Sience Software, Erkath
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Spannungsquellen:

Spektralphotometer:

Sterilwerkbéinke:

Thermocycler:

Tischinkubatoren:

UV-Einheit:

Zentrifugen:

2.1.2 Sonstige Materialien

PowerPac 300, BioRad, Miinchen

Ultrospec 3000, Amersham Biosciences,
Freiburg

BDK S-1200, BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
GeneAmp PCR 9700, Perkin Elmer,
Wellesley, USA

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg
Easy RH und UVT-20 M/W,

Herolab, Wiesloch

Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg
Sorvall Super T2, Kendro, Hanau

Plastik- und Verbrauchsmaterialien wurden soweit nicht gesondert angegeben von

folgenden Firmen bezogen: Nalge Nunc, Roskilde, Danemark; Becton Dickinson,

Heidelberg; Braun Melsungen; Eppendorf, Hamburg; Greiner, Niirtingen.

FlowSet-Beads

LabTekII Chamer-Slides 8-Well
Zeta-Probe

Protran BA 83

Beckman-Coulter, Krefeld
Nalge Nunc, Roskilde, DK
BioRad, Miinchen
Schleicher & Schiill, Dassel

Polypropylen fiir Selbstgeschnittene Objekttrager Greiner, Miinchen

Whatman 3 MM Papier

2.1.3 Chemikalien

Schleicher & Schiill, Dassel

Soweit nicht ndher bezeichnet, wurden Antibiotika und Chemikalien von den

Firmen Merck, Darmstadt, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Carl Roth, Karls-

ruhe, Biomol, Hamburg und ICN Biochemicals, Aurora (USA) geliefert.
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AF1

Agarose fiir Elektrophorese
Blocking Reagent
Buthyryl-Homoserinolacton
Carbenicillin
Chloramphenicol

Clenz

CSPD

Diethylpyrocarbonat
DIG-EasyHyb

DIG-UTP

dNTPs

Gentamicin

Isoton II

Kanamycin
Nitriloessigsdure

10x PCR-Puffer

Pen-Strep
Phalloidin-TRITC

Phenol

Propidium-Jodid
Quecksilberdichlorid (HgCl,)
Streptomycin

Tetracyclin

Tween 20

Ultrapure Protogel

Citifluor, London, GB

Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Dr. L. Eberl, TU-Miinchen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Beckman-Coulter, Krefeld
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Beckman-Coulter, Krefeld
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Perkin Elmer, Wellesley, USA
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
National Diagnostics, Atlanta, USA



Medien, komplexe Zusitze und Agar fiir die Kultur von Bakterien wurden, soweit

nicht gesondert angegeben, von Difco Becton-Dickinson, Sparks (USA) bezogen.

BactoAgar Difco Becton-Dickinson
Biotin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Histidin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Glutamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MacConkey Grundsubstanz Oxoid, Basingstoke, GB
3-Oxododecanoyl-HSL Dr. L. Eberl, TU-Miinchen
Butyryl-HSL Dr. L. Eberl, TU-Miinchen
Pseudomonas Isolation Agar Difco Becton-Dickinson
Tryptic Soy Broth Difco Becton-Dickinson
Trypton Difco Becton-Dickinson
Yeast Extract Difco Becton-Dickinson

Folgende Zellkulturmedien und Zusdtze wurden bei Gibco BRL, Karlsruhe
bestellt: Fetales Kdlber-Serum (FKS)

L-Glutamin 200 mM

RPMI Medium 1640

2.1.4 Kits
DIG Northern Starter Kit Roche Diagnostics, Mannheim

ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham Biosciences, Freiburg

High Pure RNA Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim
HighSpeed-Plasmid-Midi-Kit Quiagen, Hilden
PCR-Purification-Kit Quiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Quiagen, Hilden
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2.1.5 Elektrophorese-Marker

BioRad, Miinchen
MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Prestained SDS-Page Standards, Low Range
Lambda DNA/EcoRI+Hind III Marker
RNA molecular weight marker I Roche Diag., Mannheim
2.1.6 Synthetische Oligonukleide

Zur PCR wurden folgende synthetische Oligonukleide von Metabion, Martinsried
bezogen und eingesetzt. Unterstrichen ist dabei die hybridisierende DNA-Sequenz,

T, bezeichnet deren Schmelztemperatur:

Tabelle 2.1.6.1 Synthetische Oligonukleide

Name Sequenz (5°—3”) T (°C)
fexoS ACCCTGACACGATATCGCCACCGTGATGCA | 69
CGGAAGGA

fmucA GATATCGCCACCGTGATGCA 70,3
fmucA-BamHI | TTAAGGATCCGATATCGCCACCGTGATGCA | 70,3
fmucA-EcoRl | TTAAGAATTCGATATCGCCACCGTGATGCA | 70,3
fmucAS GCGCGAGTTCGAAGGTTTG 69,7
rexoS CATACCTTGGTCGATCAGCT 68,2
rmucA ACCCTCCCTAGCTTGAACG 69,7
rmucA-EcoRl | ATATGAATTCACCCTCCCTAGCTTGAACG 69,7
rmucA-Hindlll | ATATAGCTTACCCTCCCTAGCTTGAACG 69,7
rmucAS GCTGGGAGGGATCGAACTTG 72,3
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2.1.7 Plasmide

Tabelle 2.1.7.1 Plasmide

Name Beschreibung Referenz

pBlueskriptlIKS+ | plac Expressions-Vektor, Cb® Stratagene

pRK2013 Helfer-Plasmid zur Mobilisation von Ditta et al.;
selbst nicht mobilisierbaren Plasmiden, 1980
Km®

pEX18T Klonierungsvektor fiir P. aeruginosa, Cb®, | Hoang T.
sacB

pKT248 Klonierungsvektor fiir P. aeruginosa, Schweizer et
Cm®, Sm* al.; 1995

pExoS’-GFP pKT248/exoS (Promotor + Hornef, et al.;
N-Terminus)/gfpmut2 2000

pExoU’-GFP pKT248/exoU (Promotor + Hornef, et al.;
N-Terminus)/gfpmut2 2000

pKTgfp pKT248/gfpmut2 Hornef, et al.;

2000

pMRI1 pBlueskriptlIKS+/mucA diese Arbeit

pMR2 pBlueskriptlIKS+/mucA’ diese Arbeit

pMR3 pEX18T/mucA’ diese Arbeit

pPA18Gl11 PAO1-Genbank, mucA diese Arbeit

pPA19B5 PAO1-Genbank, mucA diese Arbeit

pPA19D12 PAO1-Genbank, mucA diese Arbeit
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2.1.8 Bakterienstimme

Tabelle 2.1.8.1 Stimme von E. coli

Stamm Beschreibung Referenz

DH5a’ F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) institutseigener
U169 endAl recAl hsdR17(rymy") deoR Stamm
gyrA96 thi-1 relAl supE44

HB101 F- A(gpt-proA)62 leuB6 supE44 ara-14 | institutseigener
galK2 lacY1 A(merC-mrr) rpsL20 (Strr) | Stamm
xyl-5 mtl-1 recA13

XL1 Blue endAl, recAl, hsdR17, gyr496, thi-1, institutseigener
relAl, supE44, lac[F', proAB", lacl, Stamm

lacZAIS5 :: TnlO (tetr)]

DHS5a’[pMR1]

pBlueskriptlIKS*/mucA

diese Arbeit

DHS5a’[pMR2]

pBlueskriptlIKS*/mucA4’

diese Arbeit

DH5a’[pMR3]

pEX18T/mucA’

diese Arbeit

HB101[pRK2013]

Helfer-Plasmid zur Mobilisation von
selbst nicht mobilisierbaren Plasmiden,

Km®

Ditta et al.; 1980

XL1 Blue[pPA18G11]

PAO1-Genbank, mucA

diese Arbeit

XL1 Blue[pPA19B5]

PAO1-Genbank, mucA

diese Arbeit

XL1 Blue[pPA19D12]

PAO1-Genbank, mucA

diese Arbeit
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Tabelle 2.1.8.2 Stimme von P. aeruginosa

Stamm Beschreibung Referenz

PAO1 Wildtyp, prototroph institutseigener Stamm
PAK Wildtyp, prototroph institutseigener Stamm
PDO100 PAO1 ArhII:Tn501-2 Hg? Brint et al.; 1995
PDO111 PAOI1 ArhIR:Tn501-2 Hg® Brint et al.; 1995
PAO-JP1 PAO1 Alasl::Tet? Pearson et al.; 1997
PAO-JP2 PDO100 Adlasl::TetR Pearson et al.; 1997
PAO-JP3 PDOL111 AlasR::TetR Pearson et al.; 1997
SS24 PAOLI ArpoS101::aacCI Cn® Suh et al. 1999

PAM-1 PAO1 AmucA, mucoid diese Arbeit

PAM-2 PAO1 AmucA, mucoid diese Arbeit

PAM-3 PAO1 AmucA, mucoid diese Arbeit

PKM-1 PAK AmucA, mucoid diese Arbeit

PKM-2 PAK AmucA, mucoid diese Arbeit

PKM-3 PAK AmucA, mucoid diese Arbeit

PAOI1[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘(Promotor +

N-Terminus von exoS)/ gfpmut2

Hornef et al.; 2000

PAOI1[pExoU’-GFP]

pKT248/exoU ‘(Promotor +

N-Terminus von exoU)/ gfpmut2

Hornef et al.; 2000

PAOI1[pKTgfp] pKT248/gfpmut2 Hornef'et al.; 2000
PDO100[pEx0S’-GFP] pKT248/exoS ‘/gfpmut2 diese Arbeit
PDO100[pExoU’-GFP] | pKT248/exoU ‘/gfpmut2 diese Arbeit

PDO111[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit

PAO-JP1[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit
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PAO-JP1[pExoU’-GFP]

pKT248/exoU ‘/gfpmut2

diese Arbeit

PAO-JP2[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit

PAO-JP3[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit

SS24[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit

SS24[pExoU’-GFP]

pKT248/exoU ‘/gfpmut2

diese Arbeit

PAM-1[pEx0S’-GFP]

pKT248/exoS ‘/gfpmut2

diese Arbeit

2.1.9 Enzyme
AmpliTaq

Bam HI

DNAse I

T4 DNA-Ligase
Eco RI

Hind 111
Lysozym

Nae I

Proteinase K

RNAse A

Perkin Elmer, Wellesley, USA

Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.1.10 Antikorper und Antiseren

Anti-Digoxigenin-AP
Anti-ExoS
Anti-GFP

Roche Diagnostics, Mannheim

A. M. Geiger, Miinchen
Clontech, Becton-Dickinson, Palo Alto,USA
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2.1.11 Medien und Agar

Tabelle 2.1.11.1 Zellkulturmedium

RPMI 1640 Medium 500 ml
FKS 50 ml
L-Glutamin Sml
(Pen-Strep) (5 ml)

Tabelle 2.1.11.2 Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)
Trypton 10g
Yeast Extrakt 5g
NaCl Sg
A. bidest. ad 11, pH 7,5 mit NaOH

LB-Agar: 10 g Bacto-Agar pro 1 1 LB-Medium

Einfriermedium: 20% Glycerin in LB-Medium

Tabelle 2.1.11.3 YT-Medium
Trypton 20g
Yeast Extract 5¢
MgSO, 20 mM
KCl 10 mM
A. bidest. ad 11, pH 7,6 mit NaOH
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Tabelle 2.1.11.4 SOC-Medium

Trypton 2g
Yeast Extract lg
NaCl 10 mM
KCl1 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucose 20 mM
A. bidest. ad 100 ml, pH 7,5 mit NaOH

Tabelle 2.1.11.5 Medium fiir elektrokompetente Bakterien
Trypton 4¢g
Yeast Extract 38¢g
A. bidest. ad 500 ml

Tabelle 2.1.11.6 Vogel-Bonner-Medium (VB-Medium)
MgSO, *» TH>0 200 mg
Zitronenséure 2g
K,HPO, 10g
NaNH,HPO, « H20 35¢g
Glucose 0,2% (w/v)
Biotin 100uM
Histidin 10uM
A. bidest. ad 11
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Tabelle 2.1.11.7 Exotoxin-Stimulationsmedium

TSB-Instant-Medium 30¢g
Glycerin 1% (v/v)
Nitriloessigsdure 10 mM
Natriumglutamat 100 mM
A. bidest. ad 11

Tabelle 2.1.11.8 Mucoid-Maintenance-Agar (MMA)

MacConkey-Instant-Agar nach Vorschrift fiir 1 1
Glycerin 5% (v/v)
A. bidest. ad 11

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Im alkalischen Milieu wird die Bakterienzellwand mit SDS aufgelost und die
gesamte DNA sowie die restlichen Bestandteile der Bakterienzelle denaturiert.
AnschlieBende Neutralisation fiihrt nur zur Renaturierung von kovalent geschlos-
sener, zirkuldrer Plasmid-DNA. Unlésliche chromosomale DNA, Proteine und
Membranreste lassen sich durch Zentrifugieren abtrennen. Der Uberstand wird mit
Alkohol gefallt. Dadurch reduziert sich der Salzgehalt und durch Aufnehmen der
DNA in einem kleineren Volumen koénnen groflere Konzentrationen an Plasmid-
DNA erreicht werden. Zugabe von RNAse A entfernt kontaminierende RNA.
Ausschiitteln mit Phenol entfernt noch vorhandene Proteinverunreinigungen.

(Birnboim et al.; 1979)
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2.2.1.1.1 Schnellpréip von Plasmiden:

Hierbei wird auf eine Abtrennung der chromosomalen DNA verzichtet. In der
anschlieBenden Gelelektrophorese ist diese dann ebenfalls sichtbar, trennt sich
aber durch ihre GroBe von der Plasmid-DNA, so daB3 deren charakteristische
Banden das Vorhandensein des Plasmides im jeweiligen Klon nachweisen. Eine
Kolonie von der Agar-Platte wurde in 25ul Lysispuffer resuspendiert, 2,5ul Stopp-
mix zugegeben und 60min bei 68°C inkubiert und direkt fiir die Gelelektrophorese

verwendet.

Tabelle 2.2.1.1.1: Lysispuffer

NaOH 50 mM
SDS 0,5% (W/V)
EDTA 5 mM

2.2.1.1.2 Mini-Plasmidpréparation:

Diese Methode wurde zur Isolation von Plasmiden aus kleineren Mengen (1-5ml)
Kultur verwendet. Diese wurden durch zehnminiitiges Zentrifugieren bei
3000Upm sedimentiert. Das Pellet wurde in 100pl Losung A resuspendiert und
5min auf Eis inkubiert, dann 200ul Losung B zugegeben, vorsichtig gemischt und
Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 150ul Lésung C und erneu-
ter flnfminiitiger Inkubation auf Eis wurde 10min bei Raumtemperatur und
12000Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit einem
Volumen Phenol extrahiert. Nach 5Smin Zentrifugieren bei 12000Upm wurde die
wélrige Phase abgenommen und mit 1/10 Volumen NaCl (5M) und 2,5 Volumen
Athanol abs. bei -20°C iiber Nacht, mindestens aber 10min prizipitiert. Anschlie-
Bend wurde bei 4°C und 12000Upm 10min zentrifugiert, der Uberstand

verworfen, das Pellet mit 0,5ml Athanol 70% gewaschen und nach dem Trocknen
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in 20-50ul ddH,O gelost. RNA konnte durch Zugabe von 2ul RNAse (20pg/ml)

und Inkubation bei 37°C fiir 30min entfernt werden.

Tabelle 2.2.1.1.2 Losung A

Glukose 0,9%
TrisHCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM

Tabelle 2.2.1.1.3 Losung B
NaOH 200 mM

SDS 1% (W/v)

Tabelle 2.2.1.1.4 Losung C

Natriumacetat 3M

Essigsdure 12% (v/v)

2.2.1.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)
Fir die Amplifikation von spezifischen DNA-Abschnitten wurde Plasmid-DNA

oder eine Gesamtzellysat von Bakterien verwendet.

2.2.1.2.1 Gesamtzellysat

Eine dicke Ose des jeweiligen Bakterienstammes wurde in 1ml ddH,O eingerieben
und 10min bei 100°C aufgekocht, wodurch die Zellen aufgeschlossen werden und
die DNA in Losung geht. AnschlieBend wurden die Zellreste in der Zentrifuge
10min bei 10000UpM sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Dieser wurde

dann direkt oder in Verdiinnung fiir die PCR verwendet.

49



2.2.1.2.2 Reaktionsansatz

10ul von Plasmid-DNA-Losung oder Gesamtzellysat wurden in einem 100pul
groflen Reaktionsansatz eingesetzt. Aulerdem enthielt dieser 2,5U Taqg-Polymera-
se, 1/10 Volumen des mitgelieferten Puffers, je 0,2mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP und dTTP) und je 1uM der beiden Primer. Im Thermocycler wurden dann
nach einmaligem Erhitzen auf 94°C fiir Smin zur vollstdndigen Denaturierung der
DNA-Doppelstrange 25 bis 30 Zyklen der folgenden drei Inkubationsschritte zur
Amplifizierung durchgefiihrt:

*  Denaturierung der DNA fiir 45s bei 94°C;

*  Bindung der Primer bei entsprechender Schmelztemperatur fiir 45s;

¢  DNA-Polymerisierung bei 72°C fiir 45s;

Abschliefend wurde fiir 7min eine Temperatur von 72°C zum abschlieBenden

Polymerisationszyklus gehalten und dann auf 4°C abgekiihlt. (Saiki et al.; 1988)

2.2.1.2.3 Reaktionsansatz zur Herstellung von DIG-markierten Sonden

Fir Kolonieblot-Analysen und Northern-Blots wurden 10ul Plasmid-DNA in
einem 100pl groBen Reaktionsansatz eingesetzt. Dazu wurden 2,5U Tag-Polyme-
rase, 1/10 Volumen des mitgelieferten Puffers, je 0,2mM dATP, dGTP und dCTP,
sowie 0,13mM dTTP und 0,07mM DIG-markiertes UTP und je 1pM der beiden
Primer zugegeben. Anschlieen wurde wie oben inkubiert und die Sonden mit dem

Quiagen PCR-Purifikation-Kit aufgereinigt.

2.2.1.3 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die Doppelstrang-DNA an spezifischen
Stellen spalten. Diese sind durch bestimmte Basensequenzen, oft sog. Palindrome,
definiert. Dabei konnen die beiden Einzelstrange an verschiedenen Stellen durch-

trennt werden, so daB charakteristische Uberhiinge entstehen. Bei Spaltung von
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ringformiger Plasmid-DNA entsteht ein linearisierter Vektor, der anschlieBend mit
entsprechenden Fragmenten ligiert werden kann. Die Spaltung von Plasmid-DNA
und PCR-Produkten wurde mit den angefiihrten Restriktionsenzymen und vom
Hersteller mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. Soweit nicht anders vom Hersteller
vorgeschrieben wurde ungefihr 1pg DNA in einem Volumen von 20pl mit 2-5U
Restriktionsenzym iiber 2-3h bei 37°C inkubiert. Zur Klonierung wurde die DNA
anschlieend phenolisiert und gefllt.

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse von DNA

Zum Auftrennen von DNA-Molekiilen nach ihrer Grofe im Elektrischen Feld
wurden Agarose-Gele in 1x TAE-Puffer verwendet. Je nach erwarteter Grof3e der
DNA-Molekiile wurden dabei Konzentrationen von 0,5 bis 2,0% Agarose (w/v)
verwendet. Dazu wurde die Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht und nach
Abkiihlung auf ca. 50°C in das Bett einer Horizontal-Gelelektrophoresekammer
gegossen. Die DNA-Losung wurde vor Beladen des Gels 1:10 mit Stoppmix
versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit 1x TAE-Puffer als
Laufpuffer bei Feldstirken von ca. 4-5V/cm. Zum Sichtbarmachen der DNA-Ban-
den nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele anschlieBend in einem
Ethidiumbromid Férbebad (Ethidiumbromid 1ug/ml in 1x TAE-Puffer) fiir 10min
gefarbt und anschlieBend unter UV-Licht photographiert.

Tabelle 2.2.1.4.1 10x TAE-Puffer pH 7,6

Tris 0,4 M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 10 mM
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Tabelle 2.2.1.4.2 10x Stoppmix

Ficoll 400 20% (w/v)
SDS 1% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylen-Cyanol 0,25% (w/v)
EDTA pH 8,0 100 mM

2.2.1.5 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

2.2.1.5.1 Anfirbung der DNA-Banden

Zur Extraktion einzelner Banden aus Agarose-Gelen wurden diese nicht mit
Ethidiumbromid sondern mit 0,02% Methylenblau in Aqua bidest. 15min
angefarbt und anschlieend 15min mit Aqua dest. entfiarbt. Dadurch wurden die
Banden bei Tageslicht als dunkelblaue Linien im Gel sichtbar und konnten ohne

UV-Exposition und dadurch verursachte Degradation aufgesucht werden.

2.2.1.5.2 Extraktion
Die gewiinschten Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA
mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit aus den ausgeschnittenen Gel-Stiicken

extrahiert.

2.2.1.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

Durch Einbau von beliebigen DNA-Fragmenten in spezielle Plasmide, sogenannte
Vektoren, konnen diese in E. coli vermehrt werden und auf andere Bakterienspe-
zies ilibertragen werden. Die Vektoren enthalten Gene, die Resistenz gegeniiber
Antibiotika vermitteln und die mit {ibertragen werden. Nachdem Vektor und

Fragment mit einem oder zwei Restriktionsenzymen gespalten wurden, werden sie
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mittels einer Ligationsreaktion zusammengesetzt. Die rekombinanten Plasmide
werden durch Transformation oder Elektroporation in spezielle kalzium-kompe-
tente oder elektro-kompetente Bakterienstimme eingefiihrt. Die Suche nach
,positiven Klonen” kann anschlieBend anhand des Wachstumsvermogens auf
antibiotikahaltigen Nahrbdden und anschlieBenden Nachweis der Plasmid-DNA
durch Isolation derselben erfolgen. Zur Ligation wurden ca. 0,5ug Vektor-DNA
und ca. lpg DNA-Fragment mit 1/10 Volumen des Ansatzes 10x Ligase-Puffer
und 1U T4-DNA-Ligase fiir 16h bei 14°C inkubiert. (Maniatis et al.; 1989)

2.2.1.7 Transformation von Plasmid-DNA

Plasmide wurde mit der modifizierten Methode nach Hanahan in E. coli transfor-
miert (Hanahan,; 1983). Dazu wurden zunéchst so genannte kalzium-kompetente

E. coli-Zellen hergestellt:

2.2.1.7.1 Herstellung kalzium-kompetenter E. coli-Zellen

Zunichst wurde eine Vorkultur in YT-Medium angeimpft und bei 37°C iiber
Nacht inkubiert. Mit der Vorkultur wurde dann die Hauptkultur im Verhiltnis
1:100 angeimpft. Nach Inkubation bei 37°C und 250Upm konnte nach 2 Stunden
die ODggo liberpriift werden. Nach Erreichen von Werten zwischen 0,4 und 0,5
wurde die Kultur weiterverarbeitet. Dazu wurde die Kultur eine halbe Stunde auf
Eis gekiihlt und anschlieBend bei 3000 Upm und 4°C 10min sedimentiert, das
Sediment in 30ml TFB 1 pro 100ml Kultur resuspendiert. Die Suspension wurde
Smin auf Eis gekiihlt, dann erneut bei 3000Upm und 4°C 10min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment in 4ml TFB 2 pro 100ml Kultur resuspen-
diert. Hiervon wurden 200pul-Aliquots in Eppendorf-Cups in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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Tabelle 2.2.1.7.1 TFB 1

Kaliumacetat 30 mM
MnCl, - 4H,O 50 mM
RbCl 10 mM
CaCl; - 2H,O 10 mM
Glycerin 15%

ad pH 5,8 mit Essigsdure

Tabelle 2.2.1.7.2 TFB 2

MOPS pH 7,0 10 mM
RbCl 10 mM
CaCl; - 2H,O 75 mM
Glycerin 15%

2.2.1.7.2 Transformation kompetenter Zellen

Zur Transformation wurde ein Aliquot 30min auf Eis aufgetaut, dann 1ul der
Plasmid-DNA-Ldsung aus einer Mini- oder Midi-Plasmidpréparation bezichungs-
weise 10ul eines Ligationsansatzes zugegeben und erneut 30min auf Eis inkubiert.
Es folgte ein Heatshock bei 42°C fiir exakt 90s. AnschlieBen wurden die Bakterien
sofort wieder 5Smin auf Eis gelagert und danach 800ul SOC-Medium zugegeben
und 45min bei 37°C und 300Upm im Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden

zur Selektion Aliquots von 100ul auf entsprechenden Selektiv-Nahrboden

ausplattiert.
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2.2.1.8 Elektroporation von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA in P. aeruginosa einzubringen wurde Elektroporation verwen-
det. Dabei werden im Elektrischen Feld kurzzeitig Poren in der Zellmembran
geschaffen, durch die die DNA in die Zellen gelangen kann. Voraussetzung ist die

spezielle Vorbehandlung der Bakterien:

2.2.1.8.1 Herstellung elektro-kompetenter Bakterien

Hierfiir wurden mit 5ml einer Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstammes
500ml Medium fiir elektro-kompetente Bakterien angeimpft und 2 bis 2,5 Stunden
bei 42°C und 250Upm inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur 30min auf Eis
gekiihlt, dann 10min bei 4000g und 4°C sedimentiert und in 200ml eiskaltem
ddH,O resuspendiert. Nach Wiederholung dieses Schrittes wurde ein weiteres mal
sedimentiert und anschliefend in 10ml eiskaltem Glycerin 10% resuspendiert und
schlieBlich nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in 2ml eiskaltem Glycerin
10% resuspendiert. Danach wurde die Bakterien-Suspension in 200-ul-Aliquots in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt.

2.2.1.8.2 Elektroporation kompetenter Zellen

Fiir die Elektroporation wurden von einem elektrokompetenten Aliquot des jewei-
ligen Bakterienstammes 20pl {iber 30min auf Eis aufgetaut, mit 1pl der Plasmid-
DNA-Losung vermischt und in eine Elektroporationskiivette gegeben. Die
Elektroporation wurde bei 25mF, 2,5kV und 200W und einer elektrischen
Feldstirke von 12,5kV/cm durchgefiihrt, was einer Zeitkonstante von ungefihr
4,5ms entspricht. Danach wurde die Kiivette schnell herausgenommen und der
Inhalt mit 1ml SOC-Medium versetzt. Anschlielend wurde eine halbe Stunde bei
37°C und 200Upm inkubiert. Dann wurden 100-pl-Aliquots auf Selektiv-Nahrbo-

den ausplattiert.
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2.2.1.9 Konjugation

Fertilititsplasmide (F-Plasmide) ermdglichen die Ubertragung von Plasmiden
mittels so genannter F-Pili zwischen einzelnen Exemplaren von Bakterien, auch
iber die Speziesgrenzen hinaus. Dieser Vorgang wird Konjugation genannt.
Mobilisierbare Plasmide kdnnen ebenfalls so iibertragen werden, besitzten aber
nicht die notwendigen Gene fiir den Ubertragungsapparat, so daB erst die zusétzli-
che Anwesenheit eines F-Plasmides deren Ubertragung vermittelt. Zur Ubertra-
gung von mobilisierbaren Plasmiden fiir die Homologe Rekombination in P.
aeruginosa wurden diese durch F-Plasmid vermittelte Konjugation von E. coli in
P. aeruginosa iibertragen. Dabei werden der Donorstamm, das heilit der Stamm
von E. coli, der das zu iibertragende Plasmid enthélt, der Helferstamm, der Stamm
von E. coli mit dem F-Plasmid, sowie der Akzeptor-Stamm von P. aeruginosa
zusammen inkubiert. Dabei tibertragt der Helferstamm zunédchst sein F-Plasmid auf
den Donorstamm. Dieser kann dann das mobilisierbare Plasmid auf den Akzept-
orstamm tibertragen. Es wurden jeweils 10ml LB-Medium mit je einer Kolonie des
Donorstammes, des Helferstammes des Akzeptorstammes angeimpft. Als Helfer-
stamm wurde E. coli HB101 pRK2013 verwendet. Nach Inkubation im Schiittler
bei 37°C und 200Upm wurden am néichsten Tag je 2ml in Eppendorf-Cups gefiillt
und 5Smin bei 6000Upm sedimentiert. Nach Resuspension in 1ml LB-Medium und
erneutem Zentrifugieren und Resuspension in 0,5ml wurden jeweils 100ul von
Helferstamm- und Donorstamm-Suspension in einem neuen Epicup gemischt und
30min bei 20°C ohne Schiitteln inkubiert. Dann wurden 200ul der Akzep-
torstamm-Suspension hinzugegeben und nach Vermischen je 50ul auf eine
LB-Agar-Platte getropft. Nach 4-5 Stunden bei 37°C im Brutschrank wurden die
gewachsenen Bakterienrasen resuspendiert und anschlieend auf Selektiv-Nahrbo-

den ausgebracht.
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2.2.1.10 Kolonie-Hybridisierung

Die Kolonie-Hybridisierung erlaubt die parallele Suche nach bestimmten DNA-Se-
quenzen in einer groBen Anzahl von Bakterienstimmen. Dazu werden diese direkt
auf Nitrocellulose- Membranen kultiviert, die gewachsenen Kolonien dann lysiert
und die DNA kovalent auf der Membran fixiert. Die Hybridisierung mit einer
digoxigenin-markierten Sonde ermoglicht dann die Identifizierung der diese
Sequenz enthaltenden Stdmme. Hier wurde die institutseigene PAO1 Genbank
verwendet. Diese wurde erstellt, indem das Genom von PAO1 mit Restriktionsen-
zymen in kleine Abschnitte unterteilt worden war. Diese wurden in Vektoren
kloniert und E. coli XL1-Blue damit transformiert. Die einzelnen Klone sind in
96-Well-Plates bei -70°C gelagert. Nitrozellulose-Membranen wurden auf
LB-Nihrbdden aufgelegt, die 12pg/ml Tetracyclin enthielten. Zur Ubertragung der
Klone auf Nitrozellulosemembranen wurden mit Hilfe eines Pointers kleine Tropf-
chen aus jedem Well nebeneinander auf die Membranen geimpft. Anschlieend
wurden diese bebriitet. Als Positivkontrolle wurde eine Kolonie von PAOI1, als

Negativkontrolle eine von E. coli XL1-Blue verwendet.

2.2.1.10.1 Lyse der Kolonien und Fixierung:

Die Membranen wurden von den Néhrbdden abgenommen und mit den gewachse-
nen Kolonien nach oben 3min auf mit 10% SDS getrinktes Whatman 3 MM
Papier gelegt. Anschliefend wurden die Kolonien 5min mit Lysierungspuffer
lysiert. Nach Zugabe von Neutralisierungspuffer und 4x SET fiir jeweils 5 min
wurden die Membranen 1h luftgetrocknet und die DNA anschliefend 2h im Hybri-

disierungsofen bei 80°C fixiert.
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2.2.1.10.2 Reinigung der Membranen von Residuen:

Proteinresten wurden durch Inkubation bei 37°C mit 1 x SSC und 0,5% SDS sowie
0,5mg/ml Proteinase K entfernt. Dann noch sichtbare Reste wurden mit 2 x SSC
unt 0,1% SDS entfernt. Nach erneutem kurzen Waschen in 2 x SSC wurden die

Membranen an der Luft getrocknet.

2.2.1.10.3 Hybridisierung:

Zur Prahybridisierung wurden die Membranen nach Zugabe von 20ml Hybridisie-
rungslosung 1h bei 65°C inkubiert. Inzwischen wurden die DIG-UTP-markierten
Sonden denaturiert, indem sie 10min aufgekocht wurden und anschlie3end sofort
bis zur Verwendung auf Eis gekiihlt wurden. Die Prahybridisierungslosung wurde-
entfernt und Sml Hybridisierungslosung mit 5pl denaturierten Sonden zugegeben.
Dieser Ansatz wurde iiber Nacht bei 68°C inkubiert. Am ndchsten Morgen wurden
die Membranen entnommen und zundchst zweimal 5min in 25ml 2 x SSC mit
0,1% SDS, dann zweimal 15min bei 68°C in 50ml 0,1 x SSC mit 0,1% SDS

gewaschen. Dadurch wurde nicht hybridisierte Sonden-DNA entfernt.

2.2.1.10.4 Detektion:

Durch Bindung von DIG-Fab-Konjugaten an die hybridisierten Sonden und
Reaktion mit CSPD wurden Filme belichtet, die Schwirzung des Filmes an einer
Stelle wies die gesuchte DNA-Sequenz im entsprechenden Bakterienstamm nach.
Zur Gewinnung des Plasmides wurde der Stamm aus der jeweiligen 96-Well-Plate

auf LB-Agar ausgestrichen und das Plasmid prépariert.

58



Tabelle 2.2.1.10.1 Lysierungspuffer
NaOH 0,5M

NaCl I,5M

Tabelle 2.2.1.10.2 Neutralisierungspuffer
TrisHCI pH 7,5 M

NaCl 1,5M

Tabelle 2.2.1.10.3 20 x SET

NaCl 3M
EDTA 20 mM
TrisHCI pH 7,8 0,4 M

Tabelle 2.2.1.10.4 20 x SSC
NaCl iM

Natriumcitrat 0,3 M

Tabelle 2.2.1.10.5 Hybridisierungslosung

20x SSC 25%
Natrium-N-laurylsarcosin 0,1% (w/v)
SDS 0,02% (w/v)
Blockierreagenz 1%

2.2.1.11 Isolierung von RNA
Losungen fiir die Arbeit mit RNA wurden soweit moglich mit 0,1% (v/v)
Diithylpyrocarbonat (DEPC) behandelt um RNAsen zu entfernen. Als Gefdfle und

Gerdte wurden nach Moglichkeit nukleasefreie Einmalartikel verwendet. Zur
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Isolation der RNA von gramnegativen Bakterien wird die Zellwand zuerst mit
Lysozym und SDS abgebaut und lysiert. Dann werden zellulire RNAsen mit
Guanidinthiocyanat inaktiviert und die RNA kann zum Beispiel durch Affinitét-
schromatographie von den restlichen Bestandteilen der Bakterienzellen abgetrennt
werden. Hierzu wurde der High Pure RNA Isolation Kit verwendet. Die Qualitat
der RNA wurde durch Versetzen mit 1/10 Volumen Stopmix und anschlieBende
Elektrophorese in einem 1% Agarose-Gel und anschlieBendes Farben mit Ethidi-

um-Bromid tiberpriift.

2.2.1.12 Northernblot

Durch Hybridisierung von elektrophoretisch aufgetrennter mRNA mit digoxigen-
in-markierten DNA- oder RNA-Sonden lafit sich mRNA spezifisch nachweisen.
Gleichzeitig lassen sich die von verschiedenen Bakterienstimmen erzeugten
Mengen qualitativ vergleichen. Die RNA-Konzentration der einzelnen Proben
wurde photometrisch bestimmt und auf einen gemeinsamen Wert durch verdiinnen
mit RNAse-freiem Aqua dest. eingestellt. Die Proben und Sonden wurden dann
entsprechend dem Protokoll des DIG Northern Starter Kit verwendet. Es wurde
hierbei eine Formaldehyd-Gel-Elektrophorese durchgefiihrt und mittels Kapillar-
Blot geblottet.

2.2.1.13 Westernblot

Einzelne Proteine aus der Gesamtproteinmasse der Bakterien konnen mittels

Westernblot nachgewiesen und quantifiziert werden. Dazu werden die einzelne

Proteine denaturiert, nach der Molekiilmasse elektrophoretisch aufgetrennt und

durch Bindung mit Erst- und Zweit-Antikdrpern nachgewiesen. Der Erst-Antikor-

per erkennt dabei Epitope auf dem jeweiligen Protein, der Zweit-Antikorper die

Fc-Region des Erst-Antikorpers. Der Zweit-Antikdrper ist aulerdem an das
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Enzym Peroxidase gekoppelt, so dal die Zugabe von Nachweisreagenz eine

Chemolumineszenzreaktion hervorruft. Damit konne Filme belichtet werden.
2.2.1.13.1 Vorbereitung der Proben:

Der SDS-Probenauftragspuffer dient zur Freisetzung der Proteine aus den Bakteri-
enzellen. 1000ul wurden von einer Bakteriensuspension abgenommen und durch
Zentrifugieren fiir 15min bei 4000Upm sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Pellets in 1ml A. bidest und 1ml SDS-Probenauftragspufter
resuspendiert. Die Suspension wurde 10min lang bei 100°C inkubiert und dann

sofort auf Eis gekiihlt.

Tabelle 2.2.1.13.1 2 x SDS-Probenauftragspuffer

SDS 3,6% (w/v)
b-Mercaptoethanol 36%% (v/v)
Glycerin 20% (v/v)
Bromphenolblau 0,05% (w/v)

2.2.1.13.2 Denaturierende, diskontinuierliche SDS-Gel-Elektrophorese:

Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurden zundchst Arcylamid, Tris-Puffer,
A. bidest und SDS gemischt. Dann wurde die Polymerisation durch Zugabe von
TEMED und Ammonimpersulfat (APS) eingeleitet. Zuerst wurde das Trenngel in
eine Vertikalgelkammer (10,5cm x 7,5cm x 1,0mm) bis zu 2/3 des Endvolumens
gefiillt und mit n-Butanol {iberschichtet, um eine glatte Trennfliche zu erhalten.
Nach einstiindiger Polymerisation wurde das Butanol entfernt, das Sammelgel
hinzugegossen und ein Kamm eingesetzt. Nach erneuter einstiindiger Polymerisa-
tion wurde dieser entfernt und es erfolgte der Probenauftrag. Die Elektrophorese
wurde in 1x Laufpuffer bei 30mA durchgefiihrt. Dabei werden die Proteine im

Sammelgel durch das enthaltene SDS denaturiert. AuBerdem enthdlt das
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Sammelgel Chloridionen, die schneller im elektrischen Feld wandern als die
Proteine. Der Puffer enthdlt dagegen Glycin-lonen, die langsamer wandern.
zwischen den Chlor- und Glycin-lonen werden die Proteine im Trenngel, das
engmaschiger ist als das Sammelgel, nach der Molekiil-Gro3e aufgetrennt und die

einzelnen Protein-Banden fokussiert.

Tabelle 2.2.1.13.2 Polyacrylamidgele (Trenngel, Sammelgel)

Trenngel 12% Sammelgel 3,9%

Acrylamid 30% 6,0 ml 650 pl
1,5 M TrisHCI pH 8,8 1,25 ml -

0,5 M TrisHCI pH 6,8 - 1,25 ml
A. bidest. 7,5 ml 3,0 ml
SDS 10% 150 pl 50 pl
APS 10 % 50 ul 25 ul
TEMED 10 ul 5ul

Tabelle 2.2.1.13.4 10 x Laufpuffer

Glycin 14,4% (w/v)
Tris-Base 3% (w/v)
SDS 1% (w/v)

2.2.1.13.3 Coomassie-Firbung

Um die Qualitdt der Elektrophorese und zu liberpriifen, wurden die Polyacrylamid-
gele mit Coomassie-Blue gefarbt. Dazu wurden sie unter leichtem Schiitteln

10-30min in Farbelosung und anschliefend fiir 6-12h in Entfarbelosung inkubiert.
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Beim Férben wird zundchst das gesamte Gel geférbt, beim Entférben bleibt der

Farbstoff nur an den Proteinbanden haften.

Tabelle 2.2.1.13.5 Coomassie-Farbung

Férbelosung Entfarbelosung
Coomassie-Blue R-250 0,125% (w/v) -
Methanol 50% (v/v) 30% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v) 10% (v/v)

2.2.1.13.4 Immunoblotting

Nach der Elektrophorese und Abtrennung des Sammelgeles wurden die Protein-
banden aus dem Trenngel auf Nitrocellulose-Membranen iibertragen. Der Blot
bestehend aus je einer Lage Filter-Papier, Trenngel und der Nitrocellulose-Mem-
bran wurde dazu in die Blot-Vorrichtung der Mini-Protean-II-Apperatur
eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x Laemmli-Puffer gefiillt und bei konstant
350mA 1,5 Stunden geblottet. Dann wurde die Nitrocellulose-Membran aus dem
Aufbau genommen und die freien Membranareale mit 1% bovinem Serum-Albu-
min in TPBS (0,5% Tween 20 in PBS) bei Raumtemperatur geblockt. Nach 12h
wurde dreimal mit TPBS gewaschen. Der Erst- und Zweit-Antikdrper wurden in
TPBS verdiinnt und die Membran unter Schiitteln bei Raumtemperatur zuerst 6
Stunden mit dem 1. und nach dreimaligem Waschen mit TPBS 2h mit dem 2.
Antikdrper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde der Blot mit
Luminol-Losung iiberschichtet. Die entstehende Chemilumineszenz ermoglicht

Filmbelichtungen.
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Tabelle 2.2.1.13.6 10 x Laemmli-Puffer
Tris 3% (W)
Glycin 14,7% (W/v)

2.2.2 Kulturtechniken fiir Bakterien und eukaryonte Zellen

2.2.2.1 Vorkultur von P. aeruginosa

In Vogel-Bonner-Medium (Vogel et al.; 1956) exprimiert P. aeruginosa nur
geringe Mengen an Exotoxinen (Hornef et al.; 2000). VB-Medium wurde deshalb
verwendet, um eine ausreichende Menge von Bakterien mit niedriger Exotoxin-
Expression als Ausgangspunkt fiir die weiteren Versuche zu gewinnen. 25ml
Vogel-Bonner-Medium wurden dazu mit einer Kolonie des jeweiligen Stammes

von P. aeruginosa angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 200Upm inkubiert.

2.2.2.2 Stimulation der Exotoxinproduktion von P. aeruginosa

Das Exotoxin-Stimulationsmedium wurde eigentlich zur Stimulation der Exotoxin-
A-Produktion verwendet (/glewski et al.; 1979). Die Zugabe des Chelators Nitrilo-
essigsidure vermindert die Konzentration an freien Kathionen. Dadurch stimuliert
es P. aeruginosa auch zur Expression der typ-IlI-sezernierten Exoenzyme (Nicas
et al.; 1984). Hierzu wurden 25ml einer Vorkultur in Vogel-Bonner-Medium
durch Zentrifugieren bei 4300Upm fiir 10min sedimentiert und das Sediment nach
Verwerfen des Uberstandes in 2ml Stimulationsmedium aufgenommen. Durch
Versetzen von frischem Stimulationsmedium mit dieser Suspension wurden eine
Optische Dichte von 0,1 bei monochromatischem Licht von 600nm eingestellt und
25ml davon in 50ml fassende Kulturgeféd3e mit Schikanen gegeben. Damit sollten
fiir die Messungen und Blots zu Beginn vergleichbare Anfangskeimzahlen erreicht

werden. Dann wurde bei 37°C und 200Upm inkubiert.
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2.2.2.3 Substitutionsversuche mit Homoserinolactonen

Um den Effekt der Zugabe von Homoserinolactonen auf die Exotoxin-Expression
zu untersuchen wurden diese zu Kulturen der einzelnen Stimme von P. aerugi-
nosa in der exponentiellen Wachstumsphase gegeben. Dafiir wurden die einzelnen
Stimme von P. aeruginosa in 25ml Stimulatinosmedium 3 Stunden bei 37°C und
200Upm inkubiert. Dann wurden die Kulturen sedimentiert und in 12,5ml frischem
Stimulationsmedium resuspendiert. Mit den Stammlosungen der Homoserinolac-
tone N-3-Oxododecanoyl- Homoserinolacton (OdDHL) und N-Buthyryl-Homose-
rinolacton (BHL) wurden eine 10uM Losung von BHL und eine 4pM Losung von
OdDHL in Stimulationsmedium hergestellt. AnschlieBend wurden von den Bakte-
riensuspensionen und von den Homoserinolacton- Losungen je 250ul in 1,5ml
Eppendorf Cups vermischt und nun bei Konzentrationen von 5pM BHL und 4uM
OdDHL bei 37°C und 200Upm weiter inkubiert.

2.2.2.4 Kaultur von Biofilmen

Mit jeweiligen Stamm von P. aeruginosa wurde eine Suspension mit der
Optischen Dichte von 0,1 in Stimulationsmedium hergestellt. Davon wurden 10ml
in eine Kultur-Schale gegeben, in der sich Objekttrager aus Polypropylen befan-
den. Diese wurden 24h bei 37°C inkubiert.

2.2.2.5 Unterstiitzung der Ausprigung des mucoiden Phiinotypes

Der Mucoid Maintenence Agar verstiarkt die Expression von Alginat und erleich-
tert so das Erkennen des mucoiden Phénotypes von P. aeruginosa (Evans et al.;
1973). Zunéchst wurde 24h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die bewach-

senen Néhrboden fiir weitere 3 Tage bei Raumtemperatur beobachtet.
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2.2.2.6 Zellkultur

HeLa-Zellen (ATCC CCL-2) wurden in Zellkulturmedium in 200-ml-Zellkultur-
Flaschen bei 37°C unter 5% CO2 kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde nach Erreichen
eines geschlossenen Monolayers die Hélfte der Zellen aus der Flasche mechanisch
passagiert und in frischem Medium in eine neue 200-ml-Zellkultur-Flasche

eingesét.

2.2.2.7 Kokultur von P. aeruginosa mit HeLa-Zellen

2.2.2.7.1 Vorbereitung der HeLa-Zellen:

Von dem HeLa-Zell-Monolayer wurde das Medium abgenommen und durch
frisches Zellkultur-Medium mit Antibiotika ersetzt. Dann wurden die Zellen vom
Boden der Kulturflasche abgeschabt und mit dem Medium entnommen. Durch
Férbung einer Probe mit 0,4% Trypanblau-Losung wurde die Dichte der lebenden
Zellen in einer Zahlkammer bestimmt und 2¢10° Zellen/cm?* in 8-Well-LabTek-II-
Chamber-Slides gegeben, um nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,

ein geschlossenes Monolayer aus HeLa-Zellen auf dem Objekttriger zu erhalten.

2.2.2.7.2 Zugabe der Bakterien:

25ml einer Vorkultur des jeweiligen P. aeruginosa-Stammes wurden bei 4000Upm
10min sedimentiert, der Uberstand verworfen und in 5ml Zellkultur-Medium ohne
Antibiotika aufgenommen und die ODeg so eingestellt, daf die gewiinschte Multi-
picity of Infection (MOI) erreicht wurde. Dabei entspricht eine ODDgo von 1,0
einer Dichte von 1¢10° Bakterien/ml. Das Medium wurde von den HeLa-Zellen
abgenommen und nach einfachem Waschen mit antibiotika-freiem Medium durch
Zellkultur-Medium mit Bakterien ersetzt. AnschlieBend wurde bei 37°C und 5%
CO, inkubiert.
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2.2.3 Detektion der Expression
2.2.3.1 Fixierung und Firbung zur Mikroskopie

Bakterien und Zellen wurden durch Inkubation mit 3,7% Paraformaldehyd 10min

lang fixiert. AnschlieBend wurde mit PBS gewaschen.

2.2.3.1.1 Phalloidin-TRITC-Firbung

Phalloidin bindet an das Actin-Zytoskelett von eukaryonten Zellen. Es wurde hier
als Konjugat mit dem Fluoreszenz-Farbstoff TRITC verwendet, um HeLa-Zellen
aus den Infektionsversuchen gegenzufarben. Hierzu wurde der Objekttrager nach
der Fixierung 15min mit einer 1:1000 Verdiinnung des Farbstoffes in PBS

iiberschichtet. AnschlieBend wurde dreimal fiir Smin mit PBS gewaschen.

2.2.3.1.2 Propidiumjodid-Firbung

Propidiumjodid férbt unspezifisch DNA an. Die Plexiglas-Objekttrager aus den
Biofilmversuchen wurden dazu nach Fixierung 1min mit 1pg/ml Propidiumjodid

iiberschichtet und dann dreimal mit PBS gespiilt

2.2.3.1.3 Eindeckmittel

Die gefarbten Objekttrager wurden mit AF1 eingedeckt, das den Fluoreszenz-Ver-

lust wéhrend der Betrachtung vermindert.

2.2.3.2 Konfokale Laser-Mikroskopie
Die Konfokaler Laser Mikroskopie ermdglicht die scharfe Abbildung von fluores-

zierenden Pigmenten in Schichten. Durch mehrfaches scannen kénnen hochaufls-

sende Bilder mit hoher Schérfe oder dreidimensionale Bilder gewonnen werden.
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Das verwendete Leica TCS Mikroskop ist mit einem Argon-Krypton-Laser ausge-
ristet, der die gleichzeitige Aufnahme von zwei verschiedenen Fluorochromen
ermoglicht. Die Bilder des Biofilmes und der Kokulturversuche von P. aeruginosa
mit HeLa-Monolayern wurden wie folgend erzeugt. Standardobjektive mit Vergro-
Berungen von 40x, 63x und 100x wurden gewihlt. Abbildungen der GFP-Fluores-
zenz und des zweiten Fluorochromes (TRITC) wurden  durch
Multichannel-Aufnahmen iibereinandergelegt. Falschfarbenbilder beziehungswei-
se Graustufen-Bilder des Griinfluoreszenz-Kanales wurden zur besseren Erkenn-
barkeit der Fluoreszezintensitit erzeugt. Die Mikrophotographien wurden ohne

weitere Bearbeitung verwendet.

2.2.3.3 Durchflufizytometrie

Die Duchflul-Zytometrie ermoglicht es, die Expression von GFP und damit die
des Fusionsgenes in einzelnen Bakterienzellen zu messen. Es stellt die statistische
Verteilung der Stirke der Expression in Histogrammen dar. Das verwendete

Zytometer von Coulter exzitiert mit monochromatischem Laserlicht bei 488nm.

2.2.3.3.1 Vorbereitung der Proben:

Zur Messung von Bakterienkulturen im Zytometer wurden je nach Wachstums-
dichte von der Kultur 0,5 bis 2,0ml abgenommen. Diese wurden zweimal in steril-
filtriertem 1x PBS gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde dann je nach Menge

in 1,0 bis 5,0ml PBS aufgenommen

2.2.3.3.2 Vorbereitung des FluoreszenzdurchfluBzytometers:
Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten wurde das Zytometer vor der Messung
mit Flow-Set-Beads geeicht, so dal im FL1-Detektor fiir die Beads ein Wert fiir

die mittlere Intensitdt der Fluoreszenz von 140 +/- 1 gemessen wurde.
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Abbildung 2.1: Im linken Histogramm sind verschiedene Bakterienpopulationen dargestellt. Auf der
Abszisse ist die Fluoreszenzintensitét logarithmisch eingeteilt. Die Ordinate stellt die Anzahl der gemes-
senen Ereignisse (Bakterien) mit der jeweiligen Fluoreszenzstérke dar. Dabei ist die Fluoreszenzvertei-
lung als Glockenkurve dargestellt. Zum Vergleich sind die Verteilungskurven einer Negativkontrolle
(mittlere Fluoreszenzintensitdt um 1), eine schwach positive Probe (Fluoreszenzintensitdt um 2) und
eine stark positive Probe (Fluoreszenzintensitdt etwa 15) dargestellt. Im rechten Histogramm ist die
Fluoreszenzverteilung der zur Normierung dienenden Flow-Set-Beads mit einer Mittleren Intensitét von

etwa 140 abgebildet.

2.2.3.3.3 Messungen:

Die Bakterien wurden mit dem Sideward Scatter detektiert (Russo-Marie et al.;
1993). GroBe und Granularitdt der Zellen sowie Fluoreszenz zwischen 525 und
550nm wurden ermittelt. Ein Gate nach den Kriterien GroBe und Granularitét
wurde gesetzt, das die Bakterien aus der Flissigkultur umfafite. Dann wurde die
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mittlere Intentsitdt der Fluoreszenz der Population gemessen. Dazu wurden pro
Messung 50000 Ereignisse erfaflt. Abbildung 2.1 zeigt Histogramme von Bakteri-

enpopulationen mit verschiedener Expressionsstirke.

2.2.4 DNA-Sequenzen von P. aeruginosa
Sequenzen fiir die Konstruktion der Primer und alle iibrigen bendtigten DNA-Se-
quenzen wurden der Sequenz-Database GenBank® des National Center for

Biotechnology Information (NCBI), USA entnommen.

2.2.5 Statistische Auswertungsverfahren

Um die Signifikanz der Unterschiede zwischen einzelnen Mefreihen aus den
Durchflulzytometrie-Messungen zu ermitteln, wurde wie folgt vorgegangen: Die
MeBwerte fiir die Fluoreszenz im FACS wurden fiir jeden Stamm erfafit und die
Mittelwerte gegen die Zeit bezichungsweise gegen die Optische Dichte aufgetra-
gen. Dann wurden die Mittelwerte jeder Mefreihe mit den Mittelwerten jeder
MeBreihe des Wildtypes durch einen paarweisen Student’schen t-Test flir verbun-
dene Stichproben mit Hilfe der Software Lotus 1-2-3 verglichen und der P-Wert
fiir den Fehler 1. Art berechnet. Dabei wurde die Differenz von Werten mit einem

p < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt.
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3 Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, war es Ziel dieser Arbeit, den Einflufl von
Biofilmbildung, Quorum Sensing, RpoS und Konversion zum mucoiden Phénotyp
(mucA-Defekt) auf die Expression von Typ-Ill-sezernierten Exoenzymen von P.
aeruginosa nachzuweisen. Verwendet wurden hierzu Stdmme, die das Reporter-
konstrukt in trans im Plasmid pExoS’-GFP, beziehungsweise pExoU’-GFP,
enthalten. Diese Plasmide bestehen aus dem Vektor pKT248 mit einem Konstrukt
aus Promotor und N-terminalem Anteil von exoS, bezichungsweise exoU, sowie
gfp. ExoS und ExoS’-GFP werden in diesen Stdmmen gleichermalien exprimiert
(Hornef et al. 2000). Zunachst wurde die ExoS-Expression von planktonisch

wachsenden Bakterien und von Bakterien in einem Biofilm verglichen.

3.1 exoS’-gfp-Expression im Biofilm

Zur Darstellung der Expression von ExoS im Biofilm wurde der Stamm
PAOI1[pExoS’-GFP] auf Objekttragern aus Polypropylen iiber 18 Stunden kulti-
viert. Nach Firbung der Objekttriger mit Propidiumjodid zeigte sich ein reifer
Biofilm mit Mikrokolonien. (Abbildung 3.1A) Betrachtet man nun einen ungefarb-
ten Biofilm, der unter identischen Bedingungen in der gleichen Kultur-Schale
gewachsen war, durch das Fluoreszenzmikroskop, findet man kaum Griinfluores-
zenz und somit anndhernd keine exoS -gfp-Expression (Abbildung 3.1B). Dagegen
produzieren Bakterien aus dem Uberstand reichlich ExoS’-GFP, was die Abbil-
dung 3.1C deutlich zeigt. Im Gegensatz zu proliferierenden Bakterien lief sich

also im Biofilm keine ExoS-Synthese nachweisen.
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Abbildung 3.1: exoS’-gfp-Expression im Biofilm: A: Biofilm mit Propidium-Jodid geférbt. B: Biofilm
nativ im Fluoreszenzmikroskop. Hier zeigt sich kaum exoS’-gfp-Expression. C: Bakterien im Kultur-

iiberstand produzieren im Vergleich dazu reichlich ExoS’-GFP.

3.2 Messung der exoS’-gfp- und exoU’-gfp-Expression
mittels Durchflufizytometrie unter kiinstlicher

Stimulation

GroBen Anteil an der Genregulation beim Ubergang vom planktonischen Wachs-
tum zur stationdren Phase oder zum Biofilm haben Quorum Sensing und der
Sigma-Faktor der stationdren Phase RpoS. Um einen Einflu auf das Typ-III-
Sekretionssystem zu untersuchen wurden Stdmme von P. aeruginosa mit Mutatio-
nen im 7A/-Quorum-Sensing-System, /as-Quorum-Sensing-System und in 7poS mit
dem Typstamm verglichen. Wenn dadurch die Expression typ-IlI-sezernierter
Exotoxine herunterreguliert wird, sollte ein Defekt zu einem Anstieg von ExoS'-

GFP fiihren.

Hierzu wurden die oben angefiihrten Stimme PAO1 (Wildtyp), PDO100 (#hll),
PAO-JP1 (lasl) und SS24 (rpoS) mit den Plasmiden pExoS’-GFP und pExoU’GFP
iiber zehn Stunden in Exotoxin-Stimulationsmedium (TSB mit Glycerin 1%, Nitri-

loessigsdure 10mM und Natriumglutamat 100mM) kultiviert. Als Negativkontrolle
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wurde der Stamm PAOI mit dem Plasmid pKTGFP mitgefiihrt, die bei allen
Messungen keine nennenswerte gfp-Expression zeigte. Alle zwei Stunden wurden
Proben entnommen, die Optische Dichte im Photometer und die GFP-Fluoreszenz

im Durchflufizytometer gemessen.

3.2.1 exoS’-gfp-Expression

Zusitzlich wurden hier noch die Doppelmutanten PAO-JP2 (lasl, rhil) und
PAO-JP3 (lasR, rhIR) verwendet, bei denen die beiden Autoinducer-Synthetasen
(PAO-JP2), bezichungsweise die beiden Regulatoren (PAO-JP3) defekt sind. Auch
diese enthielten hierzu das Plasmid pExoS’-GFP. Bei den Messungen vom Beginn
der Wachstumsphase (ODego ~0,1) bis in die stationdre Phase hinein (ODgy ~2,2)
ergaben sich die in Tabelle 3.2.1 dargestellten Mittelwerte und Standardabwei-

chungen aus je zwei unabhéngigen Reihen.

Tabelle 3.2.1: Messung der ExoS’-GFP-Synthese bei Defekten im Quorum Sensing und in rpoS im
Durchflulzytometer bei Kultur im Exotoxin-Stimulationsmedium: Mittelwerte und Standardabweichun-

gen zweier MeBreihen, Graphische Auswertung in Abbildungen 3.2 und 3.3.

Kulturdauer Oh 2h 4h 6h 8h 10h

MeRwert oD F o oD F o oD F o oD F o oD F o oD F G
Stamm

PAO1 [pgfp] 0,10 0,49 | 0,00 | 0,10 0,60 | 0,01 | 1,16 0,58 | 0,00 | 1,72 0,61 | 0,05 | 2,06 0,61 | 0,02 | 2,31 0,65 | 0,01
PAO1 [pExoS"-GFP] 0,10 1,61 | 0,00 | 0,11 3,93 | 0,01 | 1,01 3,37 | 0,39 | 1,64 3,96 | 0,53 | 2,02 5,55 | 0,37 | 2,16 5,73 | 0,04

PDO100 [pExoS'-GFP] 0,10 3,36 | 0,00 | 0,53 2,99 | 037 | 1,54 | 4,55 | 0,49 | 1,94 793|014 | 2,13 9,89 | 0,41 | 2,25 9,81 | 0,70
PDO111 [pExoS™-GFP] 0,10 1,68 | 0,00 | 0,60 3,36 | 0,08 | 1,53 5,63 | 0,59 | 1,82 8,02 | 131|197 9,11 | 0,85 | 2,09 | 10,35 | 0,05
PAO-JP1 [pExoS-GFP] | 0,10 1,63 | 0,00 | 0,27 2,94 1022|166 | 481|018 (229 4,88 | 024 | 2,25 4,19 | 0,38 | 2,48 5,74 | 0,53
PAO-JP2 [pEx0S-GFP] | 0,10 2,63 | 0,00 | 0,35 1,49 | 0,08 | 1,49 1,61 | 0,05 | 1,88 2,14 | 0,26 | 2,06 2,77 | 0,02 | 2,21 2,48 | 0,02
PAO-JP3 [pEx0S-GFP] | 0,10 5,99 | 0,00 | 0,20 6,49 | 0,77 | 0,80 | 4,93 | 0,96 | 1,59 5,84 | 1,00 | 1,90 7,10 | 1,26 | 2,10 8,26 | 1,20

S$824 [pEx0S-GFP] 0,10 2,11 | 0,00 | 0,09 2,60 | 0,53 | 0,87 7,55 (011 | 1,74 | 1465 | 0,25 | 1,99 | 19,45 | 0,65 | 2,20 | 27,65 | 1,65
Mittlere OD gesamt 0,10 0,28 1,26 1,83 2,05 2,23
o 0,00 0,18 0,32 0,21 0,10 0,12

Die Unterschiede in der exoS’-gfp-Expression zwischen Wildtyp und den Defekt-

mutanten im Quorum Sensing bezichungsweise der rpoS-Mutante zeigen die
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Abbildungen 3.2 und 3.3. Die Unterschiede zu PAO1 waren signifikant bei
PDO100 (p=0,0384), PDO111 (p=0,0456), PAO-JP2 (p=0,0308) und PAO-JP3
(p=0,0026), nicht aber fiir PAO-JP1 (p=0,9899).
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Abbildung 3.2: exoS’-gfp-Expression in PAO1 und verschiedenen Mutanten im Quorum Sensing.
PDO100 (rhll) und PDO111 (rhIR) erzeugen signifikant mehr ExoS’-GFP als PAO1 (Wildtyp), ebenso
PAO-JP3 (rhIR, lasR). PAO-JP2 (rhll, lasl) zeigt deutlich geringere Fluoreszenz. PAO-JP1 (lasl) unter-

scheidet sich nicht vom Wildtyp. PAO1 [pKTGFP] zeigte als Negativkontrolle keine gfp-Expression.
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Abbildung 3.3: Der rpoS-Defekt bei SS24 fiihrt zu deutlich stirkerer exoS’-gfp-Expression als beim
Wildtyp. (p=0,0702).

Aus den Diagrammen zeigt sich, dal beim Wildtypstamm PAOT1 die exoS -gfp-Ex-
pression mit der Inkubationsdauer, beziehungsweise der Wachstumsdichte der
Kultur, bis zur stationdren Phase (ODg>2) zunimmt. In gleichem Ausmal steigt
die exoS’-gfp-Expression der /asl-Mutante PAO-JP1 ohne signifikanten Unter-
schied dazu. Eine lasl-rhil-Doppelmutante (PAO-JP2) zeigt hingegen keinen

Anstieg, sondern exprimiert unabhingig von der Wachstumsdichte nur geringe
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Mengen an ExoS’-GFP. Eine Mutation in rhll (PDO100) oder in rA/R alleine
(PDO111) sowie in rh/R in Verbindung mit einer Mutation im /asR-Gen
(PAO-JP3) fiihrt hingegen zu einer signifikant stirkeren exoS’-gfp-Expression als
beim Wildtyp. Auch die rpoS-Mutante zeigt eine weit hohere Expression des exoS-
Genes im Vergleich zum Wildtypstamm. Daraus 148t sich folgern, da3 sowohl das

rhi-System, als auch RpoS einen Einfluf3 auf die Expression von exoS ausiiben.

3.2.2 Expression von exoU’-gfp

Um zu tiberpriifen, ob das rA/-System ebenso einen Einflul auf die Expression von
exoU hat, wurden der Wildtyp PAOI1, die ##/[-Mutante PDO100 und die /as/-Mu-
tante PAO-JP1 im Stimulationsmedium iiber zehn Stunden inkubiert. Hier wurden
nach fiinf und zehn Stunden Proben entnommen. Alle drei Stimme trugen hierbei
das Plasmid pExoU’-GFP. Als Negativkontrolle wurde wiederum PAOI1
[pPKTGFP] mitgefiihrt. Diese zeigte keine Expression von GFP. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen zweier Mefreihen zeigt Tabelle 3.2.2. Abbildung 3.4

enthilt das dazugehdrige Histogramm.

Tabelle 3.2.2: Messung der exoU’-gfp-Expression bei Defekten im Quorum Sensing im Durchflufzyto-
meter, graphische Darstellung in Abbildung 3.5.

Kulturdauer Oh 5h 10h

MeRwert oD F o oD F o oD F o
Stamm

PAO1 pExoU'-GFP 0,10 | 1,20 | 0,00 [ 1,77 | 5,08 | 0,11 | 2,47 | 1,48 | 0,06

PDO100 pExoU'-GFP 010 ( 1,25 | 0,00 | 0,88 | 132 1,65 2,33 | 4,63 | 0,98

PAO-JP1 pExoU'-GFP | 0,10 | 1,25 | 0,00 [ 1,29 | 433 | 0,25 | 2,40 | 3,84 | 1,56

Mittlere OD ges. 0,10 1,31 2,40
o 0,00 0,37 0,06
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Abbildung 3.4 exoU’-gfp-Expression und Quorum Sensing: PDO100 (rhll) exprimiert signifikant
(p=0,024) mehr ExoU’-GFP als PAO1 und PAO-JP1 (lasl). Die exoU-Expression aller drei Stimme
nimmt in der exponentiellen Phase zu und fillt dann in der stationéren Phase wieder ab. Eine Mutation
im lasl-Gen fithrt wiederum zu keinem signifikanten Unterschieden. Eine Mutation im 7A/I-Gen fiihrt
dagegen auch hier zu signifikant hoheren Expressions-Werten als beim Wildtyp (p=0,024). Dies besta-
tigt den negativ regulierenden EinfluB3 des rhl-Systemes auf die Expression der Exotoxine des Typ-III-

Sekretionsapparates von P. aeruginosa.

3.2.3 Expression nach Substitution der Homoserinolactone
Um zu tberpriifen, ob die beobachteten Verdnderungen durch die verminderte
Produktion der Autoinducer zustande kommen, wurden diese zum Wildtyp und

den Stdmmen mit defekten Autoinducer-Synthetasen hinzugegeben. PAO1 als

Wildtyp, PDO100 (k) und PAO-JP1 (lasl) mit dem Plasmid pExoS’-GFP sowie
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PAO1 [pKTGFP] (NK) wurden zunédchst drei Stunden in Stimulationsmedium
inkubiert. Dann wurde die ExoS’-GFP-Synthese im DurchfluBzytometer
gemessen. Bei Zugabe der Homoserinolactone wurde erneut gemessen (Oh),
ebenso drei und sechs Stunden nach der Zugabe (Tabelle 3.2.3). Der Vergleich
bestdtigt zundchst die in den vorhergehenden Versuchen beobachtete Steigerung
der ExoS’-GFP-Bildung in PDO100 gegeniiber dem Wildtyp. Die Zugabe von
BHL, fiihrt bei allen Stimmen mit Ausnahme der Negativ-Kontrolle zu einer
deutlichen Verminderung der exoS’-gfp-Expression nach drei Stunden. Diese ist
bei PDO100 auch noch nach sechs Stunden sichtbar, bei PAO1 leicht vermindert,
bei PAO-JP1 aufgehoben. Auffilligerweise fiihrt auch die Zugabe von OdDHL zu
einem leichten Riickgang von ExoS’-GFP. Vergleicht man nun die Werte nach
drei und sechs Stunden nach Zugabe von BHL mit den Werten nach Zugabe von
OdDHL zeigt sich lediglich bei PDO100 ein hochsignifikanter Unterschied im
Sinne einer stirkeren Hemmung der Produktion von ExoS’-GFP durch BHL
(Student’scher T-Test: p=0,004). Bei PAO1 und PAO-JP1 zeigt sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den beiden Homoserinolaktonen (PAO1: p=0,38;
PAO-JP1 p=0,29). Abbildung 3.5 verdeutlicht die Auswirkungen der Substitution
zum Zeitpunkt der stirksten Ausprdgung der Unterschiede zwischen Kultur mit
und ohne Autoinducer, drei Stunden nach Zugabe. Abbildung 3.6 zeigt die Situa-
tion weitere drei Stunden spater. Hier besteht nur noch bei PDO100 (rhll) ein
deutlicher Unterschied zum Wildtyp.

Hieraus 146t sich schlie8en, dafl das hinzugegebene BHL die fehlende Produktion
bei PDO100 ersetzt und zu einer deutlichen Reduktion der ExoS’-GFP-Produktion
fithrt. Mdglicherweise wird die Hemmung der ExoS’-GFP-Produktion durch das
rhl-System, das bei PAO1 und PAO-JP1 intakt ist, sowohl durch BHL als auch
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durch OdDHL verstérkt. Die Reduktion der ExoS’-GFP-Produktion durch OdDHL

bei PDO100 148t aber auch einen unspezifischen Effekt vermuten.

Tabelle 3.2.3: Substitution der Autoinducer und Quorum Sensing, gezeigt werden die Mittelwerte und
Standardabweichungen von zwei Mefreihen: Zum Zeitpunkt Oh wurden die Autoinducer BHL und
OdDHL zugegeben. Abbildung 3.5 zeigt eine graphische Darstellung der Messung drei Stunden spéter,
Abbildung 3.6 sechs Stunden spiter.

Kulturdauer -3h Oh 3h 6h
MeRBwert F o F o F o F o
Stamm

PAO1 pgfp 0,79 | 0,00 0,77 | 0,03 0,76 | 0,00 0,65 | 0,01
PAO1 pgfp + BHL 0,78 | 0,01 0,66 | 0,00
PAO1 pgfp + OdDHL 0,82 | 0,06 0,66 | 0,00
PAO1 pExoS'-GFP 1,48 | 0,00 6,50 [ 0,04 9,43 |1 0,06 | 10,35 | 0,25
PAO1 pExoS'-GFP + BHL 6,85 | 0,14 8,55 | 0,07
PAO1 pExoS'-GFP+ OdDHL 6,65 | 0,05 9,35 | 0,15
PDO100 pExoS'-GFP 2,62 | 0,00 | 10,51 | 0,89 | 14,00 | 0,80 | 16,55 | 0,05
PDO100 pExoS'-GFP + BHL 10,65 | 0,55 7,69 | 0,32
PDO100 pExoS'-GFP + OdDHL 12,35 | 0,05 | 13,65 | 0,22
PAO-JP1 pExoS'-GFP 2,90 | 0,00 6,80 [ 0,03 [ 10,55 | 0,15 9,37 | 0,15
PAO-JP1 pExoS'-GFP + BHL 5,55 | 0,07 9,43 | 0,26
PAO-JP1 pExoS'-GFP + OdDHL 5,37 | 0,02 | 10,65 | 0,15
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Abbildung 3.5 Messung drei Stunden nach Substitution der Autoinducer: Zu PAO1 (Wildtyp), PDO100
(rhil) und PAO-JP1 (lasl), jeweils mit dem Plasmid pExoS’-GFP wurden die Autoinducer BHL (rh/)
und OdDHL (/as) gegeben. Im Vergleich zu den Kulturen ohne Zugabe (kein Al) fiihrt dies bei allen
Stédmmen zu einer deutlich geringeren ExoS’-GFP-Synthese. Der Unterschied zwischen Zugabe von

BHL und OdDHL ist bei PDO100 am stérksten. Negativkontrolle: PAO1[pKTGFP]
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Abbildung 3.6 Messung sechs Stunden nach Substitution der Autoinducer. Der Effekt auf die Zugabe

von BHL ist noch sichtbar, der auf die Zugabe von OdDHL fast aufgehoben.
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Entsprechend wurde versucht, den Effekt der Zugabe der Autoinducer von P.
aeruginosa auf die rpoS-Mutante SS24 zu bestimmen. (Tabelle 3.2.4, Abbildung
3.7) Auch hier zeigte sich eine verminderte exoS -gfp-Expression nach Zugabe der
beiden Autoinducer, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen BHL und
OdDHL (p=0,29). Es war jedoch unter diesen Kulturbedingungen (Kultur in 1ml
Epicups) nicht moglich, gleich hohe Expressionswerte wie bei grofleren Kulturvo-
lumina zu erzielen. Ein groferes Kulturvolumen war aufgrund der dann benétigten

Mengen Autoinducer nicht moglich. Die Aussagekraft ist daher eingeschrénkt.

Tabelle 3.2.4: Substitution der Autoinducer und RpoS

Kulturdauer -3h Oh 3h 6h
MeRBwert F G F . F = F o
Stamm

PAO1 pExoS'-GFP 2,25 | 0,00 2,88 | 0,10 2,811 0,20 2,65 | 0,24
PAO1 pExoS'-GFP + BHL 2,61 | 0,27 2,111 0,03
PAO1 pExoS'-GFP + OdDHL 2,82 | 0,40 2,19 | 0,04
S$824 pExoS'-GFP 4,22 | 0,00 4,25 | 0,15 3,23 | 0,01 5,14 | 0,08
S$S24 pExoS'-GFP + BHL 3,12 1 0,15 3,91 | 0,03
$S24 pExoS'-GFP + OdDHL 3,68 | 0,09 4,09 | 0,02
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Abbildung 3.7 Messung sechs Stunden nach Substitution der Autoinducer. Auch bei SS24 (rpoS) ist
eine verminderte Expression auf die Zugabe von BHL und OdDHL sichtbar. Die Aussagekraft ist

jedoch eingeschrinkt, da hier nicht entsprechend hohe Expressionswerte wie in grofieren Kulturvolu-

mina erreicht werden konnten.

3.3 exoS’-gfp-Expression in P. aeruginosa im Kokultur-

Versuch mit der humanen Zellinie HeLLa

Kontakt zu eukaryonten Zellen stellt wohl den physiologischen Stimulus fiir
Typ-IlI-Sekretion dar. Die oben beobachteten Expressionsunterschiede wurden
deshalb in einem Infektionsmodell in Kokultur mit humanen Zellen der Reihe
HeLa verglichen. Die Bakterien enthielten dabei wiederum das Reporterplasmid
pExoS’GFP. Die folgenden Bilder wurden mit dem konfokalen Lasermikroskop
nach zwdlf Stunden Kultur mit einer MOI von 1:10 angefertigt. Das erste Bild
jeder Reihe (Abbildung 3.8, Reihe A) ist eine Aufnahme der Rot-Griin-Fluores-
zenz und zeigt rote, mit Phalloidin-TRITC gefédrbte HeLa-Zellen und griine, GFP
produzierende Bakterien. Das zweite (Abbildung 3.8, Reihe B) stellt jeweils die
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Intensitidt der Griin-Fluoreszenz der Bakterien im Falschfarbenbild (Clut) dar.
Niedrige Intensitdt wird hierbei blau, ansteigende griin bis rot und hohe Intensitét
weil} dargestellt. Das letzte Bild jeder Reihe zeigt die Intensitit der Griin-Fluores-
zenz in Graustufen. (Abbildung 3.8, Reihe C). Starke Expression von exoS wird
durch Kontakt mit den eukaryonten Zellen ausgelost. So ist hier auch zu erkennen,
daBl Bakterien, die viel GFP produzieren, vor allem um die Zellen herum angeord-

net sind. Ebenso zeigt sich, daB alle vier Stimme ExoS bilden.

Es gibt jedoch Unterschiede in der Intensitdt der Expression und in der Dichte der
exprimierenden Bakterien. PDOI100 (##/]) und SS24 (rpoS) ibertreffen beide
PAO-JP1 (lasl) und den Wildtypstamm PAOI. Bei inaktiviertem rh/l (Stamm
PDO100) kommt es also, wie zuvor schon gesehen, zu erhohter Expression von

exoS’-gfp im Vergleich zum Wildtyp. Gleiches gilt fiir ein defektes rpoS-Gen.

Dagegen zeigt die lasI-Mutante eine dhnlich hohe exoS -gfp-Expression wie der
Wildtyp PAO1-Stamm.
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Abbildung 3.8: HeLa-Zellen und PAO1, PDO100 (rhll), PAO-JP1 (lasl) oder SS24 (rpoS) in Kokultur.
A: Rot-Griin-Fluoreszenz (rot: HeLa-Zellen (Phalloidin-TRITC); griin: Bakterien mit ExoS’-GFP), B:
Ex0S’-GFP in Farbstufen (dunkelblau keine, griin starke Expression), C: ExoS’-GFP (Graustufen).

PDO100 und SS24 bilden erheblich mehr ExoS’-GFP als PAO1 und PAO-JP1.
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3.4 Nachweis von exoS-mRNA und ExoS unter

Stimulationsbedingungen

Nun sollte auch iiberpriift werden, ob zum einen die Messung von ExoS’-GFP mit
der Menge an tatsdchlich exprimierten ExoS korreliert und zum anderen, ob die
bisher gefundenen Regulationsmechanismen pri- oder posttranskriptionell eingrei-
fen. Die Stimme PAO1, SS24 (rpoS), PDO100 (rhll) und PAO-JP1 (lasl) wurden
dafiir iiber zehn Stunden in Stimulationsmedium zur ExoS-Produktion angeregt.

AnschlieBend wurden Proben fiir Protein- und RNA-Préparationen genommen.

3.4.1 Vergleich der ExoS-Synthese im Western-Blot

Fiir die Proteinaufschliisse wurden durch Uberpriifung der ODgy und entspre-
chende Verdiinnung der Proben anndhernd gleiche Bakterienzahlen von allen
Staimmen verwendet. Abbildung 3.9-A stellt ein Acrylamidgel nach Coomassie-
Farbung dar, bei dem je 10ul Proteinaufschlufl eingesetzt wurden. Es zeigen sich
vergleichbare Proteinmengen. AnschlieBend wurde mit diesem Gel ein Western-
Blot mit einem Anti-ExoS-Antikorper durchgefiihrt. (Abbildung 3.9-B): Die
Stamme PDO100 und SS24 zeigen den hochsten ExoS-Anteil an der Gesamtpro-
teinmenge. Die rkll- und die rpoS-Mutante erzeugen also, wie nach den Versuchen
mit dem GFP-Reporter gezeigt, deutlich mehr ExoS als der Wildtyp und die /asI-
Mutante. Der Vergleich zwischen Wildtyp und Wildtyp mit dem Plasmid pExoS’-
GFP zeigt hingegen keinen grofleren Unterschied im Protein-Expressionsmuster.
Im Western-Blot sind hier ExoS und ExoS’-GFP als Doppelbande sichtbar. Die

Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen sind also {ibertragbar
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Abbildung 3.9: ExoS-Western-Blot:

A: Vergleich von je 10pl Proteinaufschlufl nach Auftrennung im Polyacrylamid-SDS-Gel und Coomas-
sie-Férbung - annéhernd gleiche Gesamt-Protein-Mengen

B: Western-Blot mit Anti-ExoS-Antikérper. PDO100 (#4/]) und SS24 (rpoS) erzeugen deutlich mehr
ExoS als PAO1 (Wildtyp) oder PAO-JP1 (lasl). Das pExoS’-GFP-Plasmid verdndert die exoS-Expres-
sion nur unwesentlich. ExoS’-GFP zeigt sich aufgrund hoéherer Molekiilgroie als weitere Bande

oberhalb von ExoS.

3.4.2 Vergleich der exoS-mRNA mittels Northern-Blot
Abbildung 3.10-A zeigt je 10pg Gesamt-RNA von jedem der oben erwdhnten

Stdmme, die in einem 1%-igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt wurden.
Im Vergleich zeigen sich annéhernd gleiche Mengen an aufgetrennter RNA. Von
diesen Préparationen wurden erneut Sug aufgetrennt, auf Nitrozellulose iibertragen

und dann die exoS-mRNA mittels einer spezifischen, DIG-UTP-markierten Sonde
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detektiert (Abbildung 3.10-B). Der exoS-mRNA-Gehalt von PDO100, der rhll-
Mutante ist deutlich groBer als der von PAO1. Ebenso ist der exoS-mRNA-Gehalt
der rpoS-Mutante SS24 hoher als der des Wildtyps. Die lasl-Mutante zeigt hier
wenig mehr exoS-mRNA als der Wildtyp. Die Ubereinstimmung zwischen
Fluoreszenzmessungen, Western-Blot und Northern-Blot spricht fiir eine prétran-

skriptionelle Regulation durch das 7A/-System und durch RpoS.

A B
PAO1  $824  PDO-100 PAO-JPL N
RNA-Langenstandard N '\QQ ™ BQ
O L N O
Basen Q¥ QO Poie
1821
1517 L 1359
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Abbildung 3.10: exoS-Northern-Blot:

A: Vergleich von je 10pg elektrophoretisch aufgetrennter und mit Ethidiumbromid gefarbter Gesamt-
RNA zeigt anndhernd gleiche Gesamt-RNA-Mengen.

B: Northern-Blot mit exoS-spezifischer, DIG-UTP-markierter Sonde. PDO100 (#A/l) und SS24 (rpoS)
bilden deutlich mehr exoS-mRNA als PAO1 (Wildtyp) oder PAO-JP1 (lasl).

3.5 Mutagenese des mucA-Genes

AlgU reguliert als Sigmafaktor die Produktion von Alginat. Die Mutation seines
Antisigmafaktors MucA fiihrt zu einer Uberproduktion des Exopolysaccharides

von P. aeruginosa. Der Zeitpunkt der Erstisolation derartiger Stimme aus den
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Atemwegen von Patienten mit Cystischer Fibrose ist mit der Chronifizierung der
Infektion und einer klinischen Verschlechterung assoziiert. Gleichzeitig erscheint
die Expression eines Typ-III-Sekretionsapparates bei einer Einbettung des Bakteri-
ums in eine Matrix aus Alginat nicht sinnvoll. Es sollte deshalb untersucht werden,
ob AlgU und MucA auch einen EinfluB} auf die Expression des ExoS-Regulons
haben. Hierzu wurde eine Mutation in das mucA-Gen von P. aeruginosa einge-
fithrt und damit ein definierter Stamm mit mucoidem Phénotyp, das heifit mit einer
konstitutiven Uberexpression von Alginat erzeugt. Zuerst wurde das mucA-Gen
kloniert, 105bp aus dem mittleren Bereich in frame deletiert und anschlieBend das
defekte Gen mucA’ durch doppelt homologe Rekombination im Austausch gegen
das intakte Gen in das Chromosom von PAO1 und PAK integriert. (Ubersicht
Abbildung 3.11)
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Abbildung 3.11: Mutagenese des mucA-Genes: mucA von PAO1 wurde mit PCR kloniert und 105 bp
mittels Restriktionsverdau (Nael) ausgeschnitten. Nach Transformation von PAOl1 und PAK und
doppelt homologer Rekombination enthalten die Mutanten das defekte mucA4’.
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3.5.1 Klonierung des mucA-Genes
Das mucA-Gen von P. aeruginosa PAO1 wurde mit den Primern fmucA-BamHI
und rmucA-HindIII mittels PCR in den Vektor pBlueskriptKS II(+) kloniert. Mit

dem dabei entstandenen Vektor pMR1 wurde dann E. coli DH5a‘ transformiert.

3.5.2 Einfithrung einer Deletion in das klonierte mucA-Gen

Nach Priparation und Restriktionsverdau von pMR1 mit dem Enzym Nael wurden
105bp des Genes mucA zwischen den Basen 369 bis 474 herausgeschnitten. Die
beiden Fragmente wurden tiber Agar-Gel-Elektrophorese getrennt und das grof3ere,
das Vektor und 5’- und 3’-Ende von mucA enthélt, aufgereinigt und ligiert. Das
Ligationsprodukt pMR2 enthélt das deletierte Gen mucA’. Die Deletion von 35
Triplets wurde durch die GroBendifferenz des PCR-Produktes zum Wildtyp
iiberpriift. Das deletierte mucA-Gen (mucA’) wurde dann mit den Primern fmucA-
EcoRI und rmucA-EcoRI amplifiziert. Uber die EcoRI-Restriktions-Schnittstelle
wurde dann das mucA’-Gen in den Suizidvektor pEX18T kloniert (Ergebnis:
pMR3).

3.5.3 Konjugation von pMR3 in P. aeruginosa

Anschlielend wurde der Suizidvektor pMR3 in die Stimme PAO1 und PAK
konjugiert. Zur Uberpriifung der ersten Homologen Rekombination und damit der
Integration des Vektors in das Chromosom wurde auf Carbenicillin-Resistenz
selektioniert. Die resistenten Klone wurden zur Selektion auf die zweite Homolo-
ge Rekombination, das heif3t den Verlust des Plasmides unter Mitnahme des intak-
ten Genes mucA auf Sucrose-Agar ausplattiert. Da der Vektor das sacB-Gen von
Bacillus subtilis enthilt, konnen sich Bakterien, die den Vektor noch enthalten

nicht auf Sucrose enthaltenden Nahrbdoden vermehren. Die sucrose-resistenten
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Klone wurden dann mit PCR mit den Primern fmucA und rmucA tberpriift. Einige
zeigten dabei ein kleineres PCR-Produkt als der Wildtyp, entsprechend dem
kleineren defekten Gen mucA’. Abbildung 3.12 zeigt diesen Unterschied. Der
mucoide Phénotyp wurde anschlieBend auf MM-Agar iiberpriift. (Abbildung 3.13)

105 bp

Nael Nael

Abbildung 3.12: Im Vergleich zum mucA des Wildtypes zeigt sich beim mucA4’ der Mutanten (PAM-1
bis -3 und PKM-1 bis -3) die GroBendifferenz von 105bp in der PCR.
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Abbildung 3.13: Mucoider Phanotyp: Im linken oberen Drittel der MM-Agarplatte zeigt der Stamm mit
deletiertem mucA eine Uberproduktion von Mukopolysacchariden. Im unteren Drittel zum Vergleich der
Wildtyp PAOI1. Zwischen diesem und der mit mucA aus der PAO1-Genbank komplementierten Mutante

im rechten oberen Drittel 148t sich kein Unterschied im Phénotyp ersehen.

3.5.4 Komplementierung der mucA-Mutanten

Um zu tberpriifen, ob der neue, mucoide Phinotyp auf die Deletion in mucA
zuriickzufiihren ist, wurden die Mutanten mit dem intakten Wildtyp-Gen komple-
mentiert. Hierzu wurde zundchst eine P. aeruginosa PAO1 Genbank in E. coli
XL1-Blue durch Kolonie-Hybridisierung mit einer mucA-DNA-Sonde auf das
Vorhandensein des mucA-Genes untersucht. Die Sonde wurde mit den Primern
fmucAS und rmucAS und Digoxiginin-markiertem UTP erzeugt. Als Positivkon-
trolle wurde P. aeruginosa PAO1, als Negativkontrolle E. coli XL1-Blue mitge-
fihrt. Die Klone PA18G11, PA19B5 und PA19D12 wurden aus der Bank isoliert
und das Hybridisierungsergebnis mittels PCR bestitigt. Das Genbankplasmid von
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PA18G11 wurde prépariert und in den Stamm PAM-1 elektroporiert. Die Mutante
zeigte keinen mucoiden Phénotyp mehr und wurde somit erfolgreich rekomple-

mentiert. (Abbildung 3.13)

3.5.5 Einflufl} des Antisigmafaktors MucA auf die Expression
von exosS

Um zu untersuchen, ob die Inaktivierung des mucA-Genes einen Einflufl auf die
Expression von exoS hat, wurde der Wildtyp von PAO1 mit seiner mucA-Mutante
PAM-1 beim Wachstum im Stimulationsmedium verglichen. Hierzu wurden
Standardkulturen der beiden Staimme mit dem Plasmid pExoS’-gfp in Stimulati-
onsmedium iiber zehn Stunden inkubiert und alle zwei Stunden im FACS die
mittlere Fluoreszenz bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen dieser
Messungen finden sich in Tabelle 3.5.1. Es zeigt sich, dal PAM-1 zunédchst dhnli-
che Mengen an ExoS’-GFP erzeugt, wie der Wildtyp. Im Verlauf nimmt die
Ex0S’-GFP-Produktion bei PAM-1 exponentiell zu wihrend bei PAOI1 die
Expression in der stationdren Phase zunédcht stagniert und dann wieder leicht

abfallt. Dies ist auch im Histogramm in Abbildung 3.14 zu erkennen.

Tabelle 3.5.1: Vergleich von PAOI und PAM-1: PAM-1 ibertrifft die exoS-Expression von PAO1 in

der stationdren Phase.

Zeit Oh 2h 4h 6h 8h 10h

MeRwert oD F o oD F o oD F o oD F o oD F
Stamm
PAO1 0,10 [ 2,25 | 0,00 | 043 | 395| 041|213 | 853|158 (2351290 | 1,10 | 2,50 | 14,10 | 2,00 | 2,47 | 9,58 | 0,17
PAM-1 0,10 1,62 [ 0,00 | 0,27 2,80 [ 0,01 | 1,83 6,36 [ 0,16 | 2,27 | 12,85 | 0,55 | 2,47 | 19,15 | 0,25 | 2,57 | 24,55 | 2,25

Mittlere OD ges. 0,10 0,35 1,98 231 2,48 2,52
o 0,00 0,08 0,15 0,04 0,01 0,05
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Ein Effekt zeigt sich also erst in der stationdren Phase. Dies ist wahrscheinlich mit

dem Beginn der Expression von AlgU als alternativer Sigmafaktor bei Néhrstoff-

mangel assoziiert. Eine Defekt von mucA fiihrt demnach zu einer erhohten Expres-

sion von Typ-IlI-sezernierten Exotoxinen unter ungiinstigen Umweltbedingungen.
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Abbildung 3.14: Vergleich der exoS’-gfp-Expression von Wildtyp (PAO1) und mucA-Mutante

(PAM-1). PAM-1 bildet in der exponentiellen Phase maBig weniger, in der stationiren Phase deutlich

mehr ExoS’-GFP.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einflul von verschiedenen Regulationsme-
chanismen auf die Expression des Typ-III-Sekretionssystemes (ExoS-Regulon)
von Pseudomonas aeruginosa untersucht werden. Bekannt ist, dal durch die
beiden Quorum-Sensing-Systeme (las, rhl), RpoS und den Antisigmafaktors
MucA andere Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel Biofilmbildung und Alginatpro-
duktion, reguliert werden. Deshalb wurde ihre Wirkung auf die Expression typ-II1-

abhéngiger Exotoxine (ExoS, ExoU) als Vertreter des ExoS-Regulon getestet.

Zur quantitativen Bestimmung der Expression der Exotoxine wurden translatio-
nelle Fusionen von exoS und exoU mit gfp verwendet. Bei Stimulation der Typ-I1I-
Sekretion (Ca2+-Depletion) kommt es somit zur Koexpression von Fusionsprotei-
nen (ExoS’-GFP, ExoU’-GFP). Dies ermdglicht mittels Fluoreszenzmessung die

Expression von exoS und exoU auf der Ebene einzelner Bakterienzellen zu messen.

Beim Typstamm von P. aeruginosa (PAO1) zeigte sich auf diese Weise, daBl
Bakterien in einem Biofilm nur geringe Mengen ExoS exprimieren, wihrend im
Kulturiiberstand dariiber planktonisch wachsende Bakterien viel ExoS synthetisie-
ren. Fiir die weiteren Experimente wurden Defektmutanten von P. aeruginosa im
las- und rhl-Quorum-Sensing-System und in rpoS verwendet. Zusétzlich wurde
durch homologe Rekombination eine Mutation in mucA erzeugt. Durch die
Ubertragung des Reporter-Systemes in diese Defektmutanten konnte ein reprimie-
render Einflul durch das rhl-System, den Sigmafaktor der stationdren Phase RpoS
und den Antisigmafaktor MucA unter Stimulation gezeigt werden, wihrend
Mutationen im las-System keine signifikante Anderung der Expression von exoS

und exoU verursachten. Die durch Fluoreszenzmessung erhobenen Daten fiir den
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Wildtyp und fiir die Mutanten mit Defekt im 7A/-System und in 7poS stimmten
qualitativ mit der Menge von ExoS, die parallel im Western-Blot gemessen wurde,
iiberein. Im Northern-Blot konnte gezeigt werden, dall die Menge an exoS-mRNA
der jeweils nachgewiesenen Menge an Exotoxin ebenfalls entspricht. In Kokultur

mit humanen Zellen (HeLa) war bei defektem #4// und rpoS auch eine gesteigerte

Expression von exoS zu sehen.

4.1 Methodik

Die Daten basieren auf der Messung der Fluoreszenz von GFP. Dieses wird in
translationeller Fusion mit den Exotoxinen ExoS und ExoU in Abhéngigkeit von
deren Promotoren exprimiert. Im Verlauf des Wachstums korreliert die Menge an
GFP-Fusionsprotein signifikant mit dem Fluoreszenzsignal und stellt somit ein
valides Maf3 fiir die Exotoxinproduktion dar (Hornef et al.; 2000). Dabei sind
jedoch Storfaktoren denkbar.

So erzeugt P. aeruginosa Chromophoren wie Pyocyanin und Pyoverdin, die die
Fluoreszenzmessung von GFP verfdlschen konnten. Zusitzlich werden diese von
den einzelnen Defektmutanten in unterschiedlichem Ausmal} produziert. Um die
Chromophoren zu entfernen und dadurch den Fehler so gering wie mdglich zu
halten, wurden die Bakterien vor der Fluoreszenzmessung mit PBS gewaschen.

Dadurch wurde die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse tatsdchlich gesteigert.

Die Reportergenfusionen befinden sich im Bakterium nicht auf dem Chromosom
(in cis) sondern auf einem Low-Copy-Plasmid (in trans). Die Unterschiede in der
Expression von GFP zwischen den einzelnen Stdmmen koénnten daher auch durch
einen Gen-Dosis-Effekt durch eine unterschiedliche Anzahl von Plasmid-Kopien

pro Bakterium verursacht werden. Ebenso konnte allein durch die Anwesenheit
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des Plasmides die Expression beeinfluit werden. Von entscheidender Bedeutung
ist also als erstes die Stabilitit des verwendeten Plasmides mit dem Reportergen.
Der verwendete Vektor pKT248 liegt in etwa 15-20 Kopien pro Zelle vor. Trotz
des Chloramphenicolresistenzgenes auf dem Plasmid war die Wachstumskurve bei
Zugabe von Chloramphenicol méBig verzdgert. Wéhrend der Messungen wurde
deshalb auf einen Selektionsdruck durch Zugabe von Chloramphenicol verzichtet,
um die Proteinsynthese nicht zu hemmen. Deshalb konnte hier ein Verlust des
Plasmides bei einem Teil der Bakterienpopulation auftreten und eine niedrigere
Expression vorspielen. Bei den Voruntersuchungen zu dieser Arbeit konnte dies
zeitweise beobachtet werden. Es fithrt im FACS zu einer zweigipfligen Fluores-
zenz-Verteilung. Der erste Gipfel zeigt dabei keine Fluoreszenz und entspricht den
Bakterien, die das Plasmid verloren haben. Daher muflte direkt vor den Versuchen
eine Passage einer Einzelkolonie auf chloramphenicolhaltigem Agar zur Selektion
auf das Reporterplasmid erfolgen. Hierdurch trat dieses Problem nicht mehr auf.
Die ermittelten Werte fiir die Expression von exoS’-gfp wurden auBlerdem mit der
Menge an Exotoxin-mRNA (Northern-Blot) und Exotoxin (Western-Blot) ohne
Anwesenheit des Reporterplasmides verglichen. Hierbei zeigten sich mit allen drei
MeBmethoden tibereinstimmende Werte fiir die Expression von exoS im Vergleich
zwischen PAOI1 (Typstamm) und den Defektmutanten PDO-100 (rhll), PAO-JP1
(lasI) und SS24 (rpoS). Auch die Anwesenheit des Kontrollplasmides ohne
Promotor und Exotoxin fiihrte zu keiner Anderung. Da gleiche Mengenverhilt-
nisse bei der Fluoreszenzmessung von ExoS’-GFP und von ExoS im Westernblot
und exoS-mRNA festgestellt wurden, 148t sich daraus auch deuten, dafl die hier

gezeigten Ergebnisse auf einer Regulation auf Transkriptionsebene beruhen.

Die Aktivierung des Typ-III-Sekretionssystemes in vitro durch das kalziumarme

Stimulationsmedium stellt einen sehr starken Stimulus dar. Unter physiologischen
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Bedingungen konnten daher grofere oder kleinere Unterschiede in der Expression
der Exotoxine bestehen als dabei beobachtet. Werden die Stimme SS24 (1poS)
und PDO100 (rAll) von P. aeruginosa zusammen mit humanen Zellen kultiviert,
zeigen sie eine stirkere ExoS'-GFP-Fluoreszenz als PAO1 (Typstamm) und
PAO-JP1 (lasl). Da die Toxizitdt von P. aeruginosa in der Zellkultur mit der
Virulenz von P. aeruginosa bei Infektionen der Lunge korreliert (Sawa et al.;
1998), kann man annchmen, daB ein Defekt oder eine niedrige Expression von

RpoS bezichungsweise eine niedrige Aktivitdt des Rhl-Systemes ebenfalls eine

héhere Virulenz zur Folge haben kdnnte.

4.2 Quorum Sensing: Das rhl-System und

Typ-III-Sekretion

P. aeruginosa besitzt zwei Quorum-Sensing-Systeme, das las-System und das
rhi-System. Beide bestehen jeweils aus einer Autoinducer-Synthetase (Lasl, Rhll),
dem Autoinducer (OdDHL, BHL) und einem Regulatorprotein (LasR, RhIR).
Eine Mutation in 7kl (PDO100) oder in #2/R (PDO111) hemmt die Autoinducer-
produktion des rhl-Systemes. Ein solcher Defekt war mit einer signifikant stérke-
ren exoS’-gfp- und exoU’-gfp-Expression als bei PAO1 assoziiert. Dies gilt auch
fiir eine Mutation in 7#/R in Verbindung mit einer Mutation im /asR-Gen
(PAO-JP3). Durch Substitution des zum rhl-System gehorenden Autoinducers
(BHL) lieB3 sich die Hochregulation von exoS bei defektem Autoinducer-Syntheta-
se-Gen rhll autheben. Auch im Kokulturexperiment mit HeLa-Zellen exprimierte
die rhll-Mutante PDO100 deutlich mehr ExoS’-GFP als der Typstamm PAOI.
Diese Daten lassen auf eine direkte oder indirekte Hemmung der Exotoxinproduk-

tion durch das rhl-System schlieBen.
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In der Hierarchie der Quorum-Sensing-Systeme von P. aeruginosa ist das las-Sys-
tem dem rhl-System iibergeordnet. Dies 146t deshalb eine Induktion der exoS’-gfp-
Expression auch bei einer Mutation im /as-System erwarten (lasl/PAO-JP1). Es
konnte jedoch keine signifikante Anderung gezeigt werden. Eine lasI- und rhll-
Doppelmutante (PAO-JP2) zeigte unerwartet sogar eine geringere Expression von
Ex0S’-GFP. Dies 146t sich am ehesten durch die komplexe gegenseitige Regula-
tion der beiden Quorum-Sensing-Systeme untereinander und das Zusammenspiel
mit zahlreichen anderen Regulatoren wie RpoS erkldren. Ein Riickschlu3 auf die
Hierarchie der beiden Systeme untereinander und im Hinblick auf ExoS kann

daher aus den hier gewonnenen Ergebnissen nicht gezogen werden.

Die Sekretion einer weiteren Gruppe von Pathogenitétsfaktoren wird bei P. aerugi-
nosa bekanntermaflen durch Quorum Sensing reguliert. Hierbei handelt es sich um
das Exotoxin A und mehrere degradierende Enzyme wie Proteasen und Lipasen.
Diese werden durch das Typ-II-Sekretionssystem Xcp sezerniert. Die Expression
von Xcp und seiner Substrate wird jedoch durch Quorum Sensing stimuliert
(Gambello et al. 1993, Chapon-Herve et al. 1997). Von den sezernierten Proteasen
LasA und LasB ist denkbar, daf} sie die dufleren membranstindigen Anteile des
Typ-II-Sekretionssystemes beschiddigen konnten. Somit erscheint eine antagonis-

tische Regulation des Typ-1I- und des Typ-III-Sekretionssystemes sinnvoll.

Bei darmpathogenen E. coli konnte bereits eine Regulation des TTSS durch
Quorum Sensing nachgewiesen werden. Das LuxS-Quorum-Sensing-System
aktiviert in enterohdmorrhagischen E. coli O157:H7 (EHEC), sowie in entero-pa-
thogenen E. coli O127:H6 (EPEC) mehrere Gene der Pathogenititsinsel LEE. LEE
steht dabei flir Locus of Enterocyte Effacement und enthdlt Gene fiir ein Typ-III-

Sekretionssystem, das Tir-Operon flir den Translocated Intimin Rezeptor, der das
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sezernierte Adhédsin Intimin bindet sowie die Gene fiir die sezernierten Esp-Protei-
ne. Diese fithren in den Wirtszellen zur Destruktion von Mikrovilli und zu einem
Rearrangement des Zytoskelettes. Die Folge ist eine Lédsion im intestinalen Epithel,
die einem Sockel dhnelt und die Bakterien einzeln einhiillt. Auflerdem enthélt
diese Region das Gen fiir den positiven Regulator der LEE-Gene ler. Per, dessen
Gen sich auf dem EPEC Adherence Factor Plasmid befindet, gehdrt wie ExsA von
P. aeruginosa zur AraC-Familie von Transkripitonsregulatoren und induziert ler
und damit die Expression von LEE. Die Expression dieser Gene in E. coli steigt
bis zu Beginn der stationdren Phase an, um dann wieder abzufallen. Eine Mutation,
die die Autoinducer-Synthetase LuxS funktionsunfahig macht, fiihrt in EPEC und
EHEC zu einer verminderten Expression der Gene des Typ-III-Sekretionssystems
(Sperandio et. al.; 1999). Somit induziert Quorum Sensing in EPEC und EHEC
die Typ-III-Sekretion. Im Gegensatz wird in P. aeruginosa, wie oben gezeigt, das
TTSS durch Quorum Sensing negativ reguliert. EPEC und EHEC bilden jedoch
keine Biofilme oder Mikrokolonien, sondern ein Monolayer auf Epithelzellen von
Schleimhéuten. Auch diirften die LEE-Operons ebenso durch Homoserinolaktone
von anderen Darmbakterien aktiviert werden. Eine Aktivierung der Typ-IlI-sezer-
nierten Exotoxine ist fiir die pathogenen E. coli somit wohl auch bei hoher Bakteri-
endichte von Nutzen. Hier unterscheiden sie sich aber von P. aeruginosa deutlich
in ihrer Infektionsstrategie, was eine gegensétzliche Regulation sinnvoll erschei-

nen laft.

Die Funktion der Exotoxine ExoS und ExoT besteht wéhrscheinlich hauptsdchlich
darin, eine Phagozytose durch eukaryonte Zellen zu inhibieren (Cowell et al.;
2000). Der invasive Stamm PAK kann auch durch nicht-professionelle
Phagozyten, zum Beispiel HeLa-Zellen, aufgenommen werden. Eine ExoS/ExoT-

Mutante von PAK wird in jeder Wachstumsphase deutlich phagozytiert. Vom
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intakten Stamm werden in der exponentiellen Wachstumsphase aber sehr viel
weniger Bakterien aufgenommen, als in der stationdren Phase (Ha, Jin; 2001).
Hieraus 146t sich schlieBen, daB ExoS und ExoT hauptsichlich widhrend der
exponentiellen Phase eine Phagozytose verhindern und in der stationidren Phase

herabreguliert sind. Dies wird durch die Daten dieser Arbeit auch vorhergesagt.

Auch andere Beobachtungen weisen darauf hin, daB in der spiten exponentiellen
und in der stationdren Phase das ExoS-Regulon herabreguliert wird. So kommte es
im Biofilm von P. aeruginosa zu einer 2,5-fachen Verminderung von ExsC, einem
zentralen Regulator der Typ III Sekretion (Whiteley et al.; 2001-1). Bereits seit
langerem ist bekannt, daf} bei einer gezielten Deletion des exsC-Genes exoS um
das zehnfache weniger exprimiert wird (Frank et al.; 1991). Demnach wird mit
ExsC ein bedeutender positiver Regulator der Typ-III-Sekretion in der stationiren
Phase gehemmt. Entsprechend lief3 sich hier bei der Kultur von PAO1 auf Objekt-
tragern zeigen, da3 Pseudomonaden in einem Biofilm nahezu kein ExoS erzeugen.
Im Gegensatz dazu fand in planktonisch im Uberstand dariiber wachsenden Bakte-
rien eine starke ExoS-Synthese statt. Fiir Bakterien, die als Biofilm wachsen, 146t
sich aus der Expression des Typ-IlI-Sekretionsapparates kein zusitzlicher Vorteil
erwarten, da die Bakterienzellen in den Mikrokolonien in Exopolysaccharid einge-

bettet sind und dadurch relativ gut vor Phagozytose geschiitzt sind.

Interessanterweise besitzen Basalkdrper von Flagellen und die Typ-III-Sekreti-
onsapparate ein hohes MaBl an Homologie. Daher liegt eine gemeinsame Regula-
tion nahe, wie sie auch in E. coli und Salmonella beschrieben worden ist. In
Salmonella induziert ein Homolog von GacA von P. aeruginosa beide Apparate
gleichsam (Goodier et al.; 2000). In E. coli wird der Flagellenapparat durch

Quorum Sensing reguliert (Sperandio et al.; 2002). Fiir einige Flagellenproteine
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von P. aeruginosa wurde bereits .nachgewiesen, dafl diese im Biofilm durch
Quorum Sensing herabreguliert werden (Whiteley et al.; 2001-1). So kdnnte in P.
aeruginosa eine koordinierte Regulation iiber Quorum Sensing die Expression von
Flagellenkomponenten und typ-III-sezernierten Proteinen in der stationéren Phase

vermindern.

Die rhill-Mutante (PDO-100) zeigt eine erhohte Expression von exoS. Die Substi-
tution mit BHL hebt diesen Effekt auf. Somit fiihrt die Aktivierung des rA/-Syste-
mes wohl direkt oder indirekt zu einer Hemmung des TTSS. Die Zugabe von BHL
zum Wildtypstamm (PAO1) und zur /as/-Mutante (PAO-JP2) fiihrt ebenfalls zu
einer Verminderung der exoS’-gfp-Expression. Da hier jeweils ein intaktes
rhi-System vorhanden ist, konnte dieses durch das zusitzliche BHL verstirkt
aktiviert werden. Auch die Zugabe von OdDHL fiihrt jeweils zu einer Reduktion
von exoS’-gfp. Ursédchlich konnte bei PDO100 (rhll) eine geringgradige Aktivie-
rung von rA/R durch OdDHL sein und bei PAOI und PAO-JP1 eine verstirkte
Aktivierung des rhl-Systems durch das las-System. Jedoch zeigt sich bei PAO1
und PAO-JP1 kein signifikanter Unterschied zwischen der Zugabe von BHL und
OdDHL. Hier kdnnte auch ein anderer Effekt vorliegen.

Sowohl die Mutationen des rhll- (PDO100) als auch des r4/R-Genes (PDOI111,
PAO-JP3) fiihrt zu einer Verminderung der BHL-Konzentration. Die daraus in den
hier durchgefiihrten Versuchen resultierende verstirkte Expression des exoS- und
exoU-Genes konnte somit durch die fehlende Inhibition durch RhIR verursacht
werden. ExsD wirkt als negativer Regulator des TTSS von P. aeruginosa indem es
den positiven Regulator des ExoS-Regulon, ExsA, bindet (McCaw, et al. 2002).
Betrachtet man den Promotorbereich von ExsD, erkennt man an typischer Stelle

eine /ux-Box mit der typischen Sequenz NNCT-(N);,-AGNN. Abbildung 4.1 zeigt
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die Ubereinstimmung mit anderen von Quorum Sensing abhingig exprimierten
Genen. Hier wire also eine Bindung eines Regulator-Proteins der Quorum-Sen-
sing-Systeme moglich, die eine Aktivierung von exsD zur Folge hétte. Dies wiirde
wiederum zu einer Verminderung von aktivem ExsA fithren und somit zu einer
Herabregulation des gesamten ExoS-Regulon. Somit erscheint eine Repression des
ExoS-Regulon durch Quorum Sensing iiber Aktivierung von exsD plausibel
(Abbildung 4.2). Auch die oben beschriebene 2,5-fache Verminderung von ExsC
wire hierdurch erkldrbar, da exsC ExsA-abhédngig transkribiert wird. Bei exsD
sollte es sich hinsichtlich der Regulation durch Quorum Sensing um ein Klasse
IV-Gen handeln, das erst in der stationiren Phase verstirkt exprimiert wird und zur
maximalen Induktion das rh/-System benoétigt. Auffillig ist, daB wohl auch das
rhi-System alleine in der Lage ist, die Expression von exsD zu induzieren, da eine

lasI-Mutante (PAO-JP1) einen dhnlichen Phénotyp zeigt, wie der Wildtyp.

Promotor
NN | CT [NNNNNNNNNNNN | AG |NN Tux-Box
CG |CT |CGCGGCAGGGGA | AG |GA | CGAATGCCGGGCTAAAAATAACTGACGTTTTTTGAAAGCCCGGTAGCGGCTGCATG exsD
.. |CT|ATCTCATTTGCT| AG|TT | ATAAAATTATGAAATTTGCATAAATTCTTCAGCTTCCTATTTGGAGGAAGTGAAGATG TlasI
. | CT|GAGAGGGCCC |AG GA | GTATCAGGGTAGGGATGCCGCCTTTTTTTTCTCGGCCGGCACGACACGGGGACTTGGTCATGrh1I
. |CT|GCGCGCTTGAC | AG [CG | TCATACCCCGGGCCAATTCTGCTGTGATGCATTTTATCGATCAGGGCTTACTGCAATG rh1R
.. |CT |AGCAAATGAGAT | AG |AT | TTCGGTGAACCCGGACCCTTGCTAGGCTCGAAGAAACGTCCGAAAAGATCAGAGCAATG rsalL
AC | CT |GCCCGGAAGGGC | AG |GT | ... qsc102
CA |CT |GCCAGATCTGGC | AG [TT | ... qscll7
AC |CT |ACCAGATCTTGT | AG |TT | ... phzA
AC |CT |GCCAGTTCTGGC | AG [GT | ... TasB
AC |CT |ACCAGAATTGGC | AG |GG | ... hcnA

Abbildung 4.1: lux-Box-Motiv im Promotorbereich von exsD im Vergleich zu anderen von Quorum
Sensing abhéngigig exprimierten Genen. Das Motiv NNCTN(;,AGNN stellte die Bindungsstelle fiir das
aktive Regulatorprotein dar und findet sich bei exsD im erwarteten Bereich des Promotors. Dies zeigte
der Vergleich mit dem Promotor von lasl, rhll, rhIR und rsal sowie mit der /ux-Box von weiteren

Genen.

Die niedrige Kalziumkonzentration im Stimulationsmedium stellt einen starken

Reiz fiir die exsC-Expression dar. Durch eine grofere Menge ExsC kann die
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negative Regulation des TTSS durch ExsD aufgehoben werden (Dasgupta et al;
2004). Somit 146t sich auch der eher geringe Expressionsunterschied zwischen den

Defektmutanten des rA/-Systemes und dem Wildtyp im Stimulationsmedium und

der deutlichere Unterschied in der Kokultur mit HeLa-Zellen erklaren.

b £ d
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Abbildung 4.2: Moglicher Regulationsweg: Links: Ein UberschuBl an ExsC bindet ExsD. Hierdurch
wird eine Inhibition von ExsA durch ExsD verhindert, das ExoS-Regulon wird transkribiert.

Rechts: Das aktive r4/-Quorum-Sensing-System mit dem Autoinducer BHL fordert die Transkription
von ExsD. ExsD iibertrifft schlieBlich ExsC. ExsD kann dann ExsA binden und damit die ExsA-abhén-
gige Transkription des ExoS-Regulons vermindern. Eine Mutation im rhl-System (rA/l, rhlIR) fithrt zu
einer geringeren Expression von ExsD und somit zu einer Erhdhung der ExsA-Aktivitdt und vermehrter

Expression der Gene des ExoS-Regulon.
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Eine derartige Regulation des TTSS iiber Inhibition eines Transkriptionsaktivators
(ExsA) fand sich bislang nur bei zwei weiteren Spezies (Vibrio parahaemolyticus
und Photorhabdus luminescens). Bei Enterobacteriaceen (E. coli, Salmonella,
Yersinia) ist ein analoger Mechanismus nicht nachzuweisen (Dasgupta et. al.;
2004). Mit dem Fehlen dieses inhibierenden Zwischenschrittes ist auch die gegen-

laufige Regulation des TTSS durch Quorum Sensing bei E. coli, das heifit die

Aktivierung des TTSS durch Quorum Sensing, vereinbar.

4.3 RpoS und Typ-III-Sekretion

Ein deutlicher Anstieg der Expression von ExoS wurde in dieser Arbeit auch bei
einem Stamm mit Defekt im Sigmafaktor der stationdren Phase (RpoS) beobachtet

(SS24).

Auch in EPEC und EHEC werden Gene des LEE nicht nur durch Quorum Sensing
sondern auch durch RpoS reguliert. Hier fithrt die Expression von rpoS jedoch
ebenso wie die Aktivierung des Quorum Sensing Systemes zu einem Anstieg der

Transkription des LEE (Sperandio et al.; 1999).

Im Gegensatz zu ndhrstoffreicheren Medien werden die Exotoxine bei Kultivie-
rung in Minimalmedium (VB-Medium) kaum exprimiert. Ein Mangel an Nahrstof-
fen fiihrt bei P. aeruginosa durch Aktivierung des ribosomassoziierten Proteins
RelA zu einem globalen Wechsel im Metabolismus und zum Eintritt in die statio-
nédre Phase. RelA besitzt die Fahigkeit, sowohl die Expression von rpoS als auch
die von lasR und rhlR zu steigern. Dadurch wird wiederum die Produktion der
Autoinducer erhdht. (van Delden et al; 2001). Dies weist sowohl auf eine Regula-
tion der Exotoxinproduktion durch Quorum Sensing, als auch durch den

Sigmafaktor der stationdren Phase RpoS hin. Es stellt sich daher die Frage, ob die
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Verminderung der exoS-Expression durch das rhl-System auch iiber RpoS vermit-
telt wird oder ob das rhl-System und RpoS gemeinsam die Exotoxin-Expression
gleich gerichtet regulieren. Zur Regulation untereinander wurden bisher unter-
schiedliche und teils widerspriichliche Beobachtungen gemacht. Einerseits wurde
gezeigt, dal3 das rhll/rhIR-System die Expression von rpoS verstirkt (Latifi et al.;
1996). Ungeklart ist jedoch bislang, wie das rAa/-System RpoS stimuliert. Mogli-
cherweise inhibiert auf der anderen Seite RpoS zeitweise sogar Gene, die durch
das rhl-System aktiviert werden. RpoS wird aber auch unabhingig vom rhl-Sys-
tem in der stationdren Phase exprimiert. Auch aus den hier gewonnenen Ergebnis-
sen kann kein sicherer Riickschluf3 auf die Hierarchie von rhl-System, RpoS und

ExoS-Regulon gezogen werden.

Die Zugabe von BHL und OdDHL fiihrt auch bei SS24 zu einer Verminderung der
Produktion der Exotoxine wie bei PDO100 (r2/]) und PAO1. Aber auch hier
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Zugabe von BHL und
OdDHL. Die Aussagekraft dieses Versuches ist jedoch eingeschriankt, da sich bei
der Kultur von SS24 im verwendeten Kulturrohrchen weder eine entsprechend
hohe Wachstumsdichte wie bei der Kultur in groBeren Gefdlen erreichen lief3,
noch vergleichbar hohe Expressionsunterschiede zwischen PAO1 und SS24
erreicht wurden. Unter dieser Einschrinkung konnte diese Beobachtung dennoch
dafiir sprechen, daB3 das rh/-System auch unabhéngig von RpoS die Exotoxinpro-
duktion inhibieren kann und umgekehrt. Demnach wére denkbar, daf sich beide
Systeme verstirken, aber auch jedes fiir sich allein die Expression der Exotoxine

herabregulieren kann.

Fiir eine voneinander unabhingige Wirkung auf das ExoS-Regulon spricht auch

der oben beschriebene Umstand, daf3 der Inhibitor des TTSS, ExsD, durch Quorum
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Sensing induziert werden konnte. Dagegen findet sich im Promotorbereich von
ExsD keine RpoS-Consensus- Sequenz. RpoS scheint also keine direkte Wirkung
auf die Expression von ExsD auszuiiben. Dagegen spricht auch, dafl im Stimulati-
onsmedium, in dem die Wirkung von ExsD durch ExsC wie oben beschrieben
abgeschwicht wird, eine starke Induktion des TTSS stattfindet. Weitere Hinweise

auf einen moglichen Regulationsweg fanden sich nicht.

Die Deletion des rpoS-Genes des Stammes SS24 fiihrt zu einer erhdhten Virulenz
im Rattenmodell (Suh et al.; 1999). Diese Beobachtung wurde zunichst auf die
verstirkte Expression des Toxins Pyocyanin zuriickgefiihrt, da die vom Typ-II-
Sekretionssystem sezernierten Virulenzfaktoren wie zum Beispiel Exotoxin A,
Elastase und die Protease LasA von SS24 in geringerem Ausmal} gebildet werden.
Das ExoS-Regulon dagegen wurde von diesen Autoren bisher nicht berticksichtigt.
Ein Teil dieser Virulenzerh6hung kénnte nach unseren Beobachtungen aber auch

durch die verstirkte Expression des TTSS verursacht werden.

Auffillig war, daB3 die Expression von ExoU bei defektem RpoS im Gegensatz zu
ExoS nicht ansteigt. Dies konnte damit zusammenhéngen, da8 ExoS und ExoU
nicht nach dem gleichen Mechanismus reguliert werden. Dies spricht somit
ebenfalls dagegegen, da3 die Regulation durch Quorum Sensing und durch RpoS

einen gemeinsamen Mechanismus benutzt.

ExoS und ExoU werden natiirlicherweise auch nicht in einem Stamm zusam-
menexprimiert. Ebenso unterscheiden sie sich auch deutlich in ihrer Funktion. Die
Produktion von ExoS wéhrend der stationdren Phase bei Wachstum in einem
Biofilm sollte keinen Vorteil fiir P. aeruginosa bringen. Bei Néhrstoffmangel

konnten durch die Expression der Lipase ExoU jedoch neue Néhrstoffquellen
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erschlossen werden, dennoch wire auch hierfiir eine Translokation in die Wirtszel-

len unter direktem Kontakt notwendig.

4.4 Konversion zum Mucoiden Phanotyp und

Typ-III-Sekretion

Mittels Deletion von 35 Triplets aus dem mucA-Gen der Stimme PAO1 und PAK
wurden definierte Stimme von P. aeruginosa mit mucoidem Phénotyp erzeugt.
Mutationen, die zu einem Defekt des mucA-Genes fiihren, treten in vivo regelmai-
Big in der chronischen Lungeninfektion bei Cystischer Fibrose auf. Nach Einfiih-
rung des Reporterplasmides pExoS'-GFP in beide mucA-defiziente Mutanten von
PAOI1 konnte gezeigt werden, dal dies hier in der stationdren Phase ebenfalls zu
einer Uberexpression von exoS’-gfp im Vergleich zum Elternstamm PAO1 fiihrt.
In der exponentiellen Phase wird hingegen zunichst eine leichte Verminderung

gegeniiber PAO1 beobachtet. Die Expression nimmt dann aber exponentiell zu.

Als zugrundeliegender Mechanismus dieses Anstieges konnte man eine Behinde-
rung der Sekretion der Exoenzyme oder eine vermehrte Bildung in der Bakterien-
zelle erwarten. So  konnte die  vermehrte  Alginat-Bildung den
Typ-IlI-Sekretionsapparat in seiner Funktion beeintridchtigen. Dagegen spricht,
daBl das Genfusionsprodukt aus exoS- und gfp-Gen bei allen Stimmen nicht sezer-
niert wird (Hornef et al.; 2000). Das heif3t, die Ausgangskonzentration von ExoS'-
GFP in der mucA-Mutante ist anndhernd gleich hoch wie in PAOIl. Ein
Sekretionsstau von ExoS'-GFP kénnte sich so dann eher in einer Hemmung der
ExoS-Produktion durch die hohe intrazelluldre Konzentration duflern, nicht aber in
einem weiteren Anstieg von GFP in der Bakterienzelle. Somit sprechen die

Beobachtungen fiir eine vermehrte Bildung von ExoS bei einem MucA-Defekt.
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AlgU ist ein alternativer Sigmafaktor. Dies macht einen Einflufl auf die Regulation
anderer Gene neben dem Alginat-Synthese-Regulon wahrscheinlich. Tatsdchlich
konnte ein AlgU-abhéngiger Promotor auch in Genen gefunden werden, die fiir die
Antwort auf osmotischen und thermischen Stref3 bedeutsam sind, sowie in Genen
der Eisenaufnahme und der Lipoproteinsynthese (Firoved et al.; 2002). Hinweise
auf eine AlgU-Consensus-Sequenz im Bereich der Promotoren der positiven
Regulatoren des TTSS, ExsA und ExsC, fanden sich nicht. Es konnte allerdings
ein Antagonismus mit RpoS bestehen. Dennoch ergaben sich keine weiteren

Hinweise auf einen moglichen Regulationsweg.

Die Inaktivierung von a/gU im Genom von P. aeruginosa fithrt zu einer erhdhten
Virulenz im Mausmodell, obwohl auch andere Virulenzfaktoren neben Alginat,
wie Elastase, die alkalische Metalloprotease AprA und die Cyanid-Synthase,
AlgU-abhéngig exprimiert werden (Yu et al.; 1996). Bei einem Defekt des zugehd-
rigen Antisigmafaktors MucA sollte AlgU vermehrt ins Zytosol redistributiert
werden. Dadurch konnte man zunéchst eine verminderte Virulenz in diesem
Modell erwarten. Daneben wurde in einer Microarray- Analyse ein Stamm von P.
aeruginosa untersucht, der die bei CF-Isolaten haufige Mutation sup-2 besitzt und
bei dem eine typische Mutation in mucA eingefiihrt worden war. Diese Kombina-
tion fiihrt zu einer leichten Attenuierung des mucoiden Phinotypes. In der Genex-
pressionsanalyse zeigte sich hier aber auch eine Steigerung der Aktivitdt von Rsal
um den Faktor 23 (Firoved et al.; 2003). Rsal. hemmt aber Lasl und dadurch die
Expression der OdDHL-abhéngigen Virulenzfaktoren. Auch dies 148t eine vermin-
derte Virulenz erwarten. Ein Einflufl auf das rA/-System ist jedoch bislang nicht
bekannt, auch wenn dadurch ein bedeutender Aktivator wegfillt (LasR-OdDHL).

Bei Patienten mit Cystischer Fibrose beschleunigt sich jedoch die
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Verschlechterung der Lungenfunktion ab dem Zeitpunkt des erstmaligen Auftre-

tens mucoider P. aeruginosa in der Lunge (Ballmann et al.; 1998).

Neben der Bildung von Biofilmen in der Lunge mit noch erhohter mechanischer
Resistenz, erschwerter Phagozytose und verminderter Wirksamkeit der antimikro-
biellen Therapie, kdnnte also auch eine verstirkte Expression von typ-IIl-sezer-

nierten Exoenzymen die beschriebene klinische Verschlechterung beim Auftreten

des mucoiden Phénotypes mitverursachen.

4.5 Antimikrobielle Therapie mit Wirkung auf Quorum

Sensing

Erste Hinweise auf das Wachstum von P. aeruginosa in Form von Biofilmen in
den Lungen von Patienten mit Cystischer Fibrose stammen aus dem Jahr 1980. In
dem bronchoskopisch und bei Sektionen gewonnenen Material fanden sich Mikro-
kolonien in extrazelluldrer Matrix (Lam et al.; 1980). Seither erwies sich die
Bildung von Biofilmen als Hauptproblem beim Versuch P. aeruginosa zu eradizie-
ren. Das gilt besonders bei der chronischen Infektion der Lunge bei Patienten mit
Cystischer Fibrose. Gleichzeitig wurden zunehmend Faktoren entdeckt, die den

Aufbau und die Entwicklung von Biofilmen von P. aeruginosa regulieren.

Seit ldngerem ist beschrieben, dafl die Lungenfunktion von CF-Patienten, die eine
Dauertherapie mit Erythromycin (Fujii et al.; 1995) oder Azithromycin (Jaffé et
al.; 1998) erhalten, im Verlauf deutlich besser ist, als die von solchen, die keine
Makrolide erhalten. Ausreichende bakterizide oder bakteriostatische Wirkspiegel
werden bei der Gabe von Makrolide im Hinblick auf P. aeruginosa nicht erreicht.

Zunichst wurde deshalb der entziindungshemmende Effekt der Makrolide als
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alleinige Ursache vermutet. Schlielich konnte aber nachgewiesen werden, dafl
diese die GDP-D-Mannose-Dehydrogenase hemmen. Diese ist das wichtigste
Enzym in der bakteriellen Alginat-Synthese (Nagino, Kobayashi; 1997). Makro-
lide mit einem 14-gliedrigen Ringsystem konnen jedoch auch einen hemmenden
Effekt auf die Produktion der Autoinducer ausiiben (7Tateda et al.; 2001) und die

Keimzahl in der infizierten Lunge vermindern (Yanagihara et al.; 2002).

Wie eingangs beschrieben, stellt die Typ-III-Sekretion von Exotoxinen einen
zentralen Virulenzmechanismus von P. aeruginosa dar. Das Vorhandensein von
Genen fiir ein Typ-III-Sekretionssystem und entsprechende Exotoxine ist von
prognostischem Wert. Da das rA/-System die Exotoxine so regulieren kann, daf3
diese nur dann exprimiert werden, wenn im Verlauf der Infektion kein Biofilm
gebildet wird, wiirde man bei einer Hemmung eine Uberexpression in der stationi-

ren Phase bezichungsweise im Biofilm erwarten.

Nimmt man eine dadurch erhéhte Virulenz an, miiiten bei dem beobachteten
positiven Effekt der Makrolide mit einem 14-gliedrigen Ringsystem die dadurch
erreichte Verminderung anderer Virulenzfaktoren iiberwiegen. Mdoglich ist jedoch
auch, daf} durch die Deregulation direkte Nachteile fiir P. aeruginosa entstehen. So
konnte die Expression von Exotoxinen bei fehlendem Sekretionsreiz innerhalb des

Biofilmes einen nutzlosen Ressourcenverbrauch hervorrufen.

Auffillig ist die starke Exotoxinproduktion durch den mucoiden Stamm. Dies
konnte ein weiteres Argument fiir die Notwendigkeit einer frithen aggressiven
antimikrobiellen Therapie bei Besiedelung der Lunge von CF-Patienten durch P.
aeruginosa sein, um das regelhafte Auftreten von mucoiden Isolaten hinauszu-

schieben. Da das Vorhandensein von Typ-III-Sekretionsapparat und Exotoxinen
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mit einer schlechteren Prognose verbunden ist (u. a. Hauser et al.; 2002), ist die
Entwicklung von Medikamenten, die die Typ-III-Sekretion hemmen, als Ansatz-

punkt filir eine neue Therapieform denkbar.
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5 Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa ist ein bedeutender Erreger nosokomialer Infektionen.
Besondere Bedeutung erlangt es im Krankheitsverlauf der Cystischen Fibrose.
Hier und bei anderen Erkrankungen kann die Expression verschiedener Virulenz-
faktoren zu schweren Verldufen fiihren. Ein Typ-III-Sekretions-positiver
Phianotyp, das heifit der Besitz des ExoS-Regulons, ist dabei von prognostischem
Wert hinsichtlich Gewebszerstérung, Krankheitsverlauf und Uberleben. Bisher ist
jedoch wenig iiber die Regulation des ExoS-Regulon bekannt. Sinnvoll erscheint
eine gegensitzliche Expression mit dem Typ-II-Sekretionssytem, da hier zahlrei-
che degradierende Enzyme sezerniert werden, die auch den Typ-III-Sekretionsap-
parat beschiddigen konnten, und mit der Biofilmbildung, da fiir Typ-III-Sekretion
ein direkter Zellkontakt zur Wirtszelle notwendig ist. Bekannte Regulatoren von
Biofilmbildung und Typ-II-Sekretion sind Quorum Sensing, der Sigmafaktor der
Stationdren Phase (RpoS) und der AlgU-Antisigmafaktor MucA fiir die Alginat-
synthese. In der vorliegenden Arbeit wurden daher ihre Auswirkungen auf die
Typ-I1I-Sekretion untersucht. Hierbei zeigt sich unter Stimulationsbedingungen fiir
Typ-I1I-Sekretion in vitro und durch Kokulturversuche mit humanen Zellen, daf3
P. aeruginosa in einem Biofilm nahezu kein ExoS exprimiert. Im Gegensatz dazu
werden im Uberstand dieser Kokultur grofere Mengen an Exotoxin S durch plank-
tonisch wachsende Bakterien erzeugt. Es lie} sich zeigen, daB das 7#/-Quorum-
Sensing-System von P. aeruginosa die Expression von ExoS und ExoU hemmen
kann. Ebenso vermindert der Sigmafaktor der Stationdren Phase RpoS die Expres-
sion von exoS ebenfalls stark. Die Mutation des AlgU-Antisigmafaktors MucA
fiihrt zu einem Anstieg von ExoS in der stationdren Phase. Ein moglicher Regulati-
onsweg durch Quorum Sensing besteht in der Aktivierung von ExsD, einem
negativen Regulator des ExoS-Regulons. exsD besitzt in der Promotorregion eine

Sequenz, die einer /ux-Box, das heiflt einer Bindungsstelle fiir die
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Regulatorproteine (RhIR, LasR) des Quorum Sensing, entspricht. Diese Ergebnisse
zeigen, daf} die Typ-Ill-sezernierten Exotoxine durch die oben genannten Faktoren
reguliert werden konnen. Dadurch konnte die Expression des ExoS-Regulons im
wesentlichen auf die exponentielle Phase beschrinkt und in der stationidren Phase
und im Biofilm gehemmt werden. Zum anderen kann die verstirkte Expression
von Typ-IlI-sezernierten Exotoxinen bei Mutation des mucA-Genes zur erhohten

Virulenz von mucoiden Isolaten von P. aeruginosa in vivo beitragen.
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6.2 Abkiirzungen

°C

ABC

A. bidest.
ACP
ADP
AHL

Al

AMP
APS
ATP

au

BHL

bp
cAMP
cm
cm
CF
CFTR
CTP
DIG
ddH,O
DNA
FACS
FKS

GFP

Grad Celsius

ATP-bindende Cassette

Aqua bidestillata

Alkyl-Carrier-Protein

Adenosindiphosphat
Alkylhomoserinolacton

Autoinducer

Adenosinmonophosphat
Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

frei gewihlte Einheiten (arbitrary units)
Butyrylhomoserinolacton

Basenpaar(e) (Base pair(s))

cyclisches AMP

Zentimeter

Quadratzentimeter

Mukoviszidose (Zystische Fibrose - Cystic Fibrosis)
Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
Cytosintriphosphat

Digoxigenin

doppelt destilliertes Wasser
Desoxyribonucleinsiure

Fluorescence Activated Cell Scan (Durchflulzytometrie)
fetales Kdlberserum
Gramm/Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Green-Fluorescating-Protein
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GTP
GSP
kDa
kv
lat
LB
LDso
LEE

mA
mF
MFP
ng
min
ul

ml
M
mM
MMA
mRNA

MTB
NK

nm
ODsoo
OdDHL
pH

Guanosintriphosphat

General Secretory Pathway
Kilodalton

Kilovolt

lateinisch

Luria-Bertani

Letale Dosis 50%

Locus of enterocyte effacement
molar

Milliampere

Millifarad
Membran-Fusions-Protein
Mikrogramm

Minute

Mikroliter

Milliliter

mikromolar

millimolar

Mucoid Maintenance Agar
Messenger-RNA
Millisekunde

Main Terminal Branch
Negativkontrolle

Nanometer

Optische Dichte bei 600 nm Wellenldnge
Oxododecylhomoserinolacton

physikalische Harte
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PCR Polymerase Chain Reaction

QS Quorum Sensing

RNA Ribonucleinsédure

rRNA ribosomale RNA

tRNA Transfer-RNA

s Sekunde

S Sedimentationskonstante

c Standardabweichung

SAM S-Adenosyl-Methionin

SDS Natriumdodecylsulfat

TTSS Typ-III-Sekretionssystem (Type-Three-Secretion-System)
U Units (Enzym-Einheiten)

Upm Umdrehungen pro Minute

UTP Uridintriphosphat

uv ultraviolett

VB-Medium Vogel-Bonner Minimalmedium

w Watt

w/v Anteil Gewicht pro Volumen (weight for volume)
viv Volumenanteil (volume for volume)
Nucleoside

A Adenosin

T Thymidin

U Uridin

C Cytosin

G Guanosin

N beliebig
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