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Summary

Summary

In Vibrio harveyi three autoinducers (Als) Z-3-aminoundec-2-en-4-one CAI-1, N-(3-
hydroxybutyryl)-D-homoserine lactone HAI-1 and the furanosylboratdiester Al-2 induce
the quorum sensing (QS) regulatory cascade. Thus, among other phenotypes,
bioluminescence, biofilm formation and exoprotease activity are affected. In order to
understand the sensing mechanism of the QS cascade, the expression of various QS
target genes in the wild type was examined. Compared to an Al-negative mutant it was
obvious that not the cell density but the concentration of the different Als and their interplay
control the QS signaling cascade. Both changed depending on the media composition and
thus allow the modulation of e.g. bioluminescence (Chapter 2.1.). The extracellular Al
concentration in the medium depends crucially on the production and transport. Whereas
HAI-1 diffuses freely out of the cell due to its chemical properties, CAI-1 and Al-2 have to
be actively transported across the membrane.

In Escherichia coli, the deletion of the putative transporter YdgG affects the
extracellular Al-2 concentration. In this work an additional potential exporter YhhQ was
identified bioinformatically. Al-2 binding studies on both proteins, showed a micromolar
affinity for YhhQ but did not exhibit affinity for YdgG. In contrast to this, the extracellular
concentration of the Al-2-AydgG/AyhhQ double mutant compared to the single deletion
mutants is 4 uM lower. Parallel in vivo studies on the YhhQ ortholog in V. harveyi, however,
suggest redundant transport mechanisms. In this context, cell lysis could also be involved.
This is why the role of phage mediated lysis should be investigated (Chapter 2.2.1.).

Regardless of production and export, the external Al concentration can also be
controlled actively by import and subsequent degradation. In this context, the AG Bischofs
predicted an Al-2 importer, which existence has been validated experimentally in the
course of this PhD thesis (Chapter 2.2.2.).

Another way of action of the so-called quorum quenching is the degradation of
acylhomoserinlactones as HAI-1 by acylases and lactonases. Bioinformatics analysis of
the AG Streit identified five potential lactonases VIBHAR_02708, VIBHAR_03213,
VIBHAR_06370, VIBHAR_06736 and VIBHAR_06900. However, intensive studies on the
wild type and the "lactonase” mutants showed that there is no active degradation of HAI-
1 in V. harveyi. VIBHAR_06370 is a B-lactamase that conveys a natural ampicillin
resistance (Chapter 2.3.). In contrast, VIBHAR_02708 and VIBHAR_03213 encode the
type Il glyoxalases GloB and GloC and thus contribute to the detoxification of

methylglyoxal not only in V. harveyi but also in E. coli (Chapter 2.4.).

Vi



Zusammenfassung

Zusammenfassung

In Vibrio harveyi induzieren die drei Autoinduktoren (Als) Z-3-Aminoundec-2-en-4-on CAI-1,
N-(3-Hydroxybutyryl)-D-Homoserinlakton HAI-1 und der Furanosylboratdiester Al-2 die
Quorum Sensing (QS) Regulationskaskade. So werden unter Anderem Biolumineszenz,
Biofilmbildung und Exoproteaseaktivitdt beeinflusst. Um die Sensorik der QS Kaskade zu
verstehen, wurde die Expression verschiedener QS-Zielgene im Wildtyp untersucht. Im
Vergleich mit einer Al-negativen Mutante zeigte sich, dass nicht die Zelldichte sondern die
Konzentration der verschiedenen Als und deren Verhaltnisse zueinander die QS-
Signalkaskade steuern. Beides verandert sich in Abhangigkeit von der Medien-
zusammensetzung und erlaubt so die Modulation z.B. der Biolumineszenz (Kapitel 2.1.). Die
extrazellulare Al-Konzentration im Medium hangt entscheidend von der Produktion sowie dem
Transport ab. Wahrend HAI-1 aufgrund seiner chemischen Eigenschaften frei aus der Zelle
diffundiert, missen CAI-1 und Al-2 aktiv Gber die Membran transportiert werden.

In Escherichia coli beeinflusst die Deletion des méglichen Transporters YdgG die
extrazellulare Al-2 Konzentration. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bioinformatisch mit YhhQ
ein zusatzlicher potentieller Exporter identifiziert werden. Bindestudien an beiden Proteinen,
zeigten eine mikromolare Affinitat fir YhhQ jedoch nicht fir YdgG. Im Gegensatz dazu ist die
extrazellulare Al-2-Konzentration der AydgG/AyhhQ Doppelmutante im Vergleich zu den
Einzeldeletionen um 4 pM reduziert. In vivo Parallelstudien am YhhQ Ortholog in V. harveyi
allerdings, lassen redundante Transportmechanismen vermuten. In diesem Zusammenhang
koénnte z.B. auch eine durch Phagen vermittelte Zelllyse eine Rolle spielen (Kapitel 2.2.1.).

Unabhéngig von Produktion und Export kann die externe Al-Konzentration auch durch
aktive Reduktion in Form von Import und intrazellularem Abbau kontrolliert werden. In diesem
Zusammenhang sagte die AG Bischofs einen Al-2-Importer vorher und dessen Vorhandensein
wurde im Verlauf dieser Promotion experimentell validiert (Kapitel 2.2.2.).

Eine weitere Moglichkeit des sogenannten Quorum Quenching ist der Abbau von
Acylhomoserinlaktonen wie HAI-1 durch Acylasen und Laktonasen. Bioinformatische
Analysen aus der AG Streit identifizierten die finf potentiellen Laktonasen VIBHAR_02708,
VIBHAR_03213, VIBHAR_06370, VIBHAR_06736 und VIBHAR_06900. Jedoch, liegt nach
intensiven Untersuchungen am Wildtyp und den ,Laktonase“-Mutanten der Schluss nahe,
dass es in V. harveyi keinen aktiven HAI-1 Abbau gibt. Vielmehr handelt es sich bei
VIBHAR 06370 um eine B-Laktamase, die eine naturliche Ampicillinresistenz vermittelt
(Kapitel 2.3.). Im Gegensatz dazu, kodieren VIBHAR 02708 und VIBHAR 03213 die Typ Il
Glyoxalasen GloB und GloC und tragen damit zur Detoxifikation von Methylglyoxal nicht nur

in V. harveyi sondern auch in E. coli bei (Kapitel 2.4.).
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Bakterielle Autoinduktion

Der erste Autoinduktor wurde 1981 von Eberhard et al. als Acylhomoserinlakton (AHL)
beschrieben und wurde bei Vibrio fischeri, einem Symbionten des Zwergtintenfisches
Euprymna scolopes, bereits 1970 als unbekannter Induktor der Biolumineszenz und im
Jahr 2007 als Regulator 18 weiterer Gene entdeckt (6, 45, 49, 131). Inzwischen sind tber
70 dieser Luxl-LuxR-Systeme beschrieben (47). Oft werden mehrere AHLS von einem
Organismus produziert, wobei meist ein Molekil dominiert (150, 210). Die Gruppe der
AHLs spielt in vielen Gram-negativen Proteobakterien als Signalmolekdl fur die
Intraspezieskommunikation eine grofRe Rolle (24, 64). Die Molekiile setzen sich aus einem
Homoserinlakton-Ring und einer Acylkette in der Lange von C4 bis C18 mit verschiedenen
Modifikationen, vorrangig an C3, zusammen (105) und werden unter anderem von

Enzymen der Luxl Familie synthetisiert (Tabelle 1) (46, 64).

Bezeichnung Struktur Organismus
N-Acyl-homoserinlakton )OL
(AHL) O/?\N R
H
o)
N-3-Hydroxybutyryl-homoserinlakton 0 OH Vibrio harveyi
(3-hydroxy-C4-HSL) O/?\N (LuxM)
H
N-Hexanoyl-homoserinlakton 0 Chromobacterium
(C6-HSL) 0 NJW\ violaceum (Cvil)
H
0
N-3-Oxo-hexanoyl-homoserinlakton o o0 Vibriofischeri (Luxl)
(3-0x0-C6-HSL) NP J M~
H
[e]
E‘Jc'g_ﬂgf‘ll_c)’w'homose”n|ak1°n d i/\/\/\ Burkhoideria cepacia
N (Cepl)
H
o}
N-3-Oxo-octanoyl-homoserinlakton o 0 Agrobacterium
(3-0xo-C8-HSL) o NM/\/\ tumefaciens (Tral)
H
o)
N-3-Oxo-dodecanoyl-homoserinlakton o 0
(3-ox0-C12-HSL) o )UJ\/\/\/\/\ Pseudomonas
m aeruginosa(Lasl)

(0]

Tabelle 1: Beispiele fur einige Acylhomoserinlaktone (AHLS).

Unterschiedliche AHLs werden von verschiedenen Luxl Homologen in unterschiedlichen Bakterien
produziert [Modifiziert nach Kumari et al. 2006 (105).].



1. Einleitung

Bereits einige Jahre zuvor, 1965, wurde von A. Tomasz ein ,Hormon ahnliches"
externes Zellprodukt als notwendiger Faktor fir die genetische Kompetenz von
Streptococcus pneumoniae (friher Pneumococcus) beschrieben, der spéater als
modifiziertes Oligopeptid identifiziert wurde. Gram-positive Bakterien nutzen fir ihre
Intraspezieskommunikation modifizierte Oligopeptide als Autoinduktoren, die genetisch
codiert und deshalb speziesspezifisch sind (116, 148).

Eine geringere Verbreitung und Bedeutung haben Quinolone, die zum Beispiel von
Pseudomonas aeruginosa als Als verwendet werden (77) oder das flichtige 3-
Hydroxypalmitylsdure Methylester aus Ralstonia solanacearum (59), o, ungesattigte
Fettsauren (207) oder p-Kumaryl-Homoserinlaktone aus Rhodopseudomonas palustris
(167). Zu dieser Gruppe der weniger verbreiteten speziesspezifischen Als z&hlen auch
das a-Hydroxytri- und pentadecan-4-on aus Vibrio cholerae (vcCAI-1) bzw. Legionella
(LAI-1) (82, 176) sowie das 3-Aminoundec-2-en-4-on aus Vibrio harveyi (CAI-1) (4) und
ahnliche Molekile, die von Vibrio sp. detektiert werden kdnnen (134).

©

o - 2H0 HO, ,OH
o M +B(OH), o o
("CHg _H20_ HO»/—{"CHs —.4. HOw}—{wCH
) O — e O 3
HO™ HO 0
HO“
OH 0 / 25,48)-2,4-Dihydroxy-2-  (25,45)-2-Methyl-2,3,3.4-  (2S,45)-2-Methyl-2,3,3 4-

methyldihydrofuran-3-on  tetrahydroxytetrahydrofuran  tetrahydroxytetrahydrofuran-

\—) (S-DHMF) (S-THMF) borat
H O \ (S-THMF-borat)

(4S)-4,5-Dihydroxy- Q, FCHs HQ  CHg g
2 3-pentandion \"OH  H0 HOw-—{-"OH e
(DPD) HO™ o] HO™ O
LsrB
(2R,45)-2,4-Dihydroxy-2- (2R.45)-2-Methyl-2,3,3 4-
methyldihydrofuran-3-on tetrahydroxytetrahydrofuran
(R-DHMF) (R-THMF)

Abbildung 1: Gleichgewichtsreaktion von Al-2.

Die Vorstufe DPD wird von verschiedenen Bakterienarten synthetisiert und steht in direktem Gleichgewicht
mit R-DHMF, R-THMF, S-DHMF, S-THMF. S-THMF wird in Gegenwart von Borsdure zu S-THMF-borat
umgebaut, das an LuxP von Vibrio harveyi bindet, wahrend R-THMF von LsrB z.B. aus Salmonella enterica,
gebunden und erkannt wird. Abbildung aus Miller et al. 2004 modifiziert (125).

Zuséatzlich zu diesen Intraspeziessignalen ist eine weit verbreitete universelle
Signalgruppe bekannt, die die Kommunikation zwischen verschiedenen Spezies
ermoglicht (182, 183). Diese entsteht aus einem gemeinsamen Zwischenprodukt, 4,5-
Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD), in einer Gleichgewichtsreaktion und wird Autoinduktor-2
(Al-2) genannt (168). Dabei steht die Kettenform (DPD) im Gleichgewicht mit S- und R-



1. Einleitung

THMF (Methyltetrahydroxytetrahydrofuran) (125). Diese beiden Furanone werden als Al-
2 von verschiedenen Rezeptoren wahrgenommen, denn wahrend LsrB aus
Salmonella enterica R-THMF bindet, bindet LuxP aus V. harveyi nur S-THMF-borat

(Abbildung 1) (28, 125, 195).

DPD |

|
OH
i /@ o) ?
@ SH S\/\/l\OH
THF-CHs ﬁ)\/\ _ - ;
THPG-CH3 & Homocystein ki

OH SRH Adenin
S-ribosylhomocystein
THF
THPG H,0
NH2 i Adenosin Ao
Methionin HO ( H
OH NH
(d) OH SAH 2
ATP + H,O @ Adenin @ S-adenosylhomocystein
thyl-
HO transferase Substrat -CHs

SAM Substrat
S-adenosylmethlomn

Acyl-ACP
Decanoyl Coenzym A + PLP
R 0 Cqu
\M Coenzym A + CO, + MTA
138 SN
AHL H

MTA
Methyladenosin
Ha Ea-CAI 1

(e) NH2 3-aminotridec-2-en-4-on
()
NADPH @
NADP

0
/\/U\/V\/\/\
CHz |

OH CAI-1
S-3-hydroxytridecan-4-on

Abbildung 2: SAM-Kreislauf aus dem die Autoinduktoren produziert werden.

(a) Der Transfer einer Methylgruppe von SAM auf ein Akzeptormolekil erzeugt das toxische Zwischenprodukt,
SAH. (b) Organismen, die das Enzym SahH enthalten, konvertieren SAH direkt zu Homocystein. (c)
Diejenigen Bakterien, die LuxS nutzen, katalysieren eine Reaktion in zwei Schritten: Pfs erzeugt zunéchst
SRH und Adenin aus SAH, dann wandelt LuxS SRH in Homocystein und DPD, die lineare Form von Al-2, um.
(d) SAM wird mit Hilfe von Methionin in mehreren Schritten aus Homocystein regeneriert. THF-CH3 und THPG
stehen fur N-Methyltetrahydrofolat und 5-Methyltetrahydropteroylglutamat. (e) Luxl Typ-Proteine verwenden
ebenfalls SAM und Acyl-Carrier-Proteine (Acyl-ACP) als Substrate fir die Produktion von AHL
Autoinduktoren. (f) Vibrio cholerae Autoinducer CAI-1 wird auch aus SAM und Decanoyl-CoenzymaA Uber eine
mehrstufige Reaktion synthetisiert. Daflir werden CgsA, eine Pyridoxalphosphatase-Aminotransferase und
VC1059, ein nicht weiter charakterisiertes Enzym, verwendet. Vibrio harveyi besitzt ein Homolog zu CgsA,
das Oktanoyl-CoA zu Z-3-Aminoundec-2-en-4-on umwandelt. Abbildung aus Pereira et al. 2013 (146).
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Die Synthese der Autoinduktoren ist Gber S-Adenosylmethionin (SAM) direkt an
den Metabolismus gekoppelt. Dabei ist SAM der Hauptmethylgruppendonor, der
allerdings in Folge der Ubertragung einer Methylgruppe in den zytotoxischen Stoff
S-Adenoslyhomocystein (SAH) umgebaut wird (168). Die Entgiftung von SAH zu
Homocystein kann Uber zwei verschiedene Wege erfolgen, die charakteristisch fir
bestimmte  Bakterienstamme sind. So bevorzugen Archaeen, Eukaryoten,
Alphaproteobakterien, Actinobakterien und Cyanobakterien den SAH-Hydrolaseweg zur
direkten Entgiftung, wahrend die meisten Vertreter der Gamma-, Beta-, und
Epsilonproteobakterien sowie Firmicutes den Pfs-LuxS-Weg nutzen. Hierbei ensteht dann
Al-2 (Abbildung 2) (146, 182), das neben der Signalfunktion als Autoinduktor auch den
metabolischen Status der Zelle abbildet (212).

Ausgehend von Homocystein kann tUber Methionin SAM regeneriert werden, aus
dem neben Al-2 auch AHLs und eine weniger verbreitete Autoinduktorgruppe, CAI-1,
synthetisiert werden. Die Nutzung dieser Stoffwechselprodukte als Autoinduktoren ist

mdoglicherweise, zumindest in einigen Arten, ein sekundarer Effekt (156, 211).
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1.2 Quorum Sensing allgemein

Der Begriff des ,Quorum Sensing® (QS) beschreibt die Zelldichte gekoppelte
Genexpression in bakteriellen Gemeinschaften abhangig von der Konzentration von Als,
um die Antwort der Population zu synchronisieren (66). Der Prozess des QS ist sowohl in
Gram-negativen als auch in Gram-positiven Bakterien weit verbreitet und erméglicht den
Zugang zu Resourcen, die Einzelzellen nicht nutzen konnten (wie zum Beispiel die
Aufnahme von Eisen mit Hilfe von Siderophoren in V. harveyi). Es wird die Abwehrkraft im
Kollektiv erhdht und QS steuert auch die Differenzierung in verschiedene Zellformen (158,
172). Das generelle Prinzip dabei ist, dass ein oder mehrere Signalmolekile, die
sogenannten Autoinduktoren (Al), von den Zellen produziert und in die Umgebung
abgegeben werden, wodurch die Autoinduktorkonzentration ansteigt. Die
Schwellenkonzentration wird von Rezeptoren wahrgenommen und steuert die

konzentrationsabh&ngige Expression der entsprechenden Gene (Abbildung 3) (97).

Schwellenwert

Autoinduktorkonzentration

Wachstum
Abbildung 3: Schematische Darstellung eines einfachen Quorum Sensing Systems.

Bakterien (orange) produzieren und exkretieren kleine Signalmolekule, die in der Umgebung akkumulieren.
Die Konzentration dieser sogenannten Autoinduktoren nimmt mit steigender Zelldichte zu (markiert durch
den grinen Gradienten und die blaue Kurve). Wird ein Schwellenwert tiberschritten, fihrt die Wahrnehmung
des Signals durch Rezeptoren zu Verénderungen der Genexpression von Quorum Sensing regulierten
Genen. Die Zellen reagieren auf die abgegebenen Autoinduktoren (rot). Im Fall von
Intraspezieskommunikation sind die Zellen, die Autoinduktoren abgeben identisch mit jenen, die reagieren.
Die Abbildung wurde nach Keller und Surette (2006) modifiziert (97).

Fur bakterielle Populationen ermdglicht dies die Regulation von unterschiedlichen
Expressionsmustern bei niedriger (LCD = low cell density) bzw. hoher Zelldichte (HCD =
high cell density) (133).
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Die Architektur der QS Systeme ist unterschiedlich komplex und reicht von dem am
besten bekannten Luxl/LuxR Mechanismus, bei dem das Signal von Luxl (oder einer
homologen Synthase) produziert und vom zytoplasmatischen Sensor und Regulator LuxR
(oder einem Homolog dazu) wahrgenommen und umgesetzt wird — wie zum Beispiel das
Luxl/LuxR System von V. fischeri - (133, 147, 159), Uber einfache Zweikomponenten- und
Phosphorelaissysteme, bei welchen das Signal in einer reversiblen
Phosphorylierungsreaktion von einer Sensorhistidinkinase auf einen Antwortregulator
weitergeleitet wird — wie zum Beispiel bei der Sporulation von Bacillus subtilis - (178), bis
zu einer Kombination aus diesen beiden Systemen mit einer gréReren Zahl an
verschiedenen produzierten und wahrgenommenen Autoinduktoren — beispielsweise das

QS-System von verschiedenen Vibrionen (204).
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1.3 Das Quorum Sensing System von V. harveyi
Ein Modellorganismus zur Charakterisierung von QS Systemen ist V. harveyi. Im Jahr
2010 ist der lumineszente Stamm ATCC BAA-1116 (BB120), der unter anderem in dieser
Arbeit als Wildtyp verwendet wurde, mit Hilfe einer vergleichender Genomanalyse der Art
V. campbellii zugeordnet worden statt wie bisher V. harveyi (112). Um die in der
Arbeitsgruppe gangige Bezeichnung beizubehalten wird in dieser Arbeit die Bezeichnung
V. harveyi verwendet.

Die QS-Signalkaskade von V. harveyi ist sehr komplex (Abbildung 4). Dabei werden
die Signale von drei verschiedenen Als Uber eine Phosphorelais-Kaskade weitergeleitet,

Biolumineszenz
HAI-1 Biofilmbildung
Proteolyse
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Abbildung 4: Quorum Sensing Kaskade von V. harveyi.

Die Autoinduktoren (Als) HAI-1, Al-2 und CAI-1 werden von den Synthasen LuxM, LuxS und CgsA produziert.
Bei niedrigen Zelldichten ist die Al-Konzentration so gering, dass sie kaum von den Kinasen LuxN, LuxP-LuxQ
und CgsS wahrgenommen werden. Dadurch ist die Autophosphorlyierungsaktivitat der Kinasen hoch und die
Phosphorylgruppe wird (ber das Histidin-Phosphotransfer-Protein LuxU auf den von o®%-abhangigen
Antwortregulator LuxO (bertragen. Phosphoryliertes LuxO aktiviert die regulatorischen Qrr sRNAs, die
zusammen mit dem Chaperon Hfgq das Transkript von luxR destabilisieren, wéahrend aphA aktiviert wird.
Dadurch werden die Proteinmengen der Masterregulatoren kontrolliert und QS abhéngige Gene reguliert.
Steigt die Al-Konzentration an, lauft der Phosphatfluss entgegengesetzt, sodass die Konzentration von LuxR
ansteigt und AphA abnimmt. Ein weiteres System, das aus der l6slichen Histidinkinase HgsK und dem NO-
Sensor H-NOX besteht, integriert das Signal durch die Phosphorylierung von LuxU. Wahrend bei hohen
Zelldichten und den damit verbundenen hohen Al-Konzentrationen z.B. Biofilmbildung, Biolumineszenz und
Exoproteaseaktivitat induziert und die Produktion von Siderophoren und Typlll-Sekretion reprimiert werden, ist
die Expression bei niedrigen Zelldichten genau umgekehrt. PP, Periplasma; CM, Zytoplasmamembran; CP,

Zytoplasma. Die Abbildung wurde nach Anetzberger et al. 2012 modifiziert (4).
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wodurch die Expression der Masterregulatoren LuxR und AphA kontrolliert und somit auch
die Expression bestimmter Gene reguliert wird (201).

Die Autoinduktoren Al-2, HAI-1 und CAI-1 werden von der jeweils
korrespondierenden Synthase (LuxS, LuxM und CgsA) synthetisiert. Die aktive Form von
Al-2, die von LuxP gebunden und dann von der Sensorkinase LuxQ wahrgenommen wird,
enthalt Borat (28, 79, 132) und ist ein Interspezies-Signal. Das Acylhomoserinlakton (AHL)
30HC4-HSL, das HAI-1 genannt wird, ist ein Intraspezies-Signal und interagiert mit einer
spezifischen Bindestelle in LuxN (24, 62), wahrend das Z-3-Aminoundec-2-en-4-on CAI-1
(Ea-C8-CAI-1) ein genus-spezifisches Signal ist und von der korrespondierenden
Sensorkinase CgsS wahrgenommen wird (79, 135). Alle drei Sensorkinasen sind in die
Zytoplasmamembran integriert und leiten die Information der Autoinduktorkonzentration
mit Hilfe des Phosphorelais zundchst an das l6sliche Histidin-Phosphotransfer-Protein
LuxU und dann weiter zum zytosolischen Antwortregulator LuxO (61). An der Position von
LuxU wird ein weiteres Signal in das System eingespeist, wobei die NO-Konzentration von
H-NOX in der Zelle gemessen und die Information tber die 18sliche Sensorhistidinkinase
HqgsK integriert wird (78).

Bei niedriger Zelldichte und somit auch bei niedriger Autoinduktorkonzentration liegt
durch die Autophosphorylierungsaktivitat der Sensorkinasen und des Phosphotransfers
LuxO phosphoryliert vor. In diesem Fall werden kleine regulatorische RNAs (sSRNAs; Qrrl-
5) transkribiert, von welchen vier (Qrrl-4) zusammen mit Hfg, einem RNA Chaperon, das
Transkript des Masterregulators luxR destabilisieren, sodass die Konzentration von LuxR
auf einem niedrigen Niveau bleibt (171, 196). Gleichzeitig stabilisieren diese sRNAs die
Expression von einem zweiten Masterregulator AphA, dessen Konzentration dadurch in
der Zelle hoch ist (161). Steigt mit héheren Zelldichten auch die Autoinduktorkonzentration
an, andert sich die Aktivitdt der Sensorkinasen von Kinase zu Phosphatase, sodass
insgesamt eine Dephosphorylierung von LuxO stattfindet. Aus diesem Grund gibt es keine
oder weniger Qrr SRNAs und das Verhéltnis der Masterregulatoren zueinander kehrt sich
um. Demzufolge ist bei HCD die Konzentration von LuxR hoch und die von AphA niedrig
(170). Zusammen regulieren AphA und LuxR etwa 700 Gene abh&ngig von den &ul3eren
Bedingungen, unter anderem den Typlll-Sekretionsapparat, Biolumineszenz, Biofilm und
Proteasen (3, 11, 201).
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1.4 Regulation der Autoinduktoren

Viele Gene werden durch QS reguliert, wodurch Phanotypen, wie zum Beispiel
Biofilmbildung, beeinflusst werden, die die Uberlebenschancen der Population erhéhen.
Um zufallige Schwankungen auszugleichen, muss das QS-System einerseits robust sein,
andererseits aber auch Uber eine hoch sensitive Regulation verflgen.

Damit ein Signal entsteht, das Uber die Signalkaskade weitergeleitet werden kann,
mussen die Als synthetisiert, sekretiert und detektiert werden. Aufgrund der engen
Verknupfung mit dem Stoffwechsel ist die Verfligbarkeit und Produktion der Als stark von
den verfiigbaren Nahrstoffen abhéngig (31). Die Tatsache, dass Autoinduktoren exkretiert
wurden, zieht nicht automatisch die gleiche Wahrnehmung jeder Zelle nach sich. Die Zahl
der Rezeptoren und die Diffusion beeinflussen speziell in Kolonien und der direkten
Umgebung einer Zelle die Wahrnehmung (80, 219). Diffusion stellt eine Moglichkeit fir
Zellen dar, den Raum, den sie besiedeln, zu erfassen und zu reagieren. Das spielt gerade
fur die effiziente Produktion von Exoenzymen wie z.B. Siderophoren oder Proteasen eine
Rolle (153, 194, 209). Doch die meisten Als gelangen nicht mit Hilfe von Diffusion in die
Umgebung, wie kurzkettige AHLs, sondern missen aktiv tGber die Membran transportiert
werden, wie beispielsweise langkettige AHLs (mehr als 10 C-Atome) und Al-2. Uber den
Transport kann demnach die Signalausscheidung bzw. intrazellulare Wahrnehmung
reguliert werden (93, 95, 126, 143).

Uber die Regulation der Synthasen ist wenig bekannt, lediglich fiir die Al-2
Synthase LuxS sind in verschiedenen Bakterien unterschiedliche Regulations-
mechanismen beschrieben. In  Staphylococcus aureus z.B. reguliert eine
posttranslationale Modifikation in Form von Phosphorylierung die Aktivitat von LuxS (35),
wahrend in Salmonella enterica serovar Typhimurium luxS konstitutiv exprimiert wird.
Letztendlich wird in diesem Fall die Al-2 Konzentration von Pfs (dem zweiten Enzym, das
an der Al-2 Synthese beteiligt ist) gesteuert, dessen Promotor reguliert ist (12). Im
Gegensatz dazu steigt in E. coli die Expression von luxS in Korrelation zum Wachstum an
und kann mit Glukose induziert werden (73, 110, 206, 214). Wahrend in klassischen
Luxl/LuxR AHL-Systemen LuxR die Transkription von luxl reguliert (65, 103), ist fur
V. harveyi weder eine Regulation der AHL-Synthase LuxM noch der Synthase von CAI-1,
CqgsA, bekannt.

Neben der Genregulation der Synthasen und der Transportkontrolle gibt es auch
andere Strategien, um die Al-Konzentration zu steuern. Zwei generelle Strategien, die
auch fur die Pharmakologie bei der Entwicklung von neuen Antibiotika oder
unterstitzenden Substanzen, die die Biofilmbildung verhindern, von Bedeutung sind, ist
zum einen die Blockade des Rezeptors durch Ligandenmimikri mit Analoga und

andererseits die Neutralisierung von Autoinduktoren durch Degradation (2, 43, 67, 222,
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223). Strategien, die Uber die Beeinflussung der Autoinduktorkonzentration die Zell-Zell-
Kommunikation stéren, werden mit dem Begriff des ,Quorum Quenching® (QQ)

bezeichnet.

1.4.1 Enzymatischer Abbau von AHLs

Ein einfacher Weg, die Kommunikation mit Hilfe von AHLs zu stéren, ist der Abbau des
Signals. Aufgrund der chemischen Struktur der AHLs gibt es nur vier verschiedene
Mdglichkeiten, um die Molekile abzubauen (Abbildung 5 A), wobei durch Acylasen (3)
und Deaminasen (4) zwei Spaltprodukte entstehen, und durch Decarboxylasen (2) und

Laktonasen (1) nur der Laktonring gedffnet wird (43).

A
B OH
OH
Laktonase Acyl-HS 0o
R O
A AN A0 + 1o
. H
o)
AHL Acylase
R O
0)
+
O
Fettsaure HSL

Abbildung 5: Die Struktur von Acylhomoserinlaktonen und Spaltungsmechanismen.

(A) zeigt die Grundstruktur von Acylhomoserinlaktonen (AHLs) und die mdglichen enzymatischen
Schnittstellen fur Laktonasen (1), Decarboxylasen (2), Acylasen (3) und Deaminasen (4). (B) Es wurden
bisher Acylasen und Laktonasen entdeckt. Laktonasen 6ffnen den Laktonring, sodass ein Acyl-Homoserin
(Acyl-HS) entsteht, wahrend Acylasen das AHL in eine Fettsaure und das Homoserinlakton (HSL) spaltet.
Modifiziert nach Dong und Zang 2005 (43).
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Der Mechanismus der AHL-Degradation ist in verschiedenen Bakterienarten verbreitet,
jedoch wurden bisher nur Acylasen oder Laktonasen beschrieben (Abbildung 5 B), die
tatsachlich fur den Abbau von AHLs verantwortlich sind (37). Die Hydrolyse des
Homoserinlaktonrings zu einer Fettsdure und dem Homoserinlakton durch Laktonasen
(Abbildung 5 B) ist weitgehend unabhangig von der Kettenlange (208). Bekannte und gut
charakterisierte Laktonasen sind AiiA aus Bacillus sp. (42, 102), AhID aus Arthrobacter
sp., welche neben den langkettigen auch C4-AHLs abbauen kann (142), QsdA aus
Rhodococcus sp. (200) und AttM aus Agrobacterium tumefaciens (75). Es gibt auch einige
gut beschriebene Acylasen, wie zum Beispiel AhIM aus Streptomyces sp. (141), PvdQ und
QuiP aus Pseudomonas aeruginosa (84, 85), AiiD aus Ralstonia eutropha (113) und AiiC
aus Anabaena sp., die eine grof3e Bandbreite in Bezug auf den Abbau unterschiedlicher
AHLs hat (157). Dabei ensteht durch Acylasen immer nur ein Produkt, ndmlich das
korrespondierende Acyl-Homoserin (Abbildung 5 B).

Die Moglichkeit, AHLs abzubauen, ist in der Natur weit verbreitet, denn nicht nur Bakterien,
sondern auch Menschen, Pilze und Pflanzen kénnen AHLs abbauen; besonders in
Bereichen starker Interaktionen mit Bakterien wie Lungenepithelzellen oder Rhizosphare
hat dies Bedeutung (199). Das unterstreicht den Vorteil davon, die Al-Konzentration und

damit die Expression bestimmter Funktionen zu steuern.

1.4.2 Al-2-Transport

Aufgrund der globalen Verbreitung von Al-2-Produktion durch LuxS in Bakterien und die
enge Einbindung in den zentralen Metabolismus besteht die Mdglichkeit, dass in einigen
Spezies das Signalmolekil nur ein metabolisches Nebenprodukt ist (146). Um
metabolistische Effekte durch die Deletion von Al-2 auszuschlie3en, wurde in priméren
Arbeiten chemische Komplementation mit exogenem Al-2 verwendet, um die Rolle von
Al-2 als Autoinduktor zu zeigen (203, 211). Auch wenn einige Organismen Al-2 nur
produzieren, nicht jedoch als Signalmolekil nutzen, beeinflusst dies die Wahrnehmung
der Umwelt von anderen Spezies und ermdglicht diesen eine Anpassung. Die Al-2
Molekile werden im Zytoplasma synthetisiert und mussen aufgrund der hydrophilen
Struktur und der damit verbundenen niedrigen Affinitat zu Lipiden Gber die fur diese
undurchlassige Membran transportiert werden (93). Bislang wurde lediglich ein
Transporter, YdgG, fur Al-2 Export in E. coli beschrieben, der jedoch nur einen geringen
Einfluss auf die extrazellulare Al-2-Konzentration hat (81). Im Gegensatz dazu ist der
Import von Al-2 in E. coli umfassend untersucht (146). Daran sind zwei Systeme beteiligt
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Abbildung des Al-2-Transports in E. coli.

Al-2 wird von LuxS synthetisiert und mit Hilfe von YdgG und anderen Transportern exportiert. In der friihen
Wachstumsphase ist die extrazellulare Konzentration von Al-2 zunéchst gering. In dieser Phase wird die
Expression des Lsr-Systems vom Repressor LsrR gehemmt. Im Wachstumsverlauf nimmt die Al-2
Konzentration zu, wodurch anfangliche Aufnahme mit Hilfe eines PTS-abh&ngigen Transporters erfolgt und
das importierte Al-2 durch LsrK phosphoryliert wird (Al-2~P). Al-2~P bindet an LsrR, was zur Aufhebung der
Repression Isr-Operons fuhrt. Dadurch kann Lsr-abhangiger Transport einsetzen, bei dem Al-2 an das
periplasmatische Bindeprotein LsrB bindet und tiber die beiden Transmembranproteine, LsrC und LsrD, und
das ATP-Bindeprotein LsrA, die zusammen den Transporter bilden, aufgenommen wird. Hierbei wird mehr
Al-2~P erzeugt, wodurch die Expression des Transporters bei hohen Zelldichten weiter induziert wird. Al-2
Importsteigerungen und extrazellulare Konzentration von Al-2 werden schnell als Folge dieser positiven
Rickkopplungsschleife erschopft. LsrG und LsrF bauen Al-2~P ab.

Den grofdten Anteil an dem Import tragt das aus zwei Operons bestehende Lsr-System,
das neben E. coli auch in S. enterica serovar Typhimurium charakterisiert ist und vom
CAMP-CRP Komplex sowie vom Repressor LsrR reguliert wird (184, 206, 214). Der
Membrankanal wird aus den Transmembranproteinen LsrC und LsrD gebildet und wird
von dem ATP-Bindeprotein LsrA energetisiert (184, 185, 214), wahrend die Bindung durch
das Bindeprotein LsrB erfolgt (144). Nach der Aufnahme wird das internalisierte Al-2 durch
die Kinase LsrK zu Al-2~P phosphoryliert, das an den Repressor LsrR bindet und somit
die Repression aufhebt (215, 217). Dies flihrt einerseits zu einer erhéhten Produktion an
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Transportern und dem verstarkten Abbau von Al-2~P durch die Prozessierung mit LsrF
und LsrG (40, 121), und andererseits zu einer gréReren Menge von Repressor und Kinase.
Diese Autoregulation ermdglicht die schnelle Aufnahme und Umsetzung von externem Al-
2 sowie eine optimale Anpassung an Konzentrations-anderungen. Damit eine Aktivierung
des Systems initial stattfinden kann wird zu Beginn Al-2 Uber ein Phosphoenolpyruvat-
Phosphotransferase-System (PTS) importiert, welches essentiell fir die Aktivierung des
Isr Operons ist (145, 184). Neben diesem Aufnahmesystem gibt es noch das Bindeprotein
RbsB eines Ribose-ABC-Transporters, das u.a. in Haemophilus influenzae Al-2 bindet und
an dessen Aufnahme beteiligt ist (7). Organismen, die das Lsr-System nicht haben — wie
zum Beispiel V. harveyi — nutzen méglicherweise das Rbs-System fir die Al-2 Aufnahme
(156).

1.5 Zielsetzung

Die QS-abhangige Regulation verschiedener Phanotypen ist weit verbreitet und die
QS-Kaskaden sind unterschiedlich komplex. Fir die QS-Kaskade von V. harveyi ist die
Wahrnehmung von drei unterschiedlichen Autoinduktoren charakteristisch. Im Rahmen
dieser Doktorarbeit sollen Einfluss und Regulation der Autoinduktoren von V. harveyi auf
das QS-System untersucht werden.

« Daflr soll zunéchst die Rolle der Autoinduktoren bei der Induktion QS abhangiger

Zielgene untersucht werden.

+» Im Anschluss daran sollen die Mechanismen des Transports von Al-2 beziiglich

Import und Export analysiert werden.

« Und schlieBlich soll die Funktion der funf potentiellen Laktonasen, die in

Zusammenarbeit mit der AG Streit identifiziert wurden, aufgeklart werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Die Rolle der Autoinduktoren bei der Induktion QS abhangiger Zielgene

In V. harveyi beeinflussen drei unterschiedliche Als die Regulation QS-abhangiger
Zielgene. In diesem Abschnitt soll der Einfluss jedes einzelnen Als auf die QS-regulierte
Biolumineszenz in Abhéangigkeit von verfligbaren Nahrstoffen analysiert werden. Dazu
wurden die Synthasegene in verschiedenen Kombinationen im Wildtyp deletiert, sodass
alle Mutanten zwar jeden der drei Autoinduktoren (HAI-1, CAI-1 und Al-2) wahrnehmen
kénnen, jedoch entsprechend ihrer Deletion keinen, einen oder zwei Als synthetisieren.
ODsoo und Lumineszenz wurden von verschiedenen, in AB- bzw. LM-Medium
wachsenden, V. harveyi Stdammen gemessen. In LM-Medium stehen fur das Wachstum
1% (w/v) Trypton und 0,5% (w/v) Hefeextrakt zur Verfigung, wéahrend nur 0,2% (w/v)
Casein und 1% (v/v) Glycerol in AB-Medium enthalten sind und dadurch wesentlich
nahrstoffarmer ist.

Der Einfluss der Autoinduktoren wurde mit der auf die Zellzahl normierten
Lumineszenz (RLU) nach 6 h Wachstum dargestellt (Abbildung 7). Dabei wurde gezeigt,
dass ohne Autoinduktorsynthasen die Lumineszenz nicht induziert wurde, wahrend bereits
ein Al allein fur eine Induktion gentigte. Die Intensitat der Biolumineszenz, die die
einzelnen Autoinduktoren induzieren konnte, reichte von 100 bis 25.000 RLU und war
damit im Verhaltnis zur RLU bei maximaler Induktion von etwa 4*10° relativ gering. Die
Intensitat war neben der Art des Als auch von dem verwendeten Medium abhéngig.
Wahrend HAI-1 allein sowohl in AB- als auch in LM-Medium im Vergleich zur Kontrolle,
die keine Als produzierte, die Lumineszenz nur um Faktor 3 in einem Bereich unter 1.000
RLU induzierte, waren CAIl-1 und Al-2 in unterschiedlichem Mal} dazu im Stande. In AB-
Medium war dabei der Effekt von Al-2 mit 15.000 RLU etwa um Faktor 10 héher als der
von CAI-1, das nur circa 1.700 RLU erreichte. Der gegenteilige Effekt wurde in LM-Medium
beobachtet. Wenn jeweils zwei Als synthetisiert wurden war das in AB-Medium
hervorgerufene Signal immer mindestens um Faktor 20 héher als die Induktion mit Al-2
allein. Dabei konnte HAI-1 die Induktion durch CAI-1 verstarken (5*10° RLU), wobei die
Kombination von Al-2 mit HAI-1 oder CAI-1 bereits die gleiche Signalstarke ergab wie der
Wildtyp (8*10° RLU), der alle drei Als synthetisiert. Dieses Ergebnis lies die
Schlussfolgerung zu, dass Al-2 zumindest in AB-Medium hauptverantwortlich fur die
Induktion der Lumineszenz ist, wahrend in LM-Medium eher CAI-1 diese Rolle tbernimmt.
In LM-Medium zeigte bereits CAI-1 allein mit 25.000 RLU die meiste Aktivierung, die dann
in zusatzlicher Anwesenheit von HAI-1 (0,8*10° RLU) oder Al-2 (1,3*10° RLU) das Niveau
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des Wildtyps (2,5*10° RLU) erreichte, wahrend die Kombination von HAI-1 und Al-2
lediglich die Biolumineszenz mit 50.000 RLU etwas Uber den Wert von CAI-1 allein (25.000
RLU) induzieren konnte.
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Abbildung 7: Der Einfluss der Autoinduktoren auf die Biolumineszenz von V. harveyi.

Ubernachtkulturen verschiedener V. harveyi Stamme, die durch Deletion von unterschiedlichen
Autoinduktorsynthasen keinen, nur einen oder eine Kombination von zwei Als produzieren, wurden 1:1.000
in frischem AB (schwarz)- bzw. LM-Medium (grau) inokuliert. Die wachsenden Kulturen wurden beziglich
ihres Leuchtverhaltens mit dem Wildtyp, der alle drei Als produziert, verglichen. Wachstum (ODeoo) und
Lumineszenz wurden mit dem Tecan Plattenlesegeréat (Infinite F500pro) wahrend der Kultivierung bei 30°C

aufgenommen. Dargestellt ist die auf die Zellzahl normierte Lumineszenz nach 6 h Wachstum (RLU).

Diese Ergebnisse ermdéglichen eine Gewichtung der Bedeutung der einzelnen Als
abhangig von dem Medium, in welchem die Kultivierung erfolgte. Wahrend in AB-Medium
Al-2, vor CAI-1 und zuletzt HAI-1 den grof3ten Einfluss hatte, war in LM-Medium die
Reihenfolge vertauscht, sodass CAI-1 vor Al-2 und schlie3lich HAI-1 fur die Induktion der
Biolumineszenz verantwortlich ist. Trotz des geringeren Einflusses von Al-2 in LM-Medium
war die maximale Konzentration funf mal héher als in AB-Medium.

Damit die Rolle der Als weiter aufgeschliisselt werden konnte, wurde der
Zeitverlauf der Autoinduktoren im Uberstand sowie die Biolumineszenz und
Exoproteaseaktivitat in einer in AB-Medium wachsenden Wildtypkultur von C. Anetzberger
im Rahmen ihrer Dissertation bestimmt und veroffentlicht (4) (Abbildung 8). Es wurde
hierbei deutlich, dass jeder Al einen charakteristischen Verlauf hat. Darauf basierend

wurden vier Zeitpunkte bestimmt, die durch eine bestimmte Zusammensetzung und
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Konzentration von Als charakterisiert sind. Die Pfeile in Abbildung 8 A markieren die
verschiedenen Wachstumsphasen: ,frih exponentiell (1), in welcher nur eine sehr
geringe Konzentration von 1-2 uM Al-2 detektiert wurde, diese stieg im Anschluss in der
»mittel exponentiellen* Phase (2) an. Wahrend in der ,spat exponentiellen“ Phase (3) die
Konzentration von Al-2 mit 13 uM maximal war, begann erst zu diesem Zeitpunkt die
Konzentration von HAI-1 anzusteigen, bis ,frih stationar® (4) ein maximales Level von
11 pM erreicht war. Bis zu dieser Wachstumsphase sank gleichzeitig die Konzentration
von Al-2 auf ein konstantes Level von etwa 10 pM ab. Im Ubergang zwischen spat
exponentieller (3) und friih stationarer (4) Wachstumsphase stieg auch die Konzentration
von CAI-1 an, die nur indirekt mit Hilfe eines Bioassays mit einem V. harveyi
Reporterstamm von L. Plener bestimmt wurde (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 8: Zeitverlauf der Autoinduktorkonzentration (A) sowie der Biolumineszenz und

Exoproteaseaktivitat (B) in einer wachsenden Wildtyp Kultur.

Die Zellen einer Ubernachtkultur von V. harveyi BB120 wurden 1:5.000 in frischem AB-Medium verdiinnt und
aerob bei 30°C kultiviert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden Proben genommen, die
Al-Konzentration und die Exoproteaseaktivitat (graue Kreise) bestimmt sowie optische Dichte (ODeoo,
schwarze Kreuze) und Biolumineszenz (RLU, schwarze Rauten) gemessen. Die extrazellulare
Autoinduktorkonzentration wurde mit UPLC-MS (fur HAI-1, schwarze Quadrate) bzw. mit Hilfe eines LuxP
Bindeassays (fur Al-2, graue Dreiecke) bestimmt. Die Pfeile 1-4 in Abbildung A markieren Zeitpunkte
verschiedener Wachstumsphasen von ,friih exponentiell (1) Uber ,mittel exponentiell (2) und ,spat
exponentiell“ (3) bis ,friih stationar® (4). Die Standardabweichung wurde aus Triplikaten berechnet. Die
Abbildung wurde aus Anetzberger et al. 2012 Ubernommen (4).

Parallel wurden Biolumineszenz und Exoproteaseaktivitdt bestimmt, Phanotypen, die
beide positiv durch QS reguliert werden und deren Expression dennoch unterschiedlich
ist (Abbildung 8 B). Wahrend die Lumineszenz sofort mit dem Auftreten von Al-2 anstieg,

um nach einem Maximum wieder abzusinken, konnte Exoproteaseaktivitat erst festgestellt
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2. Ergebnisse

werden, als Al-2 und HAI-1 konstante Level erreicht hatten und schlieRlich die
Konzentration von CAI-1 zugenommen hatte (4). An diesen Ergebnissen konnte man
erkennen, dass Zusammensetzung und Konzentration der Als an der Induktion und
Repression der QS-regulierten Phanotypen beteiligt sind.

In Zusammenhang mit diesen Ergebnissen sollte die Abhangigkeit bestimmter QS-
regulierter Phanotypen von Zusammensetzung und Konzentration der Als gezeigt werden,
indem die Transkription verschiedener Gene analysiert wurde, die QS-reguliert sind. Daftir
wurden die Transkriptlevel der Zielgene in der Gesamt-RNA zu den 0.g. Zeitpunkten 1-4
aus wachsenden Kulturen von Wildtyp und einer Mutante, die keinen der drei Als
produziert, mittels qRT-PCR bestimmt und mit der AC+-Methode relativ zu recA dargestellt.
Nachdem sich die Transkriptlevel der Mutante fir keine Bedingung signifikant &nderten
wurde jeweils nur ein Zeitpunkt dargestellt. Es wurde eine Anderung der Transkriptmenge
abhangig von der Al-Konzentration erwartet, da die Transkriptmenge des
Masterregulators luxR die Regulation der Zielgene steuert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Analyse der Transkripte von Al-regulierten Genen.

Aus wachsenden Kulturen von Wildtyp (BB120) und der Mutante, die keine Als produziert (JMH634), wurde zu
den vier Zeitpunkten, die in Abbildung 8 A mit Pfeilen markiert sind, die Gesamt-RNA isoliert. Die Zeitpunkte
wurden aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen und Zusammensetzungen der Als ausgewahlt. Die
Transkriptlevel von luxR, luxA, vhpA, vopN, vscP und recA (als Kontrolle) wurden mittels gRT-PCR fur jeden
Zeitpunkt bestimmt. Anderungen im Transkriptlevel wurden relativ zu recA mit Hilfe der ACt Methode (Livak
und Schmittgen (114)) bestimmt. In der Mutante JMH634 &nderten sich die Transkriptlevels Uiber die Zeit nicht
signifikant, weshalb stellvertretend nur ein Zeitpunkt (3) gezeigt ist. Die Standardabweichung wurde aus
Triplikaten berechnet. Die Abbildung ist aus Anetzberger et al. 2012 entnommen und angepasst (4).
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2. Ergebnisse

Im Vergleich zur Mutante stieg im Wildtyp die Transkriptmenge von [uxR im
Wachstumsverlauf bis zum Zeitpunkt 4 um das 54-fache an. Die Berechnung der
Transkriptmenge pro Zelle (nach Teng et al. 2010 (189)) zeigte einen Anstieg von 0,9
Transkripten von IluxR zu Beginn, Uber 2,2 und 4,2 bis 11,0 in der stationaren
Wachstumsphase (4). In der Mutante, die die Situation ohne Als widerspiegelt, wurde ein
basales Transkriptlevel detektiert, sodass in jeder funften Zelle ein Transkript von luxR
vorhanden sein muss. Fur die Regulation der Zielgene ist die Proteinmenge
ausschlaggebend; diese lasst sich jedoch aufgrund zahlreicher Feedbackmechanismen
nur schwer auf Zellniveau berechnen. Dennoch korreliert die Transkriptmenge mit der Zahl
der LuxR Molekiile (189), die letztendlich zusammen mit AphA die Antwort auf das Signal
kontrolliert.

Als Beispiele fur diese Antwort wurden die Transkriptionsprofile von IuxA (eine
Untereinheit der Luciferase), vhpA (eine Exoprotease), vopN (ein Protein der auf3eren
Membran) und vscP (ein Protein aus einem Typ Il Sekretionsapparat) erstellt. In
Ubereinstimmung mit den phanotypischen Beobachtungen zur Luziferaseaktivitit stieg
das Transkriptlevel von der friihen exponentiellen (1) bis zur spaten exponentiellen Phase
(3), in der Al-2 maximal ist, an (Abbildung 9). In der stationaren Phase (4) war hingegen
nur noch ein niedriges Level nachweisbar, wahrend die Lumineszenz aufgrund der hohen
Stabilitat der Luciferase nur langsam zurtickging (Abbildung 8 B) (154). Im Gegensatz
dazu war das Transkriptlevel von vhpA nur in Gegenwart von HAI-1 und Al-2 zum
Zeitpunkt 3 stark erhoht (750-fach im Vergleich zur Mutante) und lag sonst auf einem
vergleichsweise niedrigem Niveau (Abbildung 9). Die negativ regulierten Gene vopN und
vscP zeigten ohne Als ein hohes Transkriptlevel, das mit ansteigender Al-2 Konzentration
unverziglich abnahm und fir das bereits ab der mittleren exponentiellen Phase (2) keine
weitere Anderung detektiert werden konnte (Abbildung 9). HAI-1 und CAI-1 haben
demnach auf diese Gene keinen Einfluss.

Zusammenfassend steuern verschiedene Zusammensetzungen der Als im
Wachstumsverlauf verschiedene Al-abhangige Prozesse.

Es wurde von einer in AB-Medium wachsenden Wildtyp-Kultur die gesamt RNA
isoliert und mit qRT-PCR fur jeden Zeitpunkt die Transkriptlevel von luxS, luxM, cgsA und
recA (als Kontrolle) bestimmt (Abbildung 10) um zu Uberprifen, ob die Al-Konzentrationen
mit den Transkriptmengen der Synthasen Kkorreliert sind. Die Zeitpunkte der
Wachstumsphasen mit den charakteristischen Al-Zusammensetzungen wurden mit den
Pfeilen 1-4 markiert und die Transkriptlevel der Synthasen wurden zu recA relativ
dargestellt. Der Transkriptverlauf der CAI-1 Synthase cqsA verlief nahezu parallel zur spat
ansteigenden CAI-1 Induktionskurve und wurde bis nach der spaten exponentiellen Phase

(3) verdoppelt. Ein ahnliches Muster konnte auch fur die Al-2 Synthase luxS beobachtet
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2. Ergebnisse

werden, denn in Ubereinstimmung mit dem Al-Konzentrationsverlauf nahm das
Transkriptlevel von luxS von der frihen exponentiellen Phase (1) bis zur spéaten
exponentiellen Phase (3) stetig zu bis es etwa verdreifacht war. Im Anschluss daran nahm
der Transkriptlevel wieder ab. Das Gegenteilige wurde flr luxM, das Transkript der HAI-1-
Synthase, beobachtet. Deren Transkriptlevel war zunachst bis zum Zeitpunkt 3 konstant
und wurde dann, bis die stationdre Phase (4) erreicht war, halbiert. Dies bedeutet, dass
bis zu dem Zeitpunkt, an dem HAI-1 sein maximales Level erreichte, die Transkriptmenge
hoch war. Im Anschluss war das Transkriptlevel bei Aufrechterhaltung der Konzentration
im Uberstand erniedrigt. Vergleichbar zum Verlauf der Als erreichten alle Transkripte in
der stationaren Phase (4) ein &hnliches Level, das dann konstant geblieben ist.
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Abbildung 10: Zeitverlauf der Transkriptlevel der Autoinduktorsynthasen luxS, luxM und cgsA.

Die Zellen einer Ubernachtkultur von V. harveyi BB120 wurden 1:5.000 in frischem AB-Medium verdiinnt und
aerob bei 30°C kultiviert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurde die gesamte RNA isoliert. Die
Transkriptlevel von luxS, luxM, cqsA und recA (als Kontrolle) wurden mittels gRT-PCR fir jeden Zeitpunkt
bestimmt. Anderungen im Transkriptlevel wurden relativ zu recA mit der ACt Methode (Livak und Schmittgen
(114)) dargestellt. Die Pfeile 1-4 markieren Zeitpunkte verschiedener Wachstumsphasen von ,frih
exponentiell“ (1) Gber ,mittel exponentiell“ (2) und ,spat exponentiell* (3) bis ,friih stationar” (4) aquivalent zu
Abbildung 8 A. Die Standardabweichungen wurden aus biologischen Triplikaten bestimmt.

Unter der Annahme, dass posttranskriptionale Regulation keine oder nur eine geringe
Rolle spielt und dass die Synthasen konstant Autoinduktoren produzieren, missten
demnach die Al-Mengen, die produziert werden, auch wieder abgebaut werden. Die
Ergebnisse zu Abbildung 8 sowie die Abbildung an sich wurden von C. Anetzberger
erstellt, Abbildung 9 wurde in Zusammenarbeit mit C. Anetzberger erstellt und in PlosOne
im Jahr 2012 unter dem Titel ,Autoinducers act as biological timers in Vibrio harveyi*
verotffentlicht (4).
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2. Ergebnisse

2.2 Al-2 Transport von V. harveyi im Vergleich zu E. coli

2.2.1 Exportvon Al-2
Damit die Als von V. harveyi oder auch von anderen Organismen wahrgenommen werden
kénnen, miussen sie sekretiert werden. Aufgrund der chemischen Eigenschaften kann nur
das kurzkettige AHL HAI-1 frei durch die Membran diffundieren, wahrend fur Al-2 und CAI-
1 Transport notwendig ist (93). Der Mechanismus fir CAI-1 ist noch unklar, wahrend fur
Al-2 in E. coli ein Protein bekannt ist, das zumindest die externe Al-2-Konzentration
beeinflusst — der potentielle Transporter YdgG (81). Da der Effekt einer Deletion nur gering
ist (81) wurde im Rahmen dieser Arbeit nach weiteren mdglicherweise am Transport
beteiligten Proteinen gesucht. Es wurden mit Hilfe der Datenbank STRING 9.1 Gene
gesucht, die bei niedrigen ,confidence“ Einstellungen haufig zusammen mit den
Synthasen von Al-2, luxS und pfs in verschiedenen bakteriellen Genomen codiert sind
(Abbildung 11).
luxS
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Abbildung 11: Analyse von Genen, die haufig parallel zu den Synthasen von Al-2, luxS und pfs, in

verschiedenen bakteriellen Genomen codiert sind.

Die Analyse erfolgte mit String 9.1 bei niedrigen ,confidence® Einstellungen (low confidence [0,150]) und die
blauen Linien markieren parallele genomische Codierung der entsprechend verbundenen Gene

(,cooccurence®).

Als Ergebnis wurde neben ydgG noch das ,konservierte Protein der inneren Membran®
yhhQ gefunden, das nach der Analyse mit Phyre2 (98) strukturell &hnlich zu einem
Biotintransporter BioY des ECF-Typs aus Lactococcus lactis ist (13, 53).

Da in E. coli bereits der Einfluss eines Transporters auf die Al-2 Konzentration im
Uberstand gezeigt wurde, sollte in dieser Arbeit der zweite potentielle Transporter
analysiert werden. Die Suche nach Homologen in V. harveyi mit BLAST Suche ergab nur
ein Homolog zu YhhQ — VIBHAR_00342, mit 70% ldentitat bei einer Ubereinstimmung in
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2. Ergebnisse

der Lange von 94% -, wobei die Deletion (AyhhQ) allein auf die Al-2-Konzentration im
Uberstand von V. harveyi im Vergleich zum Wildtyp (BB120) keinen Einfluss hatte
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Al-2-Konzentrationsverlauf im Uberstand von V. harveyi.

Die Zellen der Ubernachtkulturen von V. harveyi BB120 (WT) und der AyhhQ Deletionsmutante wurden
1:1.000 in frischem LM-Medium verdiinnt und aerob bei 30°C kultiviert. Es wurde zu den dargestellten
Zeitpunkten die optische Dichte (ODsoo) gemessen und mittels FRET die Al-2-Konzentration im Uberstand
bestimmt. Die Bestimmung von Al-2 in den einzelnen Proben wurde im technischen Duplikat durchgefuhrt
und zeigte nahezu keine Abweichung. Der Wachstumsverlauf der Stdmme war identisch. Die

Standardabweichung wurde aus biologischen Triplikaten bestimmt.

Im Gegensatz dazu zeigte ein Vergleich der maximalen Al-2 Konzentrationen im
Uberstand von wachsenden E. coli Kulturen deutliche Unterschiede. Die Al-2
Konzentrationen der wachsenden E. coli Kulturen wurden mit FRET-Assay bestimmit.
Zwischen einer ODggo VOn 2,5 bis 3,8 war die Konzentration maximal. Der Mittelwert aus
den Maxima biologisch unabhangiger Triplikate ergab die maximale Konzentration von
Al-2 (Abbildung 13).

Wahrend die Konzentrationen in den Einzeldeletionsmutanten AydgG und AyhhQ
(10,2 £ 0,9 pM und 10,0 £ 1,2 uM) nur wenig geringer waren als fur den Wildtyp (11,6
0,8 uM) war die Konzentration der Doppeldeletionsmutante nahezu halbiert (6,6 + 0,9 uM).
Das bedeutet, dass die beiden Proteine zusammen die extrazellulare Konzentration von

Al-2 beeinflussen.
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Abbildung 13: Vergleich der maximalen Al-2-Konzentration im Uberstand von E. coli Wildtyp
(BW25113) und Mutanten.

Die Zellen der Ubernachtkulturen von E. coli BW25113 und Mutanten wurden 1:1.000 in frischem LB-
Medium verdiinnt und aerob bei 37°C kultiviert. Es wurde stiindlich die optische Dichte (ODsoo) gemessen
und mittels FRET die Al-2 Konzentration im Uberstand bestimmt. Die Bestimmung von Al-2 in den einzelnen
Proben wurde im technischen Duplikat durchgefuhrt und zeigte nahezu keine Abweichung. Abgebildet ist
die maximale Al-2-Konzentration im Wachstumsverlauf. Die Standardabweichung wurde aus biologischen
Triplikaten bestimmt.

Um zu zeigen, dass Al-2 tatsachlich an die beiden Proteine bindet und
mdoglicherweise transportiert wird, wurden in vitro Bindestudien mit Hilfe von Tryptophan-
Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Dabei wurden die Fluoreszenzspektren von YdgG,
YhhQ und CaiT (als Kontrolle) unter sukzessiver Zugabe von Puffer bzw. Substrat
aufgenommen. Damit eine durch Volumenanderung herbeigefiihrte Anderung der
Spektren nicht mit quantifiziert wird, wurde neben den Substraten Al-2, Ribose und
Carnitin eine Pufferkontrolle mit den gleichen Volumenanderungen mitgefiihrt, die dann
die Korrektur des Verdinnungseffekts erméglichte. Von den Werten fir die einzelnen
Konzentrationen wurde jeweils der Wert ohne Zugabe abgezogen (AF) und anschlieRend
durch den Anfangswert geteilt (AF/F). Wird AF/F gegen die Konzentration aufgetragen
erhalt man eine Substrat-Bindekurve. Mit der Darstellung nach Scatchard wurde daraus
der Kp-Wert fur die Affinitat des Substrates bestimmt. Es wurde noch ein weiterer
Transporter CaiT untersucht, um unspezifische Effekte auszuschlieRen. Dieser
Transporter bindet und transportiert nachweislich Carnitin (90). Deshalb wurde neben der
Pufferkontrolle und Al-2 auch Carnitin als Substrat getestet. Zur weiteren Analyse der
Selektivitat wurde als weiteres Substrat Ribose verwendet, das strukturell den Ringformen
von Al-2 sehr ahnlich ist. Dabei zeigte sich, dass Carnitin unter den drei getesteten
Transportern nur an CaiT bindet, da sich die Tryptophanfluoreszenz fir YdgG und YhhQ

durch die Zugabe von Carnitin nicht &nderte (nicht dargestellt). Ebenfalls keinen Einfluss
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2. Ergebnisse

hatte Ribose. In diesem Fall war fiir keines der drei Proteine eine Anderung nachweisbar
(nicht dargestellt), sodass die Substratkontrollen wie erwartet negativ ausfielen.

Die Zugabe von hohen Al-2 Konzentrationen zwischen 75 uM und 3,6 mM ergab jedoch
fur YdgG, YhhQ und CaiT jeweils eine ahnliche Substrat-Bindekinetik, obwohl fur CaiT
keine Affinitat erwartet wurde. Die mit Hilfe der Steigung des Scatchard-Plottes ermittelten
Kp-Werte betrugen fur YdgG 1,3 mM, fur YhhQ 1,0 mM und fiar CaiT 2,3 mM, liegen
auf3erhalb des physiologisch relevanten Bereichs zwischen 1 und 100 pM und weisen auf
eine unspezifische Bindung hin. Im Gegensatz dazu anderte sich bei Zugabe von
niedrigen Al-2 Konzentrationen zwischen 1 und 36 uM das Spektrum zwar weder fur YdgG
noch fir die Kontrolle, aber fir YhhQ (Abbildung 14 A). Aus der Substrat-bindekinetik fur
YhhQ (Abbildung 14 B) wurde mit 4 = 2 uM ein Kp-Wert im physiologischen Bereich
ermittelt. Eine Bestétigung dieser Werte muss noch durch Wiederholung der Messungen

erfolgen.
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Abbildung 14: Affinitat von Al-2 zu YhhQ gemessen mit Tryptophan-Fluoreszenz.

Die Messungen wurden mit 70 pg Protein in 1 ml Puffer bei 25°C durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte bei 287
nm. (A) Die Fluoreszenzspektren wurden zwischen 310 und 390 nm nach Zugabe von unterschiedlichen Al-2
Konzentrationen aufgenommen und wurden um den Effekt der Volumen&nderung Korrigiert. (B) Die
Anderungen der Fluoreszenz werden als AF/F dargestellt, wobei AF den Unterschied an der maximalen
Fluoreszenzintensitat (340 nm) abbildet. Die Auftragung gegen die Substratkonzentration ergibt die

Bindekurve.

Zusammen mit den Ergebnissen aus den in vivo Experimenten mit den Deletionsmutanten
verfestigen sich die Hinweise, dass YdgG und YhhQ zusammen in E. coli Al-2
transportieren.

Neben der transporterabhéngigen Freisetzung von Al-2 wurde Zelllyse als
Mechanismus in Betracht gezogen. Eine natirliche Mdoglichkeit zur Zelllyse ist die
Induktion und Freisetzung von Bakteriophagen. Die Bachelorarbeit von L. Péttinger, die

im Rahmen dieser Doktorarbeit zusammen mit N. Lorenz betreut wurde, sollte dazu
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2. Ergebnisse

beitragen, die Rolle von potentiellen Phagen in V. harveyi zu identifizieren. Mit einer
Datenbankanalyse (PHAST, W.ishart-Lab) wurden drei unterschiedliche potentielle
Phagen identifiziert. Durch oxidativen Stress, verursacht durch die halbstindige
Inkubation mit 1 pg/ml Mitomycin C, kann die Phagenfreisetzung stimuliert werden
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Induktion von Phagen in V. harveyi BB120.

Eine Ubernachtkultur V. harveyi BB120 wurde in frischem LM-Medium auf ODesoo = 0,006 verdiinnt und bei
30°C inkubiert. Mit Erreichen von ODsoo = 0,3 wurde die Kultur aufgeteilt und eine der beiden fir 30 min mit
1 pg/ml Mitomycin C induziert (Pfeil 1). 3 h nach dem Waschen (Pfeil W) wurden die Uberstande geerntet

(Pfeil P). Die nicht induzierte Hélfte diente als Kontrolle.

Der deutliche Knick in der Wachstumskurve nach Induktion mit Mitomycin C (Abbildung
15 Pfeil I) wurde als Hinweis auf das Vorhandensein von freien Phagen bewertet (50). Die
Konzentration der Phagen ist mit Erreichen der niedrigsten optischen Dichte nach
Induktion am Héchsten (Abbildung 15 Pfeil P). Zu diesem Zeitpunkt wurden die Phagen
aus dem Kulturuberstand 250-fach konzentriert.

Die anschliel3ende Visualisierung mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde
von M. Toro durchgefuhrt. Auf den Aufnahmen konnten drei unterschiedlich gro3e Phagen
identifiziert werden (Abbildung 16). Der Kopf des grol3ten Phagen (blau markiert) war etwa
70 nm grol3, die beiden kleineren waren nur ungefahr 45 nm (rot markiert) und 25 nm (gelb
markiert) grol3. Die Schwanze konnten nur sehr schwer sichtbar gemacht werden, sind
aber fir die beiden kleineren Phagen gelb und rot in Abbildung 16 A zu erahnen und in

Abbildung 16 B fir den groRen Phagen (blau) verhaltnismalRlig gut erkennbar. Fir eine
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Zuordnung der Phagen zu den genomischen Sequenzen muss eine mdoglichst reine
Phagen-DNA sequenziert werden, die aus dem Phagenkonzentrat isoliert werden kann.
Um die Rolle der Phagen zu identifizieren, sind noch weitere Experimente notwendig, die
einerseits den Einfluss von Lyse auf die Al-Konzentration zeigen und andererseits die
Induktion der Phagen unter natiirlichen Bedingungen bestatigen.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Hubner wurde im Rahmen dieser Arbeit am
Beispiel des Darmbakteriums Enterococcus faecalis gezeigt, dass die Freisetzung von
Phagen und QS miteinander verknipft sind und dies sogar medizinisch relevant ist.
Bakterien nutzen QS, um einerseits Biofilmbildung zu induzieren und um andererseits
Virulenzgene zu Ubertragen und zu aktivieren. Dabei spielt Al-2 gerade bei der initialen
Besiedlung und Anheftung an Epithelzellen, aber auch bei deren Verbreitung eine Rolle.
Es wurde gezeigt, dass diese Schritte mit der Freisetzung von Phagen einhergehen, die
Pathogenitat auf an sich nuitzliche probiotische Stamme Ubertragen (205). Al-2, das auch
von E. faecalis selbst synthetisiert wird (die Konzentrationsbestimmung erfolgte im
Rahmen der Dissertation) und Ciprofloxacin induzieren die Phagenfreisetzung. Dadurch
wurde offensichtlich, dass die Bedingungen im Gastrointestinaltrakt von Patienten, die
eine Therapie mit Antibiotikum erhalten, die Verbreitung von Virulenzgenen auch auf

zunachst unschadliche oder sogar nitzliche Stamme begunstigt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 16: TEM-Bilder des Phagenkonzentrats von V. harveyi BB120.

Aus einer bei ODeoo = 0,3 fir 30 min mit 1 pg/ml Mitomycin C induzierten V. harveyi BB120 Kultur wurde ein
250-faches Phagenkonzentrat erstellt und in einer 1 zu 5 Verdiinnung auf einen TEM-Objekttrager appliziert.
Die negative Farbung erfolgte fiir 30 s mit 1% Uranylacetat. Die Praparate wurden an einem FEI CM200
Transmissions-elektronenmikroskop in verschiedenen VergroRerungen — 38.000 fach (A) und 66.000 fach (B)
- sichtbar gemacht. Die GroRe einzelner Partikel konnte mit Hilfe der Langenstandards bestimmt werden. Die

Aufnahmen wurden von M. Toro durchgefiihrt und zur Verfigung gestelit.
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2. Ergebnisse

einem Manuskript, Rossmann et al., 2014 ,Quorum sensing and phages — a novel
mechanism for dispersal of virulence genes“, das im Journal Science Translational
Medicine im Revisionsprozess ist, zusammengefasst.

Auch wenn méglicherweise Phagen die Al-2 Konzentration beeinflussen, ist sicher
die Nutzung eines Transporters zur Sekretion von Al-2 der prominentere Weg. Da Al-2 im
Uberstand von V. harveyi nachweisbar ist, jedoch nicht durch einfache Diffusion die
Membran passieren kann (93), muss es in jedem Fall einen Exportmechanismus geben,
der im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgedeckt werden konnte.
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2.2.2 Import von Al-2
In V. harveyi sind im Vergleich zu E. coli weder Export noch Import von Al-2 bekannt

(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung von Al-2-Transport und -Wahrnehmung in V. harveyi.

Al-2 (graue Kreise) wird in der Zelle von LuxS synthetisiert und im Anschluss Uber einen bislang
unbekannten Mechanismus ausgeschleust. Das externe Al-2 bindet an LuxP und wird dadurch von LuxQ
wahrgenommen, was zur Signalweiterleitung Uber eine Kaskade zum Masterregulator LuxR fiihrt. Ob und

wie Al-2 zum Abbau in die Zellen importiert wird ist unklar.

Den Import betreffend, gibt es in der Literatur Hinweise, dass Organismen, die kein Lsr-
System zum Import von Al-2 besitzen, das Rbs-System nutzen (146). V. harveyi gehort zu
den Organismen ohne Lsr-System, allerdings hatte weder die Deletion des Bindeproteins
RbsB noch die der Permease RbsC einen Effekt auf die Al-2 Konzentration im Uberstand
von Ubernachtkulturen (Abbildung 18). Eine erhthte Al-2-Konzentration, die in diesem

Zusammenhang erwartet wurde, konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Vergleich der Al-2-Konzentrationen von rbsB und rbsC Deletionsmutanten mit

V. harveyi WT.

In Ubernachtkulturen von V. harveyi WT und den Deletionsmutanten ArbsB und ArbsC wurde mittels FRET
die Al-2 Konzentration im Uberstand bestimmt. Abgebildet ist die prozentuale Abweichung zum Wildtyp.
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2. Ergebnisse

Es war bislang nicht bekannt, ob Al-2 von V. harveyi importiert wird, deshalb wurde
basierend auf der Fusion von Teilen des Isr-Operons von E. coli mit lacZ ein
Reportersystem konstruiert, mit dem diese Frage geklart werden konnte (Abbildung 19).
V. harveyi BB120 besitzt selbst kein intaktes lacZ, weshalb die Verwendung von LacZ als
Reporter moglich war. Wildtyp (BB120) und eine Al-2" Mutante (MR003) wurden mit den
entsprechenden Reporterplasmiden transformiert und die Expression des Reporters
analysiert. Pisr::lacZ zeigte ohne den Repressor LsrR eine starke Reporteraktivitat, da lacZ
konstitutiv transkribiert wurde. Die Kolonien farbten sich unabhangig von Al-2 blau
(Abbildung 19 A). Die Ergéanzung des Systems um den Repressor LsrR ermdglichte die
Repression des Promotors (IsrRPs::lacZ), die durch die Bindung von phosphoryliertem

A B
P/sr P!sr

-I: lacZ IsrR lacZ

v

A

e WT  Al-2-

e

@3

IsrK IsrR lacZ

- / . s

O]

Al-2 Al-2~P . .
ATP ADP

Abbildung 19: Ein lacZ-basiertes Reportersystem zur Analyse des Al-2 Imports in V. harveyi.

Das lacZ-basierte Reportersystem besteht aus drei Reporterplasmiden im Hintergrund von pBBR1-MCS2.
Wildtyp BB120 (WT) und MR0OO03 (Al-2") wurden mit dem jeweiligen Reporterplasmid transformiert und auf LB-
Agarplatten mit X-Gal aufgetropft. Die Messung der Aktivitat des Isr Promotors Pisr erfolgt durch transkriptionale
Kopplung mit lacZ. Die LacZ Aktivitat erfolgt qualtitativ auf LB-Agarplatten durch Spaltung von X-Gal und daraus
resultierender Blaufarbung der Kolonien. (A) Pisri:lacZ: Pisr ist konstitutiv aktiv. (B) IsrRPisr::lacZ: Die Integration
des zugehdrigen Regulators IsrR reprimiert die Transkription von lacZ in Abwesenheit des allosterischen
Induktors Al-2~Phosphat. (C) IsrKRPisr::lacZ: Die zusétzliche Integration der Al-2 Kinase IsrK hebt die

Repression durch LsrR bei Vorhandensein von Al-2 wieder auf.
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2. Ergebnisse

Al-2 (Al-2~P) aufgehoben werden kann. Die Kolonien blieben unabhangig von der
Verfligbarkeit von Al-2 weil3, da Al-2 in V. harveyi nicht phosphoryliert wird (Abbildung 19
B). Die zusatzliche Integration der Kinase LsrK in dieses System (IsrKRP::lacZ) zeigte
schlieBBlich einen Unterschied, abhangig von Al-2 (Abbildung 19 C). Im Wildtyp
vorhandenes Al-2 wurde von LsrK phosphoryliert und somit konnte die Repression des
Promotors durch LsrR unter Bindung von Al-2~P aufgehoben werden. Diese Kolonien
farbten sich blau. Da in der Al-2° Mutante kein Al-2 vorhanden ist, das in der
phosphorylierten Form die Repression aufheben kdnnte, blieben diese Kolonien weil3.
Dadurch wurde gezeigt, dass in V. harveyi Al-2 nicht phosphoryliert wird und dass mit
diesem System intrazellulares Al-2 qualitativ nachgewiesen werden kann.

Zur Darstellung, dass Al-2 tatsachlich importiert wird und nicht nur endogenes Al-2
nachgewiesen wurde, wurden Wildtyp und die Al-2° Mutante mit dem Reporterplasmid
(PBBR1-MCS2-IsrKRPis;::lacZ) ohne und mit Zugabe von 20 pM externem Al-2 kultiviert.
Die Bestimmung der B—Galaktosidaseaktivitaten ergab fir die Al-2- Mutante ohne Zugabe
von Al-2 keine Aktivitat (5 MU). Nach Zugabe stieg die Aktivitat auf 28 MU an, was in der
GroRenordnung des Wildtyplevels (40 MU) lag (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Nachweis von Al-2 Import in V. harveyi.

Expressionslevel des Isr-Operons mit und ohne Al-2. V. harveyi BB120 (WT) und MR003 (Al-2), jeweils
transformiert mit dem Reporterplasmid pBBR1-MCS2-IsrKRPisr::lacZ, wurden 6 h in AB-Medium mit
Kanamycin kultiviert, wobei die Al-2- Mutante mit und ohne Zugabe von externen 20 uM Al-2 kultiviert wurde.
Die B-Galaktosidaseaktivitédt wurde bestimmt und in Miller Units (MU) dargestellt. Die Standardabweichung

wurde aus biologischen Triplikaten berechnet.

So konnte bewiesen werden, dass die Vorhersage der AG Bischofs zutrifft und Al-2
tatsachlich in V. harveyi importiert wird. Dadurch kann mdglicherweise mit Hilfe eines
Importmechanismus die Konzentration im Uberstand reguliert werden. Diese Ergebnisse
wurden in Drees et al. 2014 ,A modular view of the diversity of cell-density-encoding

schemes in bacterial quorum-sensing systems* veroffentlicht (44).

29
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2.3 Die Rolle von Laktonasen in V. harveyi

Um den Einfluss potentieller Laktonasen, die in Kollaboration mit der AG Streit (Hamburg)
im Rahmen der Diplomarbeit von Ursula Schell (169) identifiziert wurden, auf den
Konzentrationsverlauf von HAI-1 zu zeigen, wurde in unterschiedlichen Proben aus
verschiedenen Bedingungen und Stammen die Konzentration von HAI-1 mit UPLC-MS in
Kooperation mit der AG Schmitt-Kopplin (Helmholtz Zentrum, Miinchen-Neuherberg)
bestimmt. Hierfir wurde fir jede Probe das Chromatogramm fir das Na*-Addukt von HAI-
1 anhand der spezifischen ,Masse zu Ladung“ Zahl 210,075 m/z extrahiert und die Flache
des Peaks bestimmt (Abbildung 21 A-C). Das Na*-Addukt ist prominent, da sowohl in
verwendeten Puffern und den Medien 300 mM Na* enthalten ist. Mit Hilfe einer
Standardreihe, die fir jedes Experiment separat mit aufgenommen wurde, konnte die
Konzentration bestimmt werden (Abbildung 21 D).
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Abbildung 21: Die Bestimmung der Konzentration von HAI-1 mit UPLC-MS am Beispiel einer Eichreihe.

Jeder Peak eines Chromatogramms stellt eine Substanz dar, die anhand ihrer m/z Zahl (Masse zu Ladung) im

MS detektiert wurde. In (A) sind die Substanzen, die zwischen 3,0 und 3,9 min von der UPLC-Saule eluiert

wurden, in einem Bereich von 100 bis 400 m/z summiert und dargestellt. Um die m/z Zahl von HAI-1 (Na*-

Addukt = 210,075 m/z) aufzulésen wurde in (B) nur der Ausschnitt von 209 bis 211 m/z aus (A) dargestellt. Der

gesamte Elutionszeitverlauf von HAI-1 anhand m/z von 210,075 der verschiedenen HAI-1 Konzentrationen

wurde in (C) dargestellt und die Flache unter den Peaks zur Erstellung der Eichreihe verwendet (D). Die

Messungen wurden in Zusammenarbeit mit der AG Schmitt-Kopplin durchgeftihrt.
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Fur die Analyse des Einflusses der potentiellen Laktonasen VIBHAR_ 02708,
VIBHAR_03213, VIBHAR 06736 und VIBHAR_06900 in V. harveyi wurden diese
Laktonasen sukzessiv in-frame deletiert, sodass eine ,Laktonasen™ Mutante (MR020,
Vierfach-Mutante) entstand. Um Unterschiede beim Abbau von HAI-1 in vivo zu sehen,
wurde zu wachsenden Kulturen von Wildtyp (BB120), einer HAI-1" Mutante (MR0O18) sowie
der Laktonasen™ Mutante (MR020) 10 pM HAI-1 zugegeben. Die Konzentrationen im
Uberstand direkt nach Zugabe und nach 2 h Inkubation wurden mit UPLC-MS bestimmt
(Abbildung 22).

25.0
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c(HAI-1) [uM]

5.0 A1

0.0 -

Abbildung 22: Der in vivo Abbau von HAI-1in V. harveyi.

Zu V. harveyi Kulturen von Wildtyp, MR0O18 (HAI-1") und MR020 (Laktonasen’), die in AB-Medium kultiviert
wurden, wurde in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase jeweils 10 pM HAI-1 zugegeben. Die
Probennahme fir die Analyse der HAI-1 Konzentration mit UPLC-MS erfolgte direkt nach Zugabe (0 h,
schwarze Balken) und nach 2 h Kultivierung (graue Balken).

Fur die HAI-1- Mutante wurde nach zwei Stunden die gleiche Konzentration (10 pM)
bestimmt wie direkt nach Zugabe, wahrend fir die beiden anderen Stamme, Wildtyp und
Laktonasen’, aufgrund der eigenen HAI-1 Synthese zu Beginn fast 18 pM nachgewiesen
wurde. Dieser Wert war nach 2 h noch weiter auf 23 bzw 21 pM angestiegen. Bei diesem
Versuch wurde festgestellt, dass Stamme, die selbst noch HAI-1 synthetisieren koénnen,
fur die Untersuchung des Einflusses von Laktonasen auf die HAI-1 Konzentration
ungeeignet sind.

In Folge dessen wurden in einem nachsten Schritt die potentiellen Laktonasen
jeweils in E. coli heterolog exprimiert. E. coli produziert HAI-1 nicht selbst, deshalb wurde

es in einer Konzentration von 20 UM zu wachsenden Kulturen der transformierten Stamme
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zugegeben. Die Konzentration im Uberstand wurde nach 3 h Inkubation bestimmt, wobei

zur Kontrolle ein Stamm mit Leervektor und Medium ohne Zellen verwendet wurde.

[AENN

o
. oS

':’\Q & ‘:9/'\ Q‘bq’ Q-é\ 0""%
S
Q
\\\

—_ = M)
o o o O O
1

c(HAI-1) [uM]

Abbildung 23: Abbau von HAI-1 in vivo nach heterologer Expression der potentiellen Laktonasen in
E. coli.

E. coli DH5a Apir wurden mit den Laktonasenexpressionsvektoren und dem entsprechenden Leervektor
pQE30 transformiert und in LB-Medium kultiviert. Zu wachsenden Kulturen sowie zur Mediumkontrolle
wurde 20 pM HAI-1 zugegeben und nach 3 h Inkubation eine Probe zur Analyse der HAI-1 Konzentration
im Uberstand mittels UPLC-MS entnommen. Die Standardabweichung wurde aus biologischen Triplikaten

bestimmt.

Es war deutlich zu erkennen, dass unabhangig von der exprimierten potentiellen
Laktonase (bzw. auch mit Leerplasmid) die Konzentration identisch 15 uM war (Abbildung
23). Lediglich in der Kontrolle ohne Zellen konnte mit 19 uM die Konzentration HAI-1, die
zuvor zugegeben wurde, nachgewiesen werden. Diese Beobachtung gibt einen ersten
Hinweis darauf, dass mdglicherweise die Diffusion in die Zellen fir den Rlckgang
verantwortlich ist.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde im folgenden Versuch fir V. harveyi der
Abbau von verschiedenen HAI-1 Konzentrationen in vivo bei steigenden Zelldichten
analysiert. Die beiden Mutanten, die dabei verglichen wurden (MR018 und MR120),
kénnen kein HAI-1 produzieren (HAI-1; MR018) und unterscheiden sich darin, dass in
MR2120 zusétzlich alle potentiellen Laktonasen deletiert sind (HAI-1", Laktonasen’). Um
den Abbau von HAI-1 darzustellen, wurde die Konzentration, die nach 3 h Inkubation im
Uberstand gemessen wurde, zur Anfangskonzentration ins Verhaltnis gesetzt. Daraus
ergab sich die prozentuale Darstellung von nach 3 h Inkubation noch vorhandenem HAI-1
(Abbildung 24). Es wurde immer der gleiche Prozentsatz an HAI-1 abgebaut, unabhéngig
davon, ob 5, 20 oder 80 uM HAI-1 inkubiert wurden. Voraussetzung hierfir war die

Sichtbarkeit einer Reduktion. Unabhéangig von der Zelldichte, bei der HAI-1 zugegeben
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wurde, konnte kein Unterschied zwischen den beiden Stammen gezeigt werden. Wurde
HAI-1 zu frihen Zeitpunkten A oder B zugegeben, bei welchen die Zelldichte bei ODegoo
von 0,05 und 0,1 lagen, war keine signifikante Konzentrationsanderung sichtbar. Dagegen
konnte zu spateren Zeitpunkten C und D (ODsw von 0,5 und 1,0) eine

Konzentrationsverringerung im Medium beobachtet werden (Abbildung 24).
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2. Ergebnisse

Der pH-Wert bei Zugabe von HAI-1 zu den Zeitpunkten A und B war 6,5. Zu den spéteren
Zeitpunkten war der pH-Wert auf 7,0 leicht erhéht. Es konnte eine
Konzentrationsanderung in Korrelation mit der Zelldichte beobachtet werden. Das lasst
vermuten, dass dieser Effekt durch das Abzentrifugieren von HAI-1 zur Gewinnung des
Uberstandes entstanden ist. HAI-1 gelangt durch Diffusion in die Zelle und wurde mit

diesen Zellen aus dem Uberstand entfernt.

Um diesen Effekt zu vermeiden, wurde die Abbauaktivitat von prapariertem Zytosol
einer V. harveyi Mutante, die weder Al-2 noch HAI-1 produziert (MR0017), analysiert.
Dafur wurde Zytosol von Zellen in der frihen (1), mittleren (2) und spaten (3)
exponentiellen Wachstumsphase prapariert und nach Zugabe von 10 uM HAI-1 inkubiert.
Als Kontrollen wurde der Autoinduktor ohne Zytosol und mit durch Hitze inaktiviertem

Zytosol inkubiert, auRerdem wurde eine Probe nicht inkubiert, sondern direkt zum Messen

abgestoppt.
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Abbildung 25: HAI-1 Abbauaktivitat des Zytosols aus V. harveyi.

Von einer wachsenden Kultur V. harveyi MR017 (HAI-1-, Al-2") wurde aus verschiedenen Wachstumsphasen
von ,frih exponentiell (1) Uber ,mittel exponentiell“ (2) bis ,spat exponentiell“ (3) Zytosol prapariert. Diese
wurden nach Zugabe von 10 pM HAI-1 fir 20 min bei 30°C inkubiert und anschlieRend Proben fur die
Konzentrationsbestimmung mit UPLC-MS genommen. Zur Kontrolle wurde HAI-1 ohne Zytosol inkubiert, es

erfolgte keine Inkubation, oder das Zytosol wurde vorher durch Hitze inaktiviert.

Dabei zeigten die Konzentrationsbestimmungen mit UPLC-MS deutlich, dass HAI-1 zu
keinem der Zeitpunkte abgebaut wurde (Abbildung 25). Eine Bestimmung der HAI-1
Konzentration der identischen Proben mit einem Bioreporterassay, wie es scheinbar
erfolgreich zu Beginn des Projektes von Ursula Schell (169) durchgefiihrt wurde, ergab

absolut willkirliche Werte, die nicht ausgewertet werden konnten.

36
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Zusammenfassend konnte weder in vivo noch in vitro Degradation von HAI-1 in V. harveyi
gezeigt werden, woraus geschlossen wurde, dass V. harveyi weder eine Acylase noch
eine Laktonase zum Abbau von HAI-1 hat.

Auf der Suche nach moglichen Funktionen der potentiellen Laktonasen wurde eine

phylogenetische Analyse durchgefiihrt (Abbildung 26).

Abbildung 26: Phylogenetische Analyse der potentiellen Laktonasen von V. harveyi.

Proteinsequenzen von Homologen zu den potentiellen V. harveyi Laktonasen in den y-Proteobakterien mit
einer Identitat groRer als 50% bei einer Ubereinstimmung der Proteinlange von mindestens 90% wurden mit
ClustalW aligned und als nicht gewurzelter Baum mit iTOL dargestellt. Phylogenetische Gruppen sind
eingerahmt, wobei Vibrionaceae blau und sonstige y-Proteobakterien rot hinterlegt sind. Bilden mehrere

Cluster eine Gruppe, wurden diese in grin markiert.

Es wurde offensichtlich, dass drei der fiinf Gene innerhalb der y-Proteobakterien nur in
Vibrionen vorkommen (blau), n&mlich VIBHAR_06736, VIBHAR_06370 und
VIBHAR_06900. Im Gegensatz dazu waren die beiden anderen potentiellen Laktonasen
VIBHAR_02708 und VIBHAR_03213 neben der Gruppe der Vibrionen auch in anderen

y-Proteobakterien (rot) zu finden.
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Abbildung 27: Die B-Laktamaseaktivitat von VIBHAR_06370.

Die Familie der B-Laktamantibiotika besteht aus zwei Gruppen, den Penicillinen (A) (zu welcher auch Ampicillin
gehért) und den Cephalosporinen (C). Ubernachtkulturen von V. harveyi BB120 (WT) und MRG6
(AVIBHAR_06370) wurden in LB-Medium mit verschiedenen Konzentrationen von Ampicillin und
Cephalosporin C (zweier Verdiinnungschritte von 500 pg/ml ausgehend = log2) kultiviert. Das Wachstum
wurde mit der optischen Dichte (ODeoonm) bestimmt und fur die verschiedenen Konzentrationen der beiden
Antibiotika nach 3,5 h dargestellt (B, D).

BLAST—Analysen ergaben fiir VIBHAR_06900 und VIBHAR_06736 nur die Zugehdrigkeit
zur B-Laktamasen Familie, wahrend VIBHAR 06370 Ahnlichkeit zu bekannten
Penicillinasen aufweist. Um die B-Laktamaseaktivitat von VIBHAR_06370 nachzuweisen,
wurden die minimalen inhibitorischen Konzentrationen (MICs) von den beiden
Unterklassen der B-Laktamantibiotika, Penicilline (Abbildung 27 A) und Cephalosporine
(Abbildung 27 C), fur den Wildtyp (BB120) (Abbildung 27 B) und die Deletionsmutante
AVIBHAR_06370 (MR0O06) bestimmt (Abbildung 27 D). Dabei wurde deutlich, dass die
Deletionsmutante mit einer MIC von 30 pg/ml sensitiv gegen Ampicillin ist, wahrend der
Wildtyp resistent ist (MIC >500 pg/ml) (Abbildung 27 B). Fur Cephalosporin C sind WT und
Mutante sensitiv (MIC 4 pg/ml) (Abbildung 27 D). Durch diese Analyse wurde
VIBHAR_06370 als das Gen identifiziert, das V. harveyi BB120 die nattirliche Resistenz

gegen Ampicillin vermittelt.
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2.4 Die Detoxifikation von Methylglyoxal

Fur die beiden anderen Gene, die innerhalb der y-Proteobakterien nicht nur in Vibrionen
sondern weiter verbreitet sind, konnte mit Hilfe der BLAST-Analysen ein Zusammenhang
zur Detoxifikation von Methylglyoxal (MG) hergestellt werden, das unter anderem als ein
toxisches Nebenprodukt bei der Glykolyse entsteht. Dabei zeigt VIBHAR 03213 eine
groRe Ahnlichkeit zur Glyoxalase 1l GloB aus E. coli. VIBHAR_02708 ist dhnlich zu YcbL
aus S. enterica und E. coli, welches als Enzym mit Glyoxalase Il Aktivitat beschrieben ist
(177). Es wurde jedoch mit der Detoxifikation von Methylglyoxal bisher nicht in Verbindung
gebracht.

Methylglyoxal (MG) ist ein giftiges Ketoaldehyd, das ubiquitdr in der Natur

vorkommt (25, 34). Es entsteht als Nebenprodukt der Glykolyse durch die enzymatische
Abspaltung von anorganischem Phosphat von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) durch
die Methylglyoxalsynthase Mgs (69, 193). AuRerdem entsteht MG bei der Oxidation von
Aminoaceton durch eine Monoaminoxidase, welches ein Zwischenprodukt des Threonin-
Abbaus ist (101, 122).
MG ist ein hoch reaktives, toxisches Elektrophil, das DNA- und Proteinschaden verursacht
und zum Zelltod fihren kann (36, 94, 160). Aus diesem Grund haben Bakterien und
besonders E. coli verschiedene Strategien entwickelt, um mit der Belastung durch MG
umzugehen, wie zum Beispiel das gut untersuchte KefGB und KefFC K* Exportsystem,
das abhangig von Glutathion (GSH) Teil der Stressantwort gegen das Elektrophil ist (56-
58, 104, 118, 181, 216). Desweiteren nutzt E. coli eine Reihe von Enzymen, um MG durch
den Abbau in unschéadliche Produkte zu entgiften. Wahrend Aldehydreduktasen fir diesen
Prozess nur eine untergeordnete Rolle spielen, wird MG hauptsachlich durch Glyoxalasen
in D-Laktat umgebaut (56, 89, 192) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Methylglyoxalsynthese und Abbau in E. coli.

Methylglyoxal (MG) wird entweder von der Methylglyoxalsynthase (Mgs) aus Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) synthetisiert oder entsteht aus dem Threonin Stoffwechsel. Verschiedene Enzyme sind an der
Entgiftung von MG beteiligt. Wahrend einerseits durch Reduktasen Uber das Zwischenprodukt L-Laktaldehyd
und andererseits direkt durch eine a-Ketoaldehyddehydrogenase Pyruvat entsteht, bilden Glyoxalasen D-
Laktat (D-Lak) aus MG. In einer Glyoxalase lllI-Reaktion katalysiert das Hitzeschockprotein 31 (Hsp31) die
direkte Umwandlung von MG zu D-Lak. Alternativ wird Methylglyoxal-Glutathion-Hemithioacetal (HTA), das in
einer spontanen Reaktion aus MG und Glutathion (GSH) entsteht, zunachst von der Glyoxalase | GIoA zu S-
Laktoylglutathion (SLG) isomerisiert. In einem zweiten Schritt spalten die Typll-Glyoxalasen GloB und GloC
SLG zu D-Lak und GSH.

Dabei kann MG direkt in einem Schritt in einer Glyoxalase Ill — Reaktion zu D-Laktat
detoxifiziert werden, die von einem von RpoS regulierten Hitzeschockprotein Hsp31
katalysiert wird (180). GroReren Einfluss hat jedoch das von GSH abhéngige
Glyoxalase I/Glyoxalase 11-System. In diesem Fall wird zunachst das Zwischenprodukt
Methylglyoxal-Glutathion-Hemithioacetal (HTA), das in einer spontanen Reaktion aus MG
und GSH entsteht, mit Hilfe der Glyoxalase | GIoA zu S-Laktoylglutathion (SLG)

isomerisiert. Dieses wird in der Glyoxalase II-Reaktion gespalten, wobei D-Laktat entsteht
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und GSH regeneriert wird. Bis vor kurzem war als einziges Enzym mit dieser Aktivitat und
Funktion in E. coli nur GloB bekannt (137, 181). Im Jahr 2010 zeigten Stamp et al. in vitro,
dass ein entferntes Homolog, YcbL, das jetzt GloC genannt wird, aus S. enterica serovar
Typhimurium ebenfalls starke Glyoxalase II-Aktivitat besitzt (177). Beide Typ II-
Glyoxalasen binden Zn?* als Cofaktor, allerdings wurde im Gegensatz zu GloB in GloC
nur ein einzelnes Zn?*-lon in der Kristallstruktur gefunden, wéahrend normalerweise zwei
Zn?*-lonen in Glyoxalase II-Enzymen beobachtet werden (22, 23, 177). AuRerdem fehlt
GloC die typische C-terminale Doméne, die einige Merkmale/Voraussetzungen fur die
Wahrnehmung von GSH beinhaltet (177). Ob GloC bei der Detoxifikation von MG eine
Rolle spielt und welchen Einfluss es hat, ist bisher nicht bekannt und sollte in einem
Nebenprojekt im Rahmen der Dissertation untersucht werden. Sowohl VIBHAR_02708
(GloC) als auch VIBHAR_03213 (GloB) sind Typ Il Glyoxalasen sehr &hnlich. Der Einfluss
von exogenem MG Stress auf V. harveyi in vivo ist nicht untersucht. Die Deletion von
VIBHAR_02708 (gloC) zeigte keine erhthte Sensitivitat gegen MG (Abbildung 29). Ein
Vergleich der Mutante AVIBHAR_ 03213 (AgloC) mit Wildtyp-Zellen lieR eine
Verschiebung der letalen Konzentration von 0,5 auf 0,3 mM MG feststellen. Durch die
Doppeldeletion von VIBHAR_02708 und VIBHAR 03213 konnte die letale Konzentration
auf 0,1 mM MG (Abbildung 29) gesenkt werden.
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Abbildung 29: Die in vivo Reaktion von V. harveyi glo Mutanten auf exogenen MG Stress.

Exponentiell wachsende V. harveyi Kulturen von Wildtyp (BB120) und entsprechenden gloB und gloC
Deletionsmutanten (ODsoo = 0,15) wurden in LB-Medium steigenden MG Konzentrationen (£ 0,5 mM)
ausgesetzt. Die Sensitivitat gegen MG wurde durch Aufzeichnen des Wachstums bestimmt. Dargestellt ist

die ODeoo nach 5 h Kultivierung.
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Der verstarkte Effekt auf die Doppeldeletionsmutante weist darauf hin, dass beide
Enzyme, GloB und GloC, eine Funktion bei der Bewaltigung von exogenem MG Stress
haben.

Im Gegensatz zu V. harveyi ist die Methylglyoxal Detoxifikation in E. coli bereits
sehr gut beschrieben, daher wurde der funktionelle Zusammenhang von GloB und GloC
(vorher YcbL) in E. coli analysiert. Die Ergebnisse aus diesem Teil sind in dem Manuskript
Reiger, M. et al. (2014) ,Deciphering the roles of GloB and YcbL (GloC) on methylglyoxal
detoxification in Escherichia coli“ zur Veréffentlichung in FEMS Microbiology Letters
zusammengefasst.

Zunachst sollte mit einer phénotypischen Analyse gezeigt werden, dass GloB und
GloC an der Detoxifikation von MG in vivo beteiligt sind. Dazu wurden mit in-frame Deletion
Einzel- und Doppelmutanten fiir die Gene gloA und gloB erstellt. E. coli Stdmme, die kein
gloB exprimieren, kdnnen extern zugegebenes MG schlechter abbauen (139) Daher sollte
festgestellt werden, ob die Deletion von gloC einen vergleichbaren Phanotyp herbeifiihrt.
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Abbildung 30: Die in vivo Reaktion von E. coli glo Mutanten auf exogenen MG Stress.

(A) MG Degradation: Zu E. coli Wildtyp und glo Mutanten einer exponentiell wachsenden Kultur (ODsoo = 0,4)
wurde 0,7 mM MG zugegeben. Zu den markierten Zeitpunkten wurden Uberstdnde entnommen und die
MG-Konzentration colorimetrisch betimmt. (B) MG Toleranz: Ubernachtkulturen von E. coli Wildtyp und glo
Mutanten wurden in frischem Ko2-Medium auf eine ODeoo von 0,005 verdinnt und steigenden
MG-Konzentrationen (£ 0,5 mM) ausgesetzt. Die Sensitivitat der Zellen gegen MG wurde an Hand des

Wachstums bestimmt. Dargestellt ist die optische Dichte nach 5 h Kultivierung.

Wildtyp-Zellen konnen MG konstant mit 0,20 mM/h abbauen (Abbildung 30 A), wahrend
bei Deletion von gloB der Abbau auf 0,08 mM/h reduziert ist. Vergleichbar dazu war auch
fur die AgloC Mutante die MG Abbaurate verringert (0,15 mM/h). Dadurch wurde deutlich,
dass GloC als aktive Glyoxalase Il in vivo eine Rolle spielt. Im Vergleich ist der Phanotyp
von AgloC weniger stark ausgepréagt als AgloB, dennoch spielt GloC méglicherweise eine

Schlusselrolle, um optimalen Umsatz von MG nach dessen enzymatischen Umwandlung
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mit der Glyoxalase | GlIoA zu ermdglichen (Abbildung 28). Diese Hypothese wird dadurch
gestuitzt, dass die AgloB AgloC Doppeldeletion mit kumulativem Phanotyp nahezu kein MG
aktiv degradiert (0,04 mM/h). Bemerkenswerterweise fiihrte zwar die Doppeldeletion
AgloB AgloC, aber keine der Einzeldeletionen zu einem so drastischen Phanotyp, wie es
fur Zellen, die das die vorherige Reaktion katalysierende Enzym GIloA deletiert haben,
beschrieben ist (118). Deshalb kann spekuliert werden, dass GloC das Typ | / Typ I
Glyoxalasesystem vervollstandigt.

Nachdem in vivo die Glyoxalase Il Aktivitdt demonstriert wurde, sollte untersucht werden,
wie die Deletion von gloC die Kapazitat MG abzubauen sowie die Uberlebenschancen von
E. coli beeinflusst, da die Deletion von gloA und gloB zu einer hdheren Sensitivitat gegen
von Auf’en zugegebenes MG fuhrt (118, 139). Fur E. coli Wildtyp Zellen fuhren MG
Konzentrationen grofRer als 0,4 mM zunéchst zu langsameren Wachstum und werden
schlief3lich lethal, wenn 0,6 mM MG erreicht wird (139). Um den Einfluss der beiden E. coli
Typ Il Glyoxalasen herauszufinden, wurden der Wildtyp und die entsprechenden Mutanten
steigendem exogenen MG Stress ausgesetzt (Abbildung 30 B). Das Wachstum wurde 5
h nach Zugabe von MG dargestellt. Die Zellen der Wildtypkultur sind bis zu einer
Konzentration von 0,45 mM MG resistent und auch das Wachstum ist nicht signifikant
beeintrachtigt. Im Gegensatz dazu waren die Einzeldeletionen von gloB oder gloC deutlich
sensitiver gegen MG und erreichten bereits mit 0,35 mM MG eine letale Konzentration.
Dennoch konnte AgloC bis 0,35 mM MG die steigenden Konzentrationen detoxifizieren
und war nicht im Wachstum inhibiert, wahrend die Wachstumsrate von AgloB bereits ab
0,05 mM MG kontinuierlich abfiel. Diese unterschiedlichen Phanotypen kénnen nur durch
verschiedene enzymatische Eigenschaften von GloB und GloC trotz funktioneller
Redundanz als Typ Il Glyoxalasen erklart werden.

Daher maskiert moglicherweise einerseits die Haupt-Glyoxalase Il GloB die
physiologische Relevanz von GloC in AgloC bei niedrigen MG Konzentrationen, wahrend
andererseits eine unterstiutzende Glyoxalase Il GloC nur teilweise GloB in dessen
Abwesenheit ersetzen kann. In  Ubereinstimmung damit konnte die
Doppeldeletionsmutante AgloB AgloC bereits bei Konzentrationen gréf3er als 0,1 mM MG
kaum wachsen. Insgesamt zeigt die phanotypische Analyse der MG Degradation und des
Zellwachstums die Bedeutung von GloC fiir die Detoxifizierung von MG deutlich, gibt aber
auch Hinweise auf eine unterschiedliche Enzymaktivitat verglichen mit GloB.

Frihere Studien zeigten, dass sowohl GloB als auch GloC von S. enterica in vitro
Glyoxalase II Aktivitdt haben (21, 177). Diese Ergebnisse wurden mit den orthologen
Proteinen von E. coli neu untersucht und Datensatze vergleichbar mit denjenigen aus der

in vivo Analyse erstellt. Glyoxalase Il Enzyme wandeln abh&ngig von Metallionen SLG in
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D-Laktat und GSH um (Abbildung 28). Allgemein anerkannt ist, dass Glyoxalase Enzyme
in ihrem aktiven Zentrum Zn?* koordinieren. AuRerdem kénnen Eisen- oder Manganionen
Zink funktional ersetzen. Um die Aktivitdten von GloB und GloC abhéngig von

verschiendenen Metallionen zu testen, wurden gereinigte Proteine verwendet.
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Abbildung 31: Die enzymatischen Aktivitaten in vitro der E. coli Typ Il Glyoxalasen GloB und GloC.

(A, B) Abhangigkeit von GloB (blau) und GloC (rot) von zweiwertigen Metallionen: Die spezifische Aktivitat des
jeweiligen Enzyms wurde in Glo-Reaktionspuffer in Anwesenheit von 10 uM zweiwertigen Metallionen oder
10 uM EDTA. (C) Spezifische Aktivitdt von gereinigtem GloB und GloC: Die enzymatische Umsetzung
steigender SLG-Konzentrationen (£ 1,7 mM) wurde bei 30°C durch die colorimetrische Bestimmung des
akkumulierenden GSH im linearen Bereich gemessen. Die spezifische Aktivitat ist in pmol*min-t*mg?
angegeben. (D) SLG Umsetzung der E. coli Typ Il Glyoxalasen: 10 nM GloB und 10 nM GloC wurden bei 30°C
mit 0,4 mM SLG inkubiert. Die SLG Konzentration wurde Gber 90 min verfolgt.

Die Expression erfolgte in Vollmedium, was dazu fuhrte, dass beide Enzyme bereits ohne
Zugabe von zusatzlichen Metallionen aktiv waren, da Zink aus dem Medium bereits am
aktiven Zentrum gebunden hatte (Abbildung 31 A und B) (137, 177). In Ubereinstimmung
mit friheren Studien konnten die Enzymaktivitaten von GloB und GloC durch Zugabe von

EDTA, das zweiwertige Metallionen bindet, nicht gemindert werden (Abbildung 31 A und
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B), dies ist vermutlich eine Folge der festen Bindung von Zink (137). Ebenso beeinflusste
weder zusatzliches zweiwertiges Nickel oder Mangan, noch zweiwertiges Eisen den SLG
Umsatz. Cu?* wirkte im Gegensatz dazu als starker Inhibitor gegen GloB und GloC (88).
Die Zugabe von Zn?* zu jedem der beiden Enzyme flihrte zu einer Erh6hung der Aktivitat
von 10 pmol*min**mg? auf 27 pmol*min**mg? fur GloB und 2 pmol*mint*mg?* auf
6 pumol*mint*mg? bei GloC, mdoglicherweise in Folge der Besetzung von zunachst
unbesetzten aktiven Zentren.

Parallel wurde die spezifische Aktivitat von GloB und GloC in Abh&ngigkeit von der SLG
Konzentration untersucht. Fur beide Enzyme stieg die Umsatzrate linear mit den SLG
Mengen an, allerdings unterschied sich die maximale Glyoxalase Il Aktivitat beider
Enzyme signifikant. Wahrend GloB SLG maximal mit Vmax = 49,4 +4,4 pmol*min*‘*mg
konvertiert, erreicht GloC nur 8,2 +0,9 umol*min**mg? (Abbildung 31 C). Die Aktivitat von
E. coli GloC entspricht genau der zuvor fir S. enterica beschriebenen (177). Im Gegensatz
dazu wurde ein SLG Umsatz von GloB festgestellt, der zwei Mal niedriger war als zuvor
von O’Young et al. dargestellt (137). Der funf Mal niedrigere SLG Umsatz von GloC relativ
zu GloB kann durch die signifikanten Strukturunterschiede von GloC zur Glyoxalase Il
GloB erklart werden. GloB enthalt zwei Bindestellen fur Metallionen. Ein Metallion ist an
drei Histidin-Reste gebunden und kénnte das anziehende Nukleophil liefern, wahrend das
andere durch die Stabilisierung einer negativen Ladung von Schwefel in der Glutathion-
Gruppe die Spaltung einer S-C-Bindung favorisiert (21). Im Gegensatz dazu hat GloC nur
die zweite Bindestelle und hat deshalb veranderte Eigenschaften fiir die Spaltung von
SLG. Desweiteren hangt die Bindung von SLG stark von einer C-terminalen Domane ab,
die normalerweise fir Typ Il Glyoxalasen charakteristisch ist (20, 123). Eine solche
Domaéane fehlt in GloC und koénnte zu einer niedrigeren Substrataffinitat fuhren.
Dementsprechend erfiillt GloC nur eine unterstutzende Rolle bei der Entgiftung von MG,
die bereits von der vorangegangenen phanotypischen Analyse impliziert wurde. Auffallend
ist, dass bei einer Kombination der beiden Typ Il Glyoxalasen in Bezug auf den Umsatz
von SLG, GloB nicht die vergleichsweise geringe Aktivitat von GloC Uberdeckt, sondern
einen kumulativen Phanotyp zeigt (Abbildung 31 D). Dies weist auf den Vorteil hin, den
E. coli dadurch erlangt, dass die beiden Typ Il Glyoxalasen unterschiedliche enzymatische

Eigenschaften haben.
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Abbildung 32: In vitro MG Detoxifikation durch das Typ | und Typ Il Glyoxalase System.

(A) Degradation von MG durch GloA, GloB und GloC: 10 nM gereinigte(s) Protein(e) wurde(n) fir 1 h bei 30°C
mit 0,6 mM MG und 0,1 mM GSH inkubiert. Die MG Konzentration wurde zu Beginn und nach der Inkubation
colorimetrisch bestimmt. Die korrespondierenden Proteine wurden im Western Blot detektiert. (B) Kinetik des
MG Abbaus von Glyoxalase | und 1l: 10 nM gereinigtes GloA wurde entweder mit 10 nM GloB oder GloC
kombiniert und bei 30°C mit 0,6 mM MG sowie 0,1 mM GSH inkubiert. Der MG Abbau wurde Uber 60 min

verfolgt. Dafiir wurde zu den bestimmten Zeitpunkten die MG Konzentration colorimetrisch bestimmit.

Schlief3lich wurde die MG Degradation mit Hilfe von Mischungen aus GloA und entweder
GloB oder GloC in vitro nachgestellt. In Gegenwart von GSH kann keines der drei Enzyme
MG allein abbauen, sondern nur die Kombination aus Glyoxalase | und Glyoxalase Il
ermdglicht den vollstandigen Abbau innerhalb 1 h (Abbildung 32 A). Um die MG
Degradationsraten von GIloA/GloB und GIloA/GloC aufzulésen, wurde eine Kinetik
aufgenommen und die verbliebene MG Konzentration durch Messung des Farbumschlags
bestimmt (Abbildung 32 B). Deckungsgleich mit der in vivo Analyse und dem Umsatz von
SLG in vitro baute eine Kombination mit GloB MG viel effektiver ab als die mit GloC. In
Gegenwart von GloB wurde 0,6 mM MG innerhalb von 5 min vollstéandig entfernt, wéhrend
die Kombination von GloA und GloC fir den vollstdndigen Abbau 60 min bendtigte.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der sukzessiven Wiedereinfiihrung von GloA, GloB und
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GloC in E. coli AgloABC in vivo erreicht (Abbildung 33). Die Komplementation mit den
einzelnen Enzymen war nicht ausreichend, damit die Zellen MG abbauen konnten. MG
Abbau zu den abgebildeten Zeitpunkten war nur moglich, wenn sowohl die Typ |
Glyoxalase GloA als auch eine der beiden Typ Il Glyoxalasen komplementiert wurden. Die
zwei verschiedenen Typ Il Glyoxalasen GloB und GloC waren ohne GIoA zur
Detoxifikation nicht ausreichend. Im Western Blot wurde deutlich, dass GloC nur in
geringen Mengen produziert wird, was bereits bei der Uberproduktion der Enzyme
aufgefallen war. Die Abbauaktivitat in Gegenwart von GloA und GloC im Vergleich zu nur
GloA bewies, dass GloC — wenn auch nur in geringen, nicht detektierbaren Mengen —

produziert wurde.
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Abbildung 33: Komplementationsstudie der AgloABC Mutante.

Exponentiell wachsende E. coli AgloABC Kulturen mit einer plasmidkodierten Kopie von nur gloA, gloB und
gloC, oder einer Kombination aus jeweils zwei Enzymen wurden mit 0.7 mM MG kultiviert. Nach 0 h, 5 h und
20 h wurde die MG Konzentration colorimetrisch bestimmt. Die Produktion von 6His-getaggten Glo-Proteinen

wurde im Western Blot analysiert.

Mit diesen in vivo und in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass die potentiellen
Laktonasen VIBHAR_02708 (GloC) und VIBAHR_03213 (GloB) an der Detoxifikation von
MG beteiligt sind. Anhand der Homologen Enzyme in E. coli wurde deutlich, dass beide
Enzyme die Funktion von Typ Il Glyoxalasen haben, aber dennoch unterschiedliche

enzymatische Eigenschaften aufweisen.
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3. Diskussion

3.1 Die Regulation von HAI-1, CAI-1 und Al-2in V. harveyi

V. harveyi synthetisiert drei verschiedene Autoinduktoren, das Acylhomoserinlakton
HAI-1, den Furanosylboratdiester Al-2 und das Undecanon CAI-1. Die Art und Weise des
Zusammenspiels sowie der Einfluss und die Regulation jedes Einzelnen ist bislang
ungeklart. Um flr diese offenen Fragen Losungen zu finden wurde zunachst mit Hilfe von
Synthase-Deletionsmutanten der Einfluss verschiedener Als auf den Phanotyp der
Biolumineszenz analysiert. Dabei stellte sich durch verschiedene Kombinationen heraus,
dass jeder der drei Autoinduktoren einen unterschiedlich starken Einfluss auf diesen
Phéanotyp hat. Wahrend in AB-Medium HAI-1 die Lumineszenz am wenigsten induziert hat
CAI-1 bereits einen gréRReren Einfluss, wobei Al-2 schliel3lich die gréte Bedeutung
zukommt. Im Vergleich zur Situation in dem nahrstoffreicheren LM-Medium zeigte sich,
dass offensichtlich CAI-1 statt Al-2 den groReren Einfluss hat, obwohl die Konzentration
von Al-2 im Verhaltnis zu AB-Medium 5-fach erhoht war. Entgegen der Annahme, dass
CAI-1 nur in V. cholerae groRere Bedeutung hat (3), konnte gezeigt werden, dass die
Gewichtung der Als auch von den @uReren Bedingungen abhangt. In Ubereinstimmung
mit diesen Beobachtungen war es moglich durch alleinige Zugabe von Phenylalanin zum
Medium die Produktion von CAIl-1 zu beeinflussen (128). Veranderungen in den
Al-Konzentrationen stehen mit der Integration der Al-Synthese Uber den SAM-Kreislauf in
den Stoffwechsel in Verbindung.

Unabhangig von der Art des Mediums war zu beobachten, dass die Kombination
der beiden schwéachsten Als die Biolumineszenz nicht auf das Wildtypniveau induzieren
konnte, in dem alle drei Als vorhanden sind. Die Kombination von dem Al mit dem meisten
Einfluss mit einem Schwacheren reichte jedoch aus, um das Level des Wildtyps zu
induzieren. Dies wurde als erster Hinweis darauf gewertet, dass die Kombination der Als
die Expression QS-regulierter Gene beeinflusst.

Im Rahmen der Dissertation von C. Anetzberger wurden die Al-Konzentrationen in
einer in AB-Medium wachsenden Kultur beobachtet. Dabei zeigte sich, dass in der
exponentiellen Wachstumsphase beim Ubergang von niedriger zu hoher Zelldichte
ebenfalls Al-2 der Uberwiegende Al im Medium ist. Im Gegensatz dazu konnte HAI-1 erst
ab der spaten exponentiellen Phase nachgewiesen werden und erreichte dann ein
konstantes Level zusammen mit Al-2 in der stationaren Phase. Fir CAI-1 konnten keine
molaren Konzentrationen bestimmt werden, die Verfugbarkeit wurde nur indirekt mit Hilfe

eines Reporterassays bestimmt (L. Plener). Dennoch wurde deutlich, dass in AB-Medium
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die Konzentration von CAI-1 erst in der stationaren Phase anstieg. Der versetzte
Konzentrationsanstieg von HAI-1 zu Al-2 stimmt verhaltnismaRig mit den Daten einer
anderen Veroffentlichung Uberein, auch wenn sie in Bezug auf die absolute Konzentration
und den nur leicht versetzten Konzentrationsanstieg nicht genau deckungsgleich sind (68).
Unterschiede konnen dadurch erklart werden, dass in der anderen Studie das
nahrstoffreichere LM-Medium verwendet wurde (68), wahrend hier (4) die Konzentration
in AB-Medium analysiert wurde. Dass unterschiedliche Medien die Al-Konzentrationen
und deren Gewichtung beeinflussen, konnte bereits im Rahmen dieser Arbeit durch den
Vergleich der verschiedenen Synthase-Deletionsmutanten dargestellt werden. Aufgrund
der verschiedenen Konzentrationsprofile der Als, die den Wachstumsverlauf von
V. harveyi begleiten, konnte von C. Anetzberger eine Unterteilung in vier verschiedene
Wachstumsphasen vorgenommen werden (4): in der frihen exponentiellen
Wachstumsphase ist Al-2 niedrig und wird in der mittleren exponentiellen Phase hoch,
wahrend in der spaten exponentiellen Wachstumsphase Al-2 und HAI-1 vorhanden sind
und erst in der stationaren Phase schlie3lich alle drei Als verfligbar sind. Obwohl
Biolumineszenz und Exoproteaseaktivitat von der gleichen Signalkaskade positiv reguliert
sind, werden diese Phanotypen im V. harveyi Wildtyp unterschiedlich induziert. Wahrend
die Biolumineszenz langsam ansteigt und in der exponentiellen Wachstumsphase das
Maximum erreicht, ist Exoproteaseaktivitat erst verzdgert in der stationdaren Phase
nachweisbar.

Da dies die Bedeutung von der Zusammensetzung und Konzentration der Als
unterstitzt, wurde in dieser Arbeit die Induktion weiterer QS-abhangiger Gene auf
Transkriptlevel mit gRT-PCR analysiert. Die Al-Zusammensetzung wird letztendlich in die
Konzentration von LuxR ,Ubersetzt* und diese hangt von der luxR Transkriptmenge ab.
Deshalb wurde ein enger Zusammenhang zwischen den verschiedenen Signalen und dem
Transkript des Masterregulators erwartet und auch beobachtet. Mit jedem Schritt, in dem
ein weiterer Al im Zuge des Zellwachstums hinzukam, nahm auch die luxR Menge zu und
erreichte das Maximum, wenn alle drei Als vorhanden waren.

LuxR reguliert 115 Gene direkt und ist insgesamt an der Kontrolle von mehr als
600 Genen beteiligt (202). Der Masterregulator aus der TetR-Familie bindet als Dimer an
1.165 Positionen, was nur durch eine hohe Verfugbarkeit von etwa 6.500 Dimeren im
Wildtyp ermdglicht werden kann (152, 202), wahrend eine geringe Verfugbarkeit, wie sie
an anderer Stelle postuliert wurde, eine weitere Moglichkeit zur Regulation bzw. den
schnellen Ubergang zu niedrigen Zelldichten erméglichen kénnte (189). Die Bindemotive
fur reprimierte und aktivierte Promotoren sind unterschiedlich, denn wahrend die
Repression ein symmetrisches Palindrom benétigt, ist fir die LuxR Aktivierung nur die

halbe Seite des 23 bis 28 Basen langen Motivs notwendig, und auch die Zahl der LuxR-
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Bindestellen ist in 59% der Binderegionen mehr als eine Bindestelle (202). Eine niedrige
Konzentration von LuxR reicht offenbar aus, um luxA und damit die Biolumineszenz zu
aktivieren und im Gegenzug vopN und vscP (Protein der duReren Membran, bzw. Teil des
Typlll-Sekretionssystems) zu unterdriicken. Erst zu spateren Zeitpunkten, wenn die luxR
Transkriptmenge zugenommen hat, erreicht auch vhpA, das eine Protease kodiert, ein
Maximum. Dies bedeutet, dass die Induktion der Protease eine hthere Konzentration von
LuxR bendtigt, die erst in Anwesenheit von Al-2 und HAI-1 erreicht wird, wahrend die
Lumineszenz bereits bei niedrigen Konzentrationen induziert wird. Durch die drei
Bindestellen und die niedrige Affinitdt von LuxR zu selbigen im Promotor von luxC kann
die konstante Zunahme der Biolumineszenz bis zu einem Maximum erklart werden (202).
Der Ruckgang des Transkriptlevels von luxA kdnnte dadurch erlautert werden, dass eine
der drei Bindestellen in Piuxc eine sehr niedrige Affinitat hat und bei Bindung von LuxR die
Transkription reprimiert. Diese Hypothese konnte mit Hilfe von LuxR-Uberproduktion
geprift werden, da in diesem Fall die Biolumineszenz unterdriickt sein misste. Ein
weiterer Faktor, der an der Regulation QS-abhangiger Gene beteiligt ist, ist AphA, ein
Transkriptionsregulator, der gegensatzliche Aktivitat zu LuxR hat und 167 Gene allein und
77 Gene zusammen mit LuxR reguliert (201). Inwiefern andere Faktoren die Regulation in
der stationaren Phase beeinflussen, ist unbekannt.

Malfgeblich fur die Entstehung eines Signals ist die Prasenz der Als. Die Synthese
der drei Als HAI-1, CAI-1 und Al-2 beeinflusst deren Konzentration und
Zusammensetzung. In dieser Arbeit wurden deshalb die Transkriptmengen dieser drei, zu
den Als korrespondierenden, Synthasen IluxM, cgsA und IuxS bestimmt und ein
charakteristischer Verlauf festgestellt. Wéahrend zumindest fir luxS (Al-2 Synthase) und
cgsA (CAI-1 Synthase) nahezu der Verlauf der Al-Konzentration widergespiegelt wurde,
war der Verlauf fur luxM (HAI-1 Synthase) umgekehrt. Das Transkriptelevel war zunachst
hoch und wurde dann, wenn die Konzentration im Medium ansteigt, erniedrigt. Durch die
Verknlpfung der Al-Synthese mit dem Metabolismus kénnen die teilweise relativ hohen
Standardabweichungen erklart werden (146). Wird die Moglichkeit der posttranslationalen
Modifikation auf3er acht gelassen, wirden die Als abhangig vom metabolischen Zustand
standig produziert werden. In Folge davon mussen die Als auch wieder abgebaut werden,
um den charakteristischen Konzentrationsverlauf in einer wachsenden Kultur aufrecht zu
erhalten und damit die Einteilung der Wachstumsphasen nach der bestimmten
Zusammensetzung zu ermdglichen. Fir AHLs und Al-2 sind Mechnismen beschrieben,
die die Konzentration der Als im Uberstand erniedrigen und damit QS inhibieren kénnen.

Diese werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.
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3.2 Der Einfluss von Quorum Quenching auf die Regulation der Autoinduktor-
konzentration und -zusammensetzung
Da die Konzentration und Zusammensetzung der Als nicht nur die Zelldichte an sich,
sondern verschiedene Wachstumsphasen abbilden, ist deren Kontrolle fir die Regulation
verschiedener QS-regulierter Phanotypen, wie zum Beispiel Exoproteaseaktivitat,
Biolumineszenz oder Biofilmbildung, essentiell (5). Alle Prozesse, die mit QS interferieren,
wurden unter dem Begriff ,Quorum Quenching” (QQ) zusammengefasst (41). Dabei tGiben
diese Strategien selektiven Druck auf Bakterien aus, indem die Expression bestimmter
Funktionen, wie zum Beispiel Biofilmbildung, beeinflusst wird. In Zusammenhang mit der
vermehrten Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und der im Vergleich dazu geringen
Entwicklung neuer Antibiotika, bietet QQ einen neuen Ansatzpunkt fir die bakterielle
Infektionskontrolle in der medizinischen Anwendung. Einerseits reguliert QS die Virulenz
vieler bakterieller Pathogene, andererseits wurden bereits viele Molekule isoliert, die einen
QQ Effekt haben. Dennoch gibt es noch viele Mikroorganismen, die ein Signal quenchen
kénnen, aber deren Quenchingmolekil noch nicht identifiziert ist (187). Die Strategie, mit
Hilfe von QQ Molekilen die Ansiedlung von Bakterien durch Verhinderung von
Biofilmbildung zu erschweren und damit dem Immunsystem ein groReres Zeitfenster zur
Bekampfung von Pathogenen zu verschaffen, scheint insofern erfolgversprechend, als
dass in einem Mausmodell mit einigen Molekilen die Biofilmbildung von Pseudomonas
und V. cholerae reprimiert werden kann (9). Einige der QS Inhibitoren wurden sogar aus
Pflanzen isoliert, wie zum Beispiel L-Cavananin, das aus Medicago sativa (Luzerne)
isoliert wurde und in groRen Mengen auch von anderen Leguminosen produziert wird
(100). Die Alge Delisea pulchra synthetisiert ein Bromofuranon, das eine Infektion von
P. monodon (Garnele) durch V. harveyi erschwert (120, 164). Erst vor Kurzem entdeckte
QQ Molekile sind Yayurea A und B, die in einem breiten Wirkungsspektrum Beta- und
Gammaproteobakterien in der Wahrnehmung von AHLs und Wachstum beeinflussen und
in V. harveyi direkt mit der AHL Sensorkinase LuxN interagieren, indem der naturliche
Phosphatfluss umgekehrt wird (33). Zimtaldehyd, das in der Lebensmittelindustrie weit
verbreitet ist, inhibiert in niedrigen Konzentrationen das QS-System von V. harveyi, indem
es moglicherweise die Affinitat des Masterregulators LuxR fir DNA erniedrigt (15-17, 136).
In Pseudomonas aeruginosa kann unter Stressbedingungen sogar der QS-
Masterregulator LasR umgangen und lber einen Nebenweg eine Untergruppe von QS-
regulierten Genen aktiviert werden (39). Die Signalkaskade von V. harveyi bietet
zahlreiche Mdoglichkeiten die Wahrnehmung oder Weiterleitung eines Signals zu
beeinflussen, zum Beispiel durch Feedbackschleifen (91, 188) oder direkt bei der

Wahrnehmung durch die Sensorkinasen.
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3.3 Transport von Al-2

Eng verknipft mit der Wahrnehmung eines Signals ist der Transport. Wahrend fur CAI-1
bislang kein Exportmechanismus bekannt ist wurde gezeigt, dass kurzkettige AHLs wie
HAI-1 die Membran durch Diffusion passieren kénnen. Im Gegensatz dazu muss Al-2, das
aufgrund seiner chemischen Eigenschaften eine niedrige Affinitat fr Lipide hat, Gber ein
Transportsystem die Membran passieren (93). Bisher wurden drei verschiedene Klassen
von Al-2-Rezeptoren charakterisiert. Die Familien der periplasmatischen Bindeproteine
LsrB und LuxP binden Al-2-spezifisch, wahrend aufl3erdem Mitglieder der Ribose
Bindeprotein Familie (RbsB) als Rezeptoren fungieren (7, 28, 125). Neben diesen bereits
bekannten Systemen missen weitere alternative Rezeptoren existieren, da Al-2-
abhangige Antworten in verschiedenen Bakterien beschrieben sind, die keinen Rezeptor
aus den drei beschriebenen Familien haben (146).

Fur den Export des Signals ist bisher nur YdgG (TgsA) aus E. coli beschrieben,
welches das einzige charakterisierte Protein aus der Al-2E Superfamilie ist (81, 155).
Durch bioinformatische Analysen wurde YhhQ als potentieller Al-2 Transporter
identifiziert. Die Deletion von beiden Proteinen in E. coli fuhrte dazu, dass die maximale
Al-2 Konzentration einer wachsenden Kultur halbiert wurde (Abbildung 13). YdgG zeigte
in den Affinitatsmessung mit Hilfe der Tryptophanfluoreszenz mit einem Kp-Wert von etwa
2 mM lediglich eine niedrige, unspezifische Affinitat fir Al-2. Im Gegensatz dazu lag der
Ko-Wert = 4 uM von YhhQ im physiologischen Bereich. Der beobachtete guenchende
Effekt wird durch Strukturdnderung in Folge von Al-2 Bindung von benachbarten
Aminosauren hervorgerufen (29). Dieses Ergebnis muss durch Wiederholung bestéatigt
werden, um die zu hohen Werte bei Zugabe niedriger Al-2 Konzentrationen als Ausreil3er
zu identifizieren. In frheren Arbeiten wurde gezeigt, dass YdgG an der Kontrolle des Al-2
Exports beteiligt ist (81). Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, konnte gezeigt
werden, dass beide Proteine am Transport von Al-2 beteiligt sind. Im Vergleich zu YdgG
hat YhhQ jedoch nur sechs Transmembrandoméanen und kann somit nicht in die Al-2E
Superfamilie eingeordnet werden, da ein Kriterium fur die Zuordnung die charakteristische
Anordnung von acht Transmembrandomanen ist (155). Allerdings ist die vorhergesagte
Struktur einem Biotintransporter BioY des ECF-Typs aus Lactococcus lactis ahnlich (13,
53). Diese Energie-Kopplungs-Faktor Proteine (ECF; energy coupling factor) sind
strukturell divergente Transporter mit einer ATP-Bindekassette, die am Import von
Mikron&hrstoffen in Prokaryoten beteiligt sind (13, 53). Die Energetisierung erfolgt dabei
Uber ein ECF-Modul mit &hnlicher Funktion wie andere ABC-Transporter, durch dessen
Bindung an die S-Komponente ein funktionaler Transporter entsteht. Fiur den aktiven
Transport bindet das Substrat an eine sogenannte S-Komponente — z.B. BioY -, die die
Pore fur die Translokation bildet. Biotin bindet mit hoher Affinitat (Ko von 0,3 nM) an BioY,
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allerdings konnte ohne Energetisierungsmodul nach Rekonstitution in Proteoliposomen
kein Transport gezeigt werden (13). Im Gegensatz dazu transportierte BioYrc — €in
Homolog in Rhodobacter capsulatus — nach heterologer Uberexpression in E. coli ohne
Energetisierungsmodul Biotin mit niedriger Affinitat und hoher Kapazitét (76). Da nur ein
Drittel der weit verbreiteten bioY Gene an eine Energetisierungseinheit gekoppelt, aber
dennoch als Transporter funktional sind (76), besteht die Mdglichkeit, dass andere S-
Komponenten &ahnliche Eigenschaften haben. Fur YhhQ konnte dies bedeuten, dass
moglicherweise in vivo eine Energetisierung die Transportrichtung von Al-2 vorgeben
konnte, sodass Al-2 vom Zytoplasma nur nach Aul3en transportiert wird und ein Rickfluss
auf dem selben Weg verhindert wird. Weitere Studien zum Beweis eines aktiven
Transportes sind fir die weitere Charakterisierung erforderlich.

Es ist vorstellbar, dass Zelllyse — verursacht durch Phagen — Autoinduktoren, die nicht
diffundieren, freisetzt und dadurch die Konzentration im Medium erhdht. Im Rahmen einer
Bachelorarbeit (L. Péttinger) wurden die Phagen von V. harveyi analysiert. Dabei zeigte
sich, dass durch Induktion mit Mitomycin C, das oxidativen Stress in den Zellen verursacht
(130), verschiedene Phagen induziert werden konnten. Viren sind global sehr weit
verbreitet und in vielen Bakterien erfolgt die Vermehrung lysogener Bakteriophagen (96).
Phagen kdnnen, wie am Beipiel von Vibrio cholerae gezeigt wurde, die Verbreitung von
Bakterien verhindern und so den Verlauf von Epidemien beeinflussen (220). Dabei spielen
Phagen bei der Weitergabe von genetischem Material in Form von Virulenzgenen und
Resistenzen eine wichtige Rolle, aber auch andere Genomfragmente kdnnen transferiert
werden, wie zum Beispiel in Clostridium difficile Teile eines QS-Systems (54, 74).

Fur die Aufnahme von Al-2 sind bisher zwei Systeme bekannt und gut
charakterisiert, das Lsr-und Rbs-System. Dabei bindet in beiden Systemen Al-2 an
periplasmatische Bindeproteine und wird anschlieRend Uber einen Transporter in die Zelle
importiert. In E. coli erfolgt der Transport mit Hilfe des Lsr-Systems und ist sehr gut
charakterisiert (146), wahrend in anderen Organismen wie zum Beispiel Actinobacillus
pleuropneumoniae nicht einmal der Al-2 Rezeptor bekannt ist, obwohl unter anderem die
Biofilmbildung durch Al-2 reguliert wird (111). Im Gegensatz dazu ist in V. harveyi der
Rezeptor LuxP bekannt, dieser bindet Al-2 zur Signalweiterleitung und ist aber nicht am
Import beteiligt. Aufgrund des markanten Konzentrationsprofils von Al-2 in V. harveyi,
wurde mathematisch die Notwendigkeit des Al-2 Imports berechnet und im Rahmen dieser
Arbeit generell bestatigt (44). Die entsprechenden Experimente zeigten aul3erdem, dass
internalisiertes Al-2 fir die weitere Prozessierung im Gegensatz zu E. coli in V. harveyi
nicht phosphoryliert wird. V. harveyi hat zwar kein Lsr-System, besitzt aber das Rbs-
System, das ersatzweise Al-2 transportieren konnte. Die Deletion des Bindeproteins

RbsB, das Al-2 prinzipiell binden kann, und der Permease RbsC hatte jedoch keinen Effekt
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auf die externe Al-2 Konzentration. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass in
V. harveyi ein anderer Transporter fur den Import von Al-2 verantwortlich sein muss.

In bakteriellen Gemeinschaften spielt fir die Wahrnehmung des gemeinsamen
Signals die An- oder Abwesenheit von Bakterien, die das Lsr-System haben eine grol3e
Rolle, da die extrazellulare Al-2 Konzentration gesteuert wird. Dies kdnnte das Verhalten
anderer benachbarter Bakterien, die Al-2 als Signal verwenden, beeinflussen, wodurch
Lsr Einfluss auf Al-2 abhangiges QS hatte (213). Ein Beispiel, das im Rahmen dieser
Dissertation in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Hibner bearbeitet wurde, ist die
durch Al-2 induzierte Weitergabe von Virulenzfaktoren mit Hilfe von Phagen. Im
Magendarmtrakt beeinflusst mit Sicherheit ein ausgewogenes Mikrobiom unter anderem
die Al-2 Konzentration und damit die QS gesteuerte Induktion von Virulenzfaktoren.

Die Konzentration und Wahrnehmung von Al-2 spielt demnach eine grof3e Rolle und
kann durch die Aufnahme von Al-2 beeinflusst werden.

3.4 Die Rolle von Laktonasen in V. harveyi

Verschiedene Bakterien passen die AHL-Konzentration im Wachstumsverlauf an, indem
sie die Synthese steuern oder das Signal wieder abbauen, wie zum Beispiel
Pseudomonas putida (55). In V. harveyi steigt die Konzentration von HAI-1 erst in der spat
exponentiellen Wachstumsphase an und erreicht in der stationaren Phase ein konstantes
Niveau. Das Transkriptlevel der HAI-1 Synthase von V. harveyi stimmte nicht mit dem
Konzentrationsverlauf des Als Uberein. Zunéchst wurde in Kooperation mit der AG Streit
(Universitat Hamburg) nach Homologen zu bekannten Enzymen, die AHLs abbauen,
gesucht (37, 169). Entgegen der Hypothese, dass zumindest eine der identifizierten
potentiellen Laktonasen HAI-1 abbaut und somit den Verlauf der Konzentration
beeinflusst, konnte diese Aktivitat nicht detektiert werden.

Neben abbauenden Enzymen sind auch modifizierende Enzyme bekannt. Durch
Modifikation kann die Wahrnehmung beeinflusst werden. Dazu benutzt
Rhodococcus erythropolis eine AHL-Oxidoreduktase und Bacillus megaterium eine P450-
Monooxygenase, die langkettige AHLs oxidiert (32, 198). Neben der enzymatischen
Degradation konnen auch Umweltbedingungen wie pH und Temperatur maf3geblich zum
Abbau von HAI-1 beitragen. Fir kurzkettige AHLs wie HAI-1 wurde gezeigt, dass bei
einem Temperaturanstieg von 22°C auf 37°C die Molekile drei Mal schneller degradieren
(218) und dass ein anderes kurzkettiges AHL bei pH 7,8 eine Halbwertszeit von sieben
Stunden hat, wahrend eine Erhéhung des pHs auf 8,5 in einer Halbwertszeit von nur noch
30 Minuten resultiert (19). Der pH-Wert einer in AB-Medium wachsenden Wildtypkultur

Uberschreitet 7,0 nicht, weshalb die Halbwertszeit zumindest nicht geringer als 7 h sein
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sollte. Die beobachtete Situation, dass allein die ansteigende Zelldichte eine Reduktion
der exogen zugegebenen HAI-1 Konzentration bewirkte (Abbildung 24), kann weder auf
eine enzymatische Aktivitait noch auf Instabilitdt, hervorgerufen durch die
Inkubationsbedingungen, zurtickgefuhrt werden. Wahrscheinlicher ist, dass durch das
Abzentrifugieren der Zellen auch anteilig HAI-1 dem Uberstand entnommen wurde. Dieser
Effekt wurde bei der Inkubation von HAI-1 mit Zytosol aus verschiedenen
Wachstumsphasen nicht beobachtet und die HAI-1 Konzentration verringerte sich nicht
(Abbildung 25). Deshalb sollten andere Regulationsmadglichkeiten wie zum Beispiel
Translationsregulation, Enzymaktivitdt und posttranslationale Modifikation in Betracht
gezogen werden, um den charakteristischen Konzentrationsverlauf von HAI-1, mit nicht
detektierbaren Konzentrationen bis zur spaten exponentiellen Wachstumsphase und
einem konstanten Niveau in der stationdren Phase, aufrecht zu erhalten.

Die Proteine, die an der Einstellung der HAI-1 Konzentration im Wachstumsverlauf
beteiligt sein sollten, zeigten nicht die erwartete Abbauaktivitat. Es konnten drei der funf
Enzyme dennoch einer Funktion zugeordnet werden: VIBHAR 06370 hat pB-
Laktamaseaktivitat und ist fir die natirliche Resistenz von V. harveyi gegen Ampicillin
verantwortlich, wahrend VIBHAR_ 03213 und VIBHAR_02708 Glyoxalase Il Aktivitat

haben und am Abbau des toxischen Methylglyoxal beteiligt sind.
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3.5 Die Rolle von GloB und GloC in der Detoxifikation von Methylglyoxal

In einem Nebenprojekt wurden GloB und GloC in Bezug auf ihren Einfluss auf die
Detoxifikation von MG untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass GloC direkt an der
Detoxifikation von MG beteiligt ist, und dass sich die enzymatischen Eigenschaften der
beiden Typ Il Glyoxalasen unterscheiden.

Die phylogenetische Verteilung der MG entgiftenden Enzyme mit ausgewé&hlten
Eukaryoten und Bakterien, fur die in der Literatur Daten zu der Detoxifikation von MG
vorhanden sind, zeigte, dass ein kompletter MG Abbauweg verbreitet ist, der sowohl aus
einer Glyoxalase | GloA als auch einem Glyoxalase Il Enzym besteht (Abbildung 34).

Abbildung 34: Phylogenetische Verteilung von Typ | und Il Glyoxalasen.

Ein ClustalX Alignment von Glyoxalase | und Il Proteinsequenzen von E. coli, S. enterica, V. campbellii, B. subtilis
und Saccharomyces cerevisiae wurde verwendet, um einen nicht gewurzelten Stammbaum zu erstellen.

Verschiedene Aste von GloA, GloB und GloC sind in griin, blau und rot markiert.

Bestimmte Organismen besitzen beide Glyoxalase Il Proteine, andere Organismen
hingegen kodieren entweder GloB oder GloC. Saccharomyces cerevisiae beispielsweise
nutzt ein GloB Homolog, es fehlt aber ein Ortholog zu GloC. Umgekehrt kodiert B. subtilis
ausschlie3lich ein mutmalliches GloC Homolog (YqgX). Allerdings zeigte eine sehr
aktuelle Studie mit einem in vivo Nachweis, dass es sich bei dem Protein YurT um eine

ungewohnliche Typ Il Glyoxalase handelt, da die kanonischen Zn?* Bindestellen nicht
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vorhanden sind (27, 86). Dies scheint plausibel, da Mitgliedern der niedrig-GC Gram-
positiven Firmicutes GSH fehlt. Stattdessen hangt die Entgiftung von MG von dem
Reduktionsmittel Bacillithiol ab, was die Frage aufwirft, ob YggX eine neuartige
Substratspezifitat fur S-Laktoyl-bacillithiol entwickelt hat, das das Produkt der B. subtilis
YwbC vermittelten Glyoxalase | Reaktion ist.

Im Gegensatz zu B. subtilis und S. cerevisiae verwenden y-Proteobakterien wie
E. coli, S. enterica oder V. harveyi experimentell sichergestellt zwei Arten von Glyoxalase
Il Enzymen. Man kdnnte spekulieren, dass diese Bakterien als Folge von Bakterien-Wirt-
Wechselwirkung unterschiedlichen extrazellularen MG Konzentrationen ausgesetzt sind.
In dieser Hinsicht ist es bemerkenswert, dass S. enterica, wenn es von Makrophagen
aufgenommen wurde, erhOhte Expression von gloA und kefB zeigt (52). Unter
Berticksichtigung der unabhangigen Transkriptionsregulation von gloA, gloB (140)und
gloC konnten sich die Proteinverhaltnisse von Glyoxalase | zu Glyoxalase Il stochastisch
zu Gunsten von GIoA verschieben, was wiederum zu erhdhten SLG-Konzentrationen in
einzelnen Zellen fuhren wirde (139). Die Identifizierung von GloC als direkt an der MG
Entgiftung beteiligtes Enzym flgt nun eine weitere Moglichkeit zur Regulation der
vorgeschlagenen Heterogenitat des zytoplasmatischen SLG-Pools hinzu, wodurch eine
zusatzliche Feinabstimmung ermdglicht wird.

Diese Heterogenitdat kdonnte auch fir E. coli vorteilhaft sein, da die MG
Konzentrationen im menschlichen Darm in Folge des Konsums von MG-haltigen
Nahrungsmittel und Getranken schwanken (71, 119). Letztlich ist vorstellbar, dass eine
bezlglich des SLG-Pools heterogene V. harveyi Population einen &hnlichen Vorteil in der
Besiedelung der verschiedenen marinen Lebensraume hatte (138), wenn die Verhaltnisse
von Glyoxalase | zu Glyoxalase Il durch Veranderung der Proteinlevel von GloA, GloB und
GloC angepasst werden wurden. Mit Hilfe von Promotor-Reportergenfusionen konnte eine

heterogene Induktion von GloA, GloB und GloC auf Einzelzellniveau gezeigt werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

41.1 Gerate
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Zusatzlich verwendete, oder von den beschriebenen abweichende Geréate sind im Text

gesondert aufgefihrt.
Tabelle 2: Geréate

Zentrifuge 5804R,

Falkon-Kuhlzentrifuge Rotor A-4-44 Eppendorf (Hamburg)
| Fssgtiscionatograpie  AKTApurfler G Healtcar Braunschwer)
Geldokumentationsanlage GelDoc™ EZ Imager Bio-Rad (Muinchen)
omwscenge  EEREIET cweoramoue)
Mikrotiterplattenlesegerat Infinite M200pro / F500pro Tecan (Mannedorf, Schweiz)
MNepp RROMORTNA, e Fsher Scenife (uaihan.
Photometer Bio-Photometer Eppendorf (Hamburg)

Horiba Scientific (Edison, New
Jersey, USA)

Sorvall Evolution RC, Kendro Laborbedarf
verschiedene Rotoren (Langenselbold)

4.1.2 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen

Spektrofluorometer Fluoromax-3

Ultrazentrifuge

AppliChem (Darmstadt), Bayer (Leverkusen), Bio-Rad (Munchen), Biozym Diagnostics
GmbH (Hess. Oldendorf), Fluka (Neu-Ulm), Gibco/BRL (Eggenstein), E. Merck
(Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) im Reinheitsgrad ,pro analysis“ bezogen.

Weitere Bezugspartner werden entsprechend gesondert aufgefuhrt.
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4.1.3 Enzyme

Fur die Vervielfaltigung von DNA mit der Polymerasekettenreaktion wurden sowohl die
Phusion Polymerase von Finnzymes (Espoo, Finnland) und die Q5 Polymerase von New
England Biolabs (Frankfurt a.M.) als auch die OneTag DNA-Polymerase von New England
Biolabs (Frankfurt a.M.) verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten
Restriktionsendonukleasen wurden, ebenso wie die alkalische Phosphatase und die
T4-Ligase, von New England Biolabs (Frankfurt a.M.) bezogen. Zur Gewinnung von
moglichst DNA-freier RNA fand DNasel von Fermentas (St. Leon-Rot) Verwendung.

4.1.4 Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten ,Kits“ sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Kits

Bezeichnung und Firma Verwendungszweck

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher .
Scientific, Waltham, USA) Umschreiben von RNA zu cDNA

HiYield Plasmid Mini Kit (Siid-Laborbedarf, Gauting) Isolierung von Plasmid-DNA

4.1.5 Antibiotika und Zusatze

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 4 aufgelisteten Antibiotika und Medienzusétze
verwendet. Abweichungen von diesen Standardbedingungen sind im Text gesondert
beschrieben.

Tabelle 4: Antibiotika und Zusatze

Chloramphenicol 34 mg/ml 10 pg/ml Ethanol 96% (w/v)
Kanamycinsulfat 100 mg/ml 100 pg/mi A. dest.
Induktoren und sonstige Zusétze

IPTG 0,5 mM A. dest.
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2,6-Diaminopimelinsaure (DAP) 60 mM 300 pM A. dest.
HAI-1 (Nottingham University, UK) 100 mM 10 uM Acetonitril 10% (w/v)
Methylglyoxal (MG) 555 M Versch. A. dest.
S-Laktoylglutathion 600 mM Versch. A. dest.

4.1.6 Puffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer sind in Tabelle 5 aufgelistet. Abweichungen von
selbigen, und dartiber hinaus verwendete Puffer sind im Text gesondert beschrieben.

Tabelle 5: Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung Quelle

Arbeit mit Nukleinsauren

Tris 10 mM
Bromphenolblau 0,03% (w/v)
6x DNA-Ladepuffer Xylencylanol 0,03% (w/v) (163)
Glycerol 60% (v/v)
EDTA 60 mM
Natriumacetat pH 5,2 20 mM
Acetat-EDTA-Puffer (AE) EDTA pH 8,0 1 mM (163)
Arbeit mit Proteinen
SDS 10% (wiv)
Bromophenolblau 0,05% (w/v)
. Glycerol 50% (w/v)
5x Protein-Ladepuffer DTT 05 M (207)
Tris 0, 313 M
pH-Wert
Tris 15M
Trenngelpuffer SDS 0,4% (wlv) (207)
pH-Wert
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Bezeichnung Zusammensetzung Quelle

KPi pH 8,0 50 mM

Natriumchlorid 300 mM
Protein-Aufschlusspuffer Standard PMSF 0,5 mM (163)

B-Mercaptoethanol 2 mM

DNase Spatelspitze

NaPi pH 8,0 25 mM
FRET-Reaktionspuffer Natriumchlorid 35 mM (151)

Borséaure 1mM

Tris/HCI pH 7,5 10 mM 163
PLIIE- Natriumchlorid 150 mM (163)

4.1.7 Medien

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien sind in

Tabelle 6 aufgefihrt.
Tabelle 6: Medien

Bezeichnung Zusammensetzung Quelle

Trypton 1% (w/v)
Lysogeny Broth (LB) Hefeextrakt 0,5% (w/v) (14)
(Luria/Miller) Natriumchlorid 1% (w/v)
pH-Wert 7,0
Natriumchlorid 1,75% (wiv)
Magnesiumsulfat 1,23% (wiv)
Casein 0,2% (w/v)
AB Nach Sterilisation: (70)
Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 10 mM
L-Arginin 1 mM
Glycerol 1% (v/v)

Trypton 2% (wiv)

Hefeextrakt 1% (w/v)

. . . Glycerol 0,5% (w/v)
f\zu\ﬁ‘,:;l’_‘gg's“z'g’"smed'um Glukose 0,05% (wiv) (179)

Magnesiumsulfat 2mM

Dinatriumhydrogenphosphat 25 mM

Kaliumdihydrogenphosphat 25 mM
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Ammoniumchlorid 50 mM
Natriumsulfat 5 mM
Spurenelemente

Arabinose 0,2% (wW/v)

4.1.8 Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.
Tabelle 7: Oligonukleotide

Sequene (5-3)
A) Sequenzierprimer

M13_reverse -29 AAC AGC TAT GAC CAT G

Tn7-chk-Fw CAC CGATCT TCTACACCGTTCC

T7 terminator GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
B) Konstruktion Reporterplasmid

IsrReco_EcoRI_S ATG AAT TCT TAA CTA CGT AAA ATC GCC GCT GCT G

Plsr-50eco_EcoRI_s TTG AAT TCT TCT TGC TCATTT ATATCT GTG ATG G

Plsreco_PspOMI_as GTG GGC CCATTT CCC CCG TTC AGT TTT GCA GGT

C) Klonierung von Genen zur (Uber-)Expression

. GCT CTA GAT TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG TTG
GloAeco_6His_Xbal_as CCC AGA CCG CGA CC

. GCT CTA GAT TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG AAC
Cllplzrzen Blnfs Ao 29 CTATCT TTC TTT GAC CTT AAC C

. GCT CTA GAT TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGC CAG
Veskeee Gnle pNenll 28 ACG GGC ATT TCG TCT TG

. GCA AGC TTG AAG GAG ATA TAC ATA TGA AAA AGC
e TAT TTC TAC TAC TTG GAC TG

ACG CGT CGA CTT AGT GGT GAT GGT GAT GAT GCC
ydgG_6His_Sall_as CGC TAC CCT CTT TAT TGA GAT CGC TTA ACA GAA CG

ACG CGT CGA CTT AGT GGT GAT GGT GAT GAT GCC
R CGC TAC C ACT CGC CTG CAA AGC GTT GAT TTC
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Sequens (5-2)

00342_EcoRI_as CAG AAT TCT TAA GAC TGA ACG CTT GTG GTC ACC

GCG GAT CCA AGG AGA TAT ACA TAT GAA AAA GCT
e et Rl 5 ATT TCT ACT ACT TGG ACT G

D) Stammkonstruktion und Testprimer

upstream_02708_BamHI_sense AGC TAC GGA TCC AAG AAC TAAAGC GTC TTG

ggW“Stream—°27°8—E°°R'—Nde'—se" ACG AGC GAA TTC CAT ATG CAT TCG TTG CTG ACG
VIBHAR_02708_chk_s GCT ACG TCG ATG AAG AAC TAA AG

CAA ATT GGA TCC GCG CCA AGG TAA TAA ACT TGC
upstream_03213 BamHI_s TAA GC

downstream_03213_9overlap_s CAT TTA ATG CTC TAC GCG AGT GGA AGA ACG AAT
VIBHAR_03213 chk_s CAATCT TTG ATG CGG TTG GCA GTG

upstream_06736_BamHI_s P(—-;Aép';'CA GGA TCC CTG AAA GGG ATT TGG TGT GCA

downstream_06736_9overlap_s CCA GAC AAA A AGA ACG ATA AAC AGG AGA AGG GCA

VIBHAR_06736_chk_s CGATTT GCG GGA AGC GCA CTA

o GTC TGG GGA TCC TCT CTA ATA AGA TCA GTA TCA
P CAC AGG TTG

downstream_06370_9overlap_s CTT GGA CTG GC TCA AGT GAG CCA GTT AAT ACT G
downsieam 06370 Nhel_ss | FrgAGCECTAGCATT GCBEARGATECETIARCE
VIBHAR_06370_chk_s CGA TCG CAC AAT TGG TTA GTG AGG
| VIBHAR 06370_chk as  GCCGGGCGGAAAACTAGATAATG
upstream_06900_BamHI_s AAA GCG GGA TCC ACT CAG CCAGTT AAGGGCGCT T
upsteam 06000 soverip_as | GCEAAGHIECASCORAGTACOTATTITIAGTE
downstream_06900_9overlap_s ACT TGG CTC CAT CTT GGG TTG TTA AAG GGC AGC
downsieam o600 Mhel_ss | FrgGoT STAGECTTCTIMECTTCEATIEACE
VIBHAR_06900_chk_s TTG GTC GGG GTG ATG TTC GTT ATC
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Sequens (5-3)

ACC AAA ACT AGT CAT TCT TGG CTT TAT TCC ATG
upstream_luxS_Spel_s GGG G

downstream_luxS_9overlap_s AGA CCA CAC GCC AGA GTC AAT GCT GAG AGA G

luxS_chk_s AGT AGC TTT CGC CAC GAC GCT

upstream_cqsA_BamHI_s $¥g éCCZ:A GGA TCC CAG AGATCC TTC TTC ATG AAC

downstream_cqgsA_9overlap_s AAC TTA TGC GCG TAT AAC CAC CCAGAACTAGAAT
cgsA_chk_s CTT CGT GCT GGC GGT CGT GT

upstream_luxM_BamHI_s g_IC_g;:(;I'T GGATCC GCCTAG TAGCCATTTTCTTTG

downstream_luxM_9overlap_s CTG TCG GCT GA CTT TCG TGG TTA TAA ACG TGC TG

luxM_chk_s GCA TCA TTT GTT CTA CCG CTT GGT G

upstream_luxO_BamHI_s GTG GAT CCG CTG GAG AAG GAG ATC AGT CGT TT

downstream_luxO_9overlap_s CAA AAG TCT GCT TGG AAT AGC AAG GAC GAA AAAC

VIBHAR_luxO_chk_s GCG TCA GCG TAA TAC TAA GCA AGT G

upstream_rbSBe_Spel_s ACA CTC ACT AGT GTC GCT ACG TTT ACG CAC TTG GT

downstream_rbSBe_9overlap_s TCT GCT GCT TA CAT TCC TGT TCC GCT TAA AGT CG

rbSBe_chk_s TGG TTC GGT ACA GGT TAC GCT CTT

upstream_rbsC_Spel_s gﬁg ﬁGC ACT AGT CTG GGG TTA TCC GTG AAG GAA

downstream_rbsC_9overlap._s GAAACGGGCGCGGTACTGGTAGACAACAAAAAC

rbsC_chk_s GTG GCG TCA TCA ACT TAG ACA ACA AG
upstream_ydgGeco_BamHI_s GTG GAT CCA CTG ACG CTC GCC CAT TTC ATT G
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Sequens (5-2)

downstream_ydgGeco_9over_s CTC AAT GGC AGC ATC GCC GTT CTG TTA AGC GA

ydgGeco_updown_chk_s GCG CAT AAG CTA CGC CTA AGG

delta_ydgG_chk2_fw CAATTATCC GCAGTG TTG CTT CTC GTC AT

upstream_yhhQeco_BamHI_s GTG GAT CCC CTATCA ACC GCC TTT ACG AAT CA

downstream_yhhQeco_9over_s CAA CGC TAT TCC GAA ATC AAC GCT TTG CAG GC

yhhQeco_updown_chk_s GCA AAC CGA TCG CAA CAT TGA GC

GTT AAT CAA AAA GGT ACA ATATGAACG TTT TCT

yhhQ_cat_s CGC AAA CTC AAC GCT ATATGG GAA TTA GCC ATG
GTICC

upstream_00342_BamHI_s GTG GAT CCG CTT TGA CCT TGA TAG CTT TCC TGC

downstream_00342_9over_s CAG CAA CGC AAG GTG ACCACAAGCGTTCAGTCTT

00342_updown_chk_s GCT GGA GAA GTATGC CGATCC ATT

GTG GAT CCT CAATCT CTT CAG CAA AGG TAG GTA
upstream_03311_BamHI_f CGG TGA AG

TTA TGA CGC TCC AAA CAT AGG AAC CTC ATAATT
downstream_03311_9over_f ATA TTG AGC GAT GGT AAG GAG

GGG ATT GCT GAT ACT TAT TGA CTC GAT ACT CTA
03311_updown_chk_r CTT TCA TAC AC

upstream_03312_BamHI_f GTG GAT CCA ACT GAG GTT GAT GTC GCT CTCCCAC

ATG ACA ACG CAA GCT TAA AAC CAA CTC ATT CGA

downstream_03312_9over_f ACA TTT ACT AAA A

03312_updown_chk_f GGG GTG TTG CCA CAATGT CAT TCC ATT AAC

E) Stammkonstruktion mit pRED/ET

GloAeco_as GAC AAA TAT TAC TTG TCG ATG CAG
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Sequens (5-2)

GloBeco_as CAT GTG TGT GTC AAT AGT TGC TTA

YcbLeco_as GCA TAA ACA AAG CGC ACT TTG CCA

F) qRT-PCR Primer

recA_166_s GCT TTG GGT GCT GGT GGT CTA

rpoD_147_s CGA CAT GGG TAT CAA GGT AGT AGA AAC

COgsA_219 s GCA CTT GGT ATT AGG GAA GCG AC

luxA_n259_s GCA GAA GAC GTAAAC CTACTG GATC

vscP_120_s GCA AGC AGA AAG CGAACATGA GTC

VOpN_122_s GCG TAC ACA ATG CAA CTC AGT CGT

VvhpA_261_s GCA AAG CTT TAA GGG TGG TGC ATT A

luxR_118_s GCG GAT ATT GCA GAG ATC GCT CA

ycbLeco 137 s GCC TGA CAC TGA TGC AGATCC T

ycbLeco RT rev GCT GGC ACT CTT CCA GAC CAA A

gloAeco2_187_as CGC CCC AGT TGT AGG TCA GTT

gloBeco2_132_s GCA ACC GGA GGC CAT ATT TCT C

gloBeco2_RT_rev CCG ACC ACA CCC ACC AGA AAA

recAeco2_395_as GCG TCACAGATTTCCAGT GCC T
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419 Plasmide und Stamme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Stdmme sind in Tabelle 8, die Plasmide in
Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 8: Verwendete Bakterienstamme

Beschreibung Genotyp/Konstruktion

A) E. coli Stamme

MBS-01 CamR [AmpR] MG1655 luxS::cam [pQE30_clpy] (186)

_____ F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3),
BW25113 A, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3),
JW0202 KanR A, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514,
AgloB731::kan

JW1643; AgloA729 (KanR mit flp- . .
AgloA e Rekombinase entfernt) clizz sl

_____ JW0910; AycbL744 (KanR mit flp- . .
dglee Rekombinase entfernt) ClEED Ao

AgloA; AycbL744 (DRED®/ET®
AgloAC - Gegenselektion und KanR mit flp- diese Arbeit
Rekombinase entfernt)

AgloAB; AycbL744 (pPRED®/ET®
AgloABC - Gegenselektion und KanR mit flp- diese Arbeit
Rekombinase entfernt)

JW1643; AtgsA749 (KanR mit flp- . :
ydgG - Rekombinase entfernt) diese Arbeit

AydgGAyhhQ - AydgG AyhhQ diese Arbeit
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Beschreibung Genotyp/Konstruktion
B) Vibrio harveyi Stamme

AluxO BB120 AluxO diese Arbeit
st _ aMssSemcn @
MRO001 AmpR BB120 AVIBHAR_02708 (gloC) diese Arbeit
(MRGGZ AW SBLOMSMSAVEHAROZR  dessamer
MRO003 AmpR BB120 AluxS diese Arbeit
(MROO4 AT BBL20AVBHAROZTOBAVEHAROSTSS  deseAnek
MRO05 AmpR BB120 AVIBHAR 06736 diese Arbeit
wRos _ SeLOAVBRARGETO  dessavst
MRO07 BB120 AVIBHAR_03213 (gloB) diese Arbeit

BB120 AVIBHAR_02708 AVIBHAR_03213
MRO009 AVIBHAR 06736 diese Arbeit

MR012 BB120 ArbsC diese Arbeit
o _ memsEA  dessaber
MRO014 AmpR BB120 AcgsA AluxS diese Arbeit
WRols e emosAdussb || dessater
MRO016 AmpR BB120 AcgsA AluxM diese Arbeit
MRt emosbssuM | dessater
MRO018 AmpR BB120 AluxM diese Arbeit

BB120 AVIBHAR 02708 AVIBHAR 03213
MR020 AVIBHAR 06736 AVIBHAR 06900 Elizee el

MR101 BB120 AVIBHAR_02708 AluxM diese Arbeit
MR106 = - BB120 AVIBHAR_06370 AluxM diese Arbeit
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Beschreibung Genotyp/Konstruktion

MR108 ZE;L(%AO AVIBHAR_03213 AVIBHAR 02708 diese Arbeit

MR120 BB120 AVIBHAR_02708 AVIBHAR_03213

AVIBHAR_06736 AVIBHAR_06900 AluxM dieserAnpeit

Tabelle 9: Verwendete Plasmide.

A) Leervektoren

BBR1-MCS-2-lacZ KanR lacZ in pBBR1-MCS-2 kloniert mit PspOMI 63)
P und Kpnl

ori-P15a araC Pgap

pBAD33 CamR (72)
R

pCP20 AT FLP*, A cI857*, A pr Rep's 30
CamR

B) Plasmide zur Erstellung von Deletionsmutanten

pNPTS138-R6KT- KanR VIBHAR_03213 Deletionsfragment in
AVIBHAR_03213 pPNPTS138-R6KT

pNPTS138-R6KT- VIBHAR_06370 Deletionsfragment in

diese Arbeit

AVIBHAR_06370 U PNPTS138-R6KT diese Arbet
oo O rsama o desesver
ZTJZ;SBS'R‘SKT' Kan® luxS Deletionsfragment in pNPTS138-R6KT diese Arbeit
B ST ke ) [ mmrmmgmen o i | ess venl |
PP IO LSBROKT eane luxM Deletionsfragment in pNPTS138-R6KT ~ diese Arbeit
RN S0 a1 [ botarermgmentinperedesinc || Toess et |
PNPTS138-R6KT- KanR rbsB Deletionsfragment in pNPTS138-R6KT diese Arbeit

ArbsB

pNPTS138-R6KT- KanR ydgGeco Deletionsfragment in pNPTS138-

AydgGeco REGKT diese Arbeit

69



4. Material und Methoden

pNPTS138-R6KT- KanR VIBHAR_00342 Deletionsfragment in diese Arbeit
AVIBHAR_00342 pNPTS138-R6KT

pNPTS138-R6KT- KanR VIBHAR_03312 Deletionsfragment in
AVIBHAR_03312 pNPTS138-R6KT

C) Reporterplasmide

IsrKRPIsr in die EcoRI und Ncol
E’?ERR;Q??:C% KanR Schnittstellen von pBBR1-MCS-2-lacZ diese Arbeit
o kloniert

diese Arbeit

pBBR1-MCS-2- R IsrPlIsr in die EcoRI und Ncol Schnittstellen . .
IsrPIsr::lacZ el von pBBR1-MCS-2-lacZ kloniert Clizzs s
D) Expressionsplasmide zu Proteinproduktion

pQE30- = :

VIBHAR 02708 Amp VIBHAR_02708 in pQE30 (169)
EOI=20 AmpR VIBHAR_06736 in pQE30 UL Szl e

VIBHAR_06736 veroffentlicht)

pBAD33- . ) :
VIBHAR_06370- CamR VIBHAR_06370 mit RBS und C-terminalem diese Arbeit
6His 6His-Tag in pBAD33

pBAD24_GloB-6His gloB mit C-terminalem 6His-Tag in pBAD24 diese Arbeit

gloA-6His Ubertragen mit BamHI und Xbal
pBAD33_GloA-6His CamR aus dem korrespondierenden pBAD24 diese Arbeit
Plasmid

gloC-6His Ubertragen mit BamHI und Xbal
pBAD33_GloC-6His CamR aus dem korrespondierenden pBAD24 diese Arbeit
Plasmid

pBAD24 YdgG-
6His

_ ydgG-6His Ubertragen mit BamHI und Xbal
EEQDB?’—ngG CamR aus dem korrespondierenden pBAD24 diese Arbeit
Plasmid

ydgG mit C-terminalem 6His-Tag in pBAD24 diese Arbeit
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4.2 Methoden
4.2.1 Kultivierungsverfahren

4.2.1.1 Kultivierung von E. coli und V. harveyi

Die Kultivierung der in Tabelle 8 aufgefihrten E. coli Stamme erfolgte, wenn nicht anders
beschrieben, aerob bei 37°C in LB- oder Ko2-Medium. V. harveyi Stamme wurden, wenn
nicht anders beschrieben, aerob bei 30°C in LM-Vollmedium oder AB-Medium kultiviert.
Néhrboden wurden durch Zugabe von 1,5% Agar (w/v) hergestellt. Zum blau/weil}
Screening wurde 80 pg/ml X-Gal zu den N&ahrboden zugegeben. Zur Selektion auf
bestimmte Resistenzmarker wurden entsprechende Antibiotika zugegeben (Tabelle 3).
Wenn nétig wurde meso-Diaminopimelinsaure (DAP) in der Konzentration von 300 uM
zugesetzt. In einigen Experimenten wurden Autoinduktor-1 (HAI-1) oder Autoinduktor-2

(Al-2) in der jeweils beschriebenen Konzentration zugegeben.

Um das Wachstum zu kontrollieren, wurde die optische Dichte (ODsoo) als MaRR fur die
Zellzahl einer Zellsuspension bei einer Wellenlange von 600 nm im Photometer bestimmt.
Wachstumskurven wurden in 96-Well Costar-Platten im Mikrotiterplattenlesegerat bei

einer Wellenlange von 600 nm und einem Volumen von 200 ul aufgenommen.

Die Lumineszenz wurde in 96-Well Costar Platten im Tecan Infinite F500pro Lesegerat

mit einer Integrationszeit von 0,1 s aufgenommen.

4.2.1.2 Dauerkulturen
Die Lagerung von Bakterienstammen erfolgte mit Hilfe von Glycerolkulturen. Hierfir
wurden Ubernacht-Kulturen mit 10% (v/v) Glycerol versetzt und in fliissigem Stickstoff

Schock gefroren. Dauerkulturen wurden bei -80°C gelagert.

4.2.2 Molekularbiologische und genetische Methoden

4.2.2.1 Plasmidisolierung

Plasmid-DNA wurde aus 3 ml aeroben Ubernachtkulturen mittels ,HiYield Plasmid DNA
Mini“-Kit nach Angaben des Herstellers, isoliert, in 30-100 ul Elutionspuffer bzw. sterilem
dest. Wasser eluiert. AbschlielRend wurde die Plasmidkonzentration mit dem NanoDrop-

Spektrophotometer bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.2.2.2 Isolierung genomischer DNA
Genomische DNA wurde aus 5 ml Ubernachtkultur mit dem ,Ultra Clean Microbial DNA

Isolation“-Kit von MO BIO Laboratories Inc. nach Angaben des Herstellers isoliert.
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AbschlieBend wurde die Konzentration mit dem NanoDrop-Spektrophotometer (Thermo

Fischer Scientific, Waltham, USA) bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.2.2.3 Modifikation und Amplifikation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht anders beschrieben, nach
Standardprotokollen durchgefuhrt (162, 163). Die in vitro Vervielfaltigung durch die
Polymerasekettenreaktion (129) erfolgte mit verschiedenen Polymerasen nach Angaben
des Herstellers und auch Veranderungen von DNA Molekilen wie Restriktionen und
Ligationen wurden unter den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Bedingungen
durchgefiihrt. Linearisierte Vektoren wurden zur Verhinderung einer Religation mit

alkalischer Phosphatase behandelt.

4.2.2.4 Elektrophoretische Auftrennung und Extraktion von DNA-Fragmenten

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Dafiir wurden Gele mit 1-2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer
verwendet, die mit 0,2 ug/ml Ethidiumbromid versetzt waren. Vor dem Lauf wurden zu den
Proben 6x DNA-Ladepuffer gegeben. Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgrof3en wurde
der 2 Log-Leiter-Standard der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt) verwendet.
Der Gellauf wurde in einer ,Mini Sub DNA Cell GT“-Agarosegel-Laufkammer bzw. ,Wide
Mini Sub DNA Cell GT“-Agarosegel-Laufkammer (Biorad, Munchen) bei konstant 110 V
fur 25-30 min durchgefuhrt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit der ,GelDoku*-
Fotodokumentationsanlage. DNA-Fragmente wurden mittels des ,HiYield Gel Extraction®-

Kit nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen extrahiert.

4.2.2.5 Plasmidkonstruktion

Plasmide wurden aus den Ursprungsplasmiden und den entsprechenden Inserts
konstruiert. Dafiir wurde paarweise mit den Oligonukleotiden, die in Tabelle 7 aufgelistet
sind, die Ziel- DNA amplifiziert, im Anschluss mit den jeweils bestimmten
Restriktionsenzymen geschnitten und schlieBlich in den mit den gleichen bzw.

kompatiblen Restriktionsenzymen geschnittenen Zielplasmid aus Tabelle 9 ligiert.

4.2.2.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte nach der Didesoxynucleotid-
Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (165). Die Analysen wurden von dem
Sequencing Service der Genetikabteilung des Departments Biologie (LMU-Minchen) in
einem Kapillarsequenzierer ABI 3730 (Applied Biosystems, Hitachi; USA) durchgefihrt.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 7 Teil A aufgeflihrt. Die Sequenzen wurden mit
Hilfe des Programms ,CLC Main Workbench® (CLCbio-QIAGEN, Aarhus, Danemark)

ausgewertet.
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4.2.2.7 Konstruktion rekombinanter Bakterienstdamme
Molekularbiologische Methoden wurden nach Standardprotokollen (163) oder nach den
Angaben der entsprechenden Hersteller durchgefuhrt. Die verwendeten Enzyme, Puffer,

Kits und Chemikalien sind unter 4.1 gesondert aufgeftihrt.
Transfer replikativer Plasmide

Replikative Plasmide wurden mittels Transformation in chemisch kompetente E. coli (38,
87) transferiert. V. harveyi wurde mit Hilfe von Konjugation transformiert, wobei das
entsprechende Plasmid zunachst in den E. coli WM3064 Donorstamm transferiert wurde.

In-frame Deletionen

In-frame Deletionsmutanten in E. coli und V. harveyi wurden in Anlehnung an Lassak et
al. 2010 (108) unter dem Verbleib eines kurzen non-sense Peptids konstruiert. Dabei
wurden an den terminalen Gensequenzen des zu deletierenden Gens jeweils 12-27 bp
beibehalten (190, 191) und dafir etwa 500 bp grof3e Fragmente stromaufwarts (upstream)
und stromabwarts (downstream) der gewiinschten Genregion mit den in Tabelle 7
gelisteten Primern mittels PCR amplifiziert. Im Anschluss daran wurden die beiden
Fragmente mittels UberlappungsPCR fusioniert (173) und nach dem entsprechenden
Restriktionsverdau in den Suizidvektor pNPTS138-R6KT ligiert. Die entsprechend
konstruierten Plasmide sind in Tabelle 9 aufgelistet und wurden mit Hilfe von Konjugation
durch E. coli WM3064 als Donor nach E. coli BW25113 oder V. harveyi als
Akzeptorstamme transferiert. Da der Donorstamm auxotroph fir DAP ist, war selbiges
auch in den LB-Agar-Platten flir das Mating enthalten. In einem ersten Schritt wird das
nicht replikative Plasmid durch einfache homologe Rekombination genomisch integriert.
Nach der Selektion auf LB Platten mit Kanamycin aber ohne DAP wurden Einzelkolonien
Uber Nacht ohne Selektionsdruck in LB Medium kultiviert und anschlie3end auf LB-Platten
mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert, um auf den Verlust des Plasmides nach der
zweiten homologen Rekombination zu selektieren. Saccharose-resistente und
Kanamycin-sensitive Stamme wurden schlie3lich mit Hilfe von Einzelkolonie-PCR auf

Deletion des gewiinschten Genabschnittes untersucht.

4.2.2.8 Praparation von Phagenkonzentrat

Eine V. harveyi Tageskultur wurde aus einer UN-Kultur in 1 | frischem LM-Medium auf eine
ODeoo = 0,05 angeimpft und anschliel3end aerob bei 30°C inkubiert. Bei ODgoo = 0,3 wurde
die Tageskultur mit 1 pug/ml Mitomycin C versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 30°C wurden
die Zellen zwei Mal gewaschen, indem fir 15 min bei 5.000 x g bei Raumtemperatur
zentrifugiert und das Pellet jeweils in frischem Medium resuspendiert wurde. Nach den

Waschschritten wurde die Kultur weiter bei 30°C inkubiert. 3 h nach dem Waschen wurden
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die Zellen bei 10.000 x g und 22°C abzentrifugiert und der Uberstand sterilfiltriert (0,2 um
Filtropur BT50, PES, Sarstedt). Im Uberstand wurden 100 g/l Polyethylenglycol 6000
(Sigma, Deisenhofen) geldst und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie3end wurden die
Phagen durch Zentrifugation fir 3 h bei 25.000 x g und 4°C pelletiert und in 4 ml
Phagenpuffer geldst. Dieses 250 fache Phagenkonzentrat wurde erneut sterilfiltriert (0,22
pm Rotilabo®-Spritzenfilter, CME, steril, Carl Roth, Karlsruhe) und schlie3lich bei 4°C
gelagert.

4.2.2.9 Praparation von RNA

Isolierung

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus E. coli- bzw. V. harveyi Zellen erfolgte mittels saurer
Phenol Extraktion (1). Dazu wurden 13 ml Aliquots der Zellen 5 min bei 10.000 x g pelletiert
und das Pellet in 500 pl kaltem AE-Puffer resuspendiert und in ein 2 mL Eppendorfgefald
Uberfihrt. Dazu wurden 500 pl [gleiches Volumen] auf 60°C erwarmtes
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhaltnis 25/24/1 und 25 pl 10% (v/v) SDS
gegeben und funf Minuten im Thermomixer bei 60°C und 1000 rpm im Intervall inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben fir zwei Stunden auf Eis gekuhlt oder Gber Nacht im
Kihlschrank gelagert.

Im néchsten Schritt wurden die Proben mindestens 20 min bei maximaler Geschwindigkeit
(16.100 x g) und 4°C in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um wassrige und organische
Phase voneinander zu trennen. Die wassrige Phase, ca. 500 pl wurde maoglichst
vollstandig und ohne Teile der organischen Phase mit aufzunehmen in 2 ml PhaseTrapA
GefaRe (Peglab, Erlangen) uberfihrt. Dazu wurden zunachst ein Volumen (500 pl)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und 1/10 des Volumens (50 ul) 3 M Natriumacetat pH
5.2 gegeben und nachdem die Proben gut durchgeschuittelt waren, wurde erneut
mindestens 10 min bei maximaler Geschwindigkeit (16.100 x g) und 4°C in der
Tischzentrifuge zentrifugiert, um wiederum wassrige und organische Phase voneinander
zu trennen. Durch die Wachsschicht, die sich zwischen die beiden Phasen gelegt hat,
konnte die wassrige Phase vollstandig (500 pl) aufgenommen und zum dreifachen
Volumen (1,5 ml) reinen 100% Ethanol Gberfiihrt werden, sodass die Nukleinsauren tber
Nacht bei -20°C in 75% Ethanol gefallt wurden.

Die RNA wurde am néachsten Tag durch Zentrifugation fir mindestens 20 min bei
maximaler Geschwindigkeit (16.100 x g) und 4°C in der Tischzentrifuge pelletiert und im
Anschluss zwei mal mit kaltem 80%igem reinen Ethanol — ohne zu resuspendieren —
gewaschen. Daraufhin wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und schlieflich
in 100 yul RNase-freiem Wasser (mit DEPC behandelt) gelost.
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Der RNA Gehalt und die Reinheit wurden photometrisch bestimmt und zusatzlich visuell
Uber ein 2%iges Agarose-Gel Uberprift. Alle verwendeten Losungen wurden mit DEPC-
behandeltem Wasser angesetzt [0,1% (v/v) DEPC].

Entfernen von chromosomaler DNA und Qualitatskontrolle

Die gereinigte RNA wurde mit RNase-freier DNase | (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung des mitgelieferten Puffers
behandelt. AnschlieBend wurde die RNA erneut visuell tber ein 2%iges Agarose-Gel
Uberpruft und zusétzlich zur Kontrolle eine PCR mit einem Primerpaar durchgefuhrt, die
bei vollstandigem Verdau kein Produkt ergibt.

Die RNA wurde in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.3 Biochemische und analytische Methoden

4.2.3.1 gRT-PCR

Proben von unterschiedlichen Stdmmen und Zeitpunkten das Wachstums wurden
entnommen und RNA isoliert wie bereits beschrieben (1). Die gewonnene RNA wurde
nach den Angaben des Herstellers mit dem cDNA-Synthesekit mit zufallig ausgewéhlten
Hexamer-Primern in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss daran wurde eine quantitative
Echtzeit PCR (gRT-PCR) mit dem iQ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen) im iQ5
Detektionssystem von Bio-Rad mit spezifischen Primern abhangig von dem Transkript,
das nachgewiesen werden sollte, durchgefiihrt. Dabei wurden die Cr Werte nach 40
Wiederholungen eines 2-Schritt-Zyklus mit der iQ Sofware von Biorad bestimmt, und
schlieBlich relative Anderungen in den Transkriptmengen nach Normalisierung auf ein
nicht reguliertes, konstitutiv exprimiertes Gen, wie z.B. recA, mit der vergleichenden ACt
Methode berechnet (114). Die Primereffizienz wurde unter Einsatz definierter Mengen

chromosomaler DNA (10 pg bis 100 ng) bestimmt.

4.2.3.2 Produktion und Reinigung von Proteinen

Zur Reinigung der rekombinanten Proteine wurden die Zellen nach Kultivierung und
Waschen in standard Proteinaufschlusspuffer resuspendiert und anschliel3end durch drei
Passagen in einer French-Press mit 1200 Bar aufgeschlossen. Durch Zentrifugation fur
15 min bei 4°C und 5.000 x g erfolgte die Abtrennung von nicht aufgeschlossenen Zellen
sowie Zelltrimmern und im folgenden Ultrazentrifugationsschritt bei 4°C und 35.000 x g
wurden schlieRlich die loéslichen Proteine aus dem Zytosol (Uberstand) und die

Membranfraktion (Pellet) getrennt.
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Losliche Proteine (GloA, GloB, GloC, CLPY)

GloA-6His, GloB-6His, GloC-6His wurden in dem mit den entsprechenden
Uberexpressionsplasmiden transformierten E. coli BW25113 AgloABC, CLPY in dem Al-
2 Stamm E. coli MBS-01 produziert und mittels Ni*2-NTA (Triazetonitril)-Agarose tber eine
Saule (Sigma-Aldrich) aus der zytosolischen Fraktion gereinigt. Um die Effizienz der
einzelnen Schritte Uberprifen zu kénnen, wurden nach den verschiedenen Schritten
Proben fir eine SDS-PAGE entnommen. Ni*2-NTA-Agarose wurde nach Angaben des
Herstellers beziglich der Bindekapazitdt von 6His-fusionierten Proteinen benutzt. Es
wurde angenommen, dass das Zielprotein nach Uberproduktion ca. 5% des zytosolischen
Gesamtproteins ausmacht. In der Regel wurden 0,5 bis 1 ml abgesetzte Ni*2-NTA-Agarose
in ein 50 ml Reaktionsgefal® tberfihrt, zweimal mit dem 10fachen Volumen an dest.
Wasser gewaschen und anschlieBend fir 30 min bei 4°C mit Waschpuffer (100 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 8, 2 mM [3-Mercaptoethanol, 10% (w/v) Glycerol, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol) aquilibriert.

Zur Bindung der 6His-Proteine wurde die zytosolische Fraktion zu der &aquilibrierten
Agarose gegeben und 30-60 min bei 4°C geschwenkt. Alle weiteren Arbeitsschritte
erfolgten ebenfalls bei 4°C. AnschlieRend wurde das Agarose-Protein-Gemisch auf die
Séaule gegeben. Nach Absetzen der Ni*2-NTA-Agarose wurden nicht gebundene Proteine
durch Waschen mit dem 100-fachen Saulenvolumen mit Waschpuffer entfernt.
AnschlieRend erfolgten flnf Elutionsschritte mit einem Saulenvolumen Elutionspuffer (100
mM Kaliumphosphat-Puffer pH 8, 2 mM R-Mercaptoethanol, 10% (w/v) Glycerol, 300 mM
NaCl, 200 mM Imidazol).

CLPY wurde nach Vorgaben von Taga und Xavier gereinigt (151, 186). Dafiir wurde in
Anschluss an das Standard Reinigungsprotokoll das Protein CLPY entweder 2 Tage bei
4°C oder 5 h bei Raumtemperatur zur Reifung inkubiert und daraufhin mit Gelfiltration in
FRET-Reaktionspuffer umgepuffert.

Die Proteinkonzentration der Elutionsfraktionen wurde nach Lowry bestimmt (115) und
mehrere Fraktionen gegebenenfalls vereinigt. Fur weitere Analysen der Proteine erfolgte

die Lagerung Kurzzeit bei 4°C oder Langzeit bei -80°C.
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Membranproteine (YdgG, YhhQ)

YhhQ-6His und YdgG-6His wurden in dem mit den entsprechenden
Uberexpressionsplasmiden transformierten E. coli BW25113 AyhhQ AydgG produziert.
Die Kultivierung erfolgte in Autoinduktionsmedium fir 20 h bei 20°C. Aus der
Membranfraktion wurden die Proteine in Waschpuffer (100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH
8, 2 mM R-Mercaptoethanol, 10% (w/v), 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) zunachst durch
schrittweise Zugabe des Detergenz n-Dodecyl-3-D-maltosid (DDM) bis zu einer finalen
Konzentration von 1,5% (w/v) solubilisiert und das Solubilisat fiir 20 min bei 70.000 x g im
Rotor 45Ti der Firma Beckman Coulter zentrifugiert. Der Uberstand wurde schlieRlich mit
Ni*2-NTA-Agarose gereinigt (92). Die weitere Reinigung erfolgte entsprechend wie fir
I6sliche Proteine, jedoch mit jeweils 0,04 % (w/v) DDM in Reinigungs- und Elutionspuffer.
Die Proteinkonzentration der Elutionsfraktionen wurde mit Bradford-Assay bestimmt und
mehrere Fraktionen gegebenenfalls vereinigt. Flr weitere Analysen der Proteine erfolgte
die Lagerung Kurzzeit bei 4°C oder Langzeit bei -80°C.

4.2.3.3 Gelfiltration

Zum Entsalzen und Umpuffern, sowie um mogliche Verunreinigungen durch andere
Proteine zu verringern, wurde eine Grolenausschlusschromatographie auf einer
“Superdex 200 10/300 GL - increase“-Geffiltrationssaule in einer Akta Purifier Anlage
durchgefuhrt. Pro Lauf wurde die Saule mit einem Gesamtvolumen von 500 ul beladen.
Der Saulenlauf erfolgte abhangig von dem geladenen Protein mit Reaktionspuffer bei einer
FluGrate von 0,5 ml/min. Die Absorption des Eluats, aufgefangen in 0,5 ml-Fraktionen,
wurde bei 280 nm in einer integrierten optischen Einheit gemessen und das Profil digital
aufgezeichnet. Zusatzlich wurden die gesammelten Fraktionen mittels SDS-PAGE

analysiert und gegebenenfalls vereinigt.

4.2.3.4 Protein Detektion
SDS-PAGE

Zur Analyse wurden die Proben mit 5x Protein-Ladepuffer versetzt und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel mit 0,5% (v/v) Trichlorethanol geladen (48, 106). Die
Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 4,9% (w/v), im Trenngel 12,5% (w/v). Die
Gele wurden mit Hilfe von Protogel2 Fertiglosung (30% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v)
Bisacrylamid) (Biozym Diagnostik GmbH) hergestellt. Die Auftrennung im elektrischen
Feld erfolgte nach Grof3e (107, 163). Die Detektion erfolgte nach Aktivierung durch UV-
Strahlen mit Hilfe der Geldokumentationsanlage. Fir die GréRenzuordnung wurde der
Standard Roti® Mark 10-150 (Carl Roth, Karlsruhe) verwendet.
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Western-Blot Analysen

Zur Detektion 6His-markierter Proteine wurden Zellen, Lysate, gereinigte Proteine nach
der Auftrennung mit SDS-PAGE in einer Nass-Blot Anlage (Bio-Rad, Minchen) mit
Blotpuffer fur zwei Stunden bei 300 mA bzw. dber Nacht bei 100 mA auf
Nitrozellulosemembranen transferiert. Nach dem Blocken der Membran mit 3% (w/v) BSA
in PufferA fur eine Stunde, erfolgte die Behandlung der Membranen mit ,Penta-His
Antibody“ (QIAGEN, Hilden) in der Konzentration 1:2.500 entsprechend den Anweisungen
des Herstellers fur mindestens eine halbe Stunde. Nach mehrmaligem Waschen mit
PufferA wurde als zweiter Antikbrper ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter Anti-
Maus-1gG Antikorper in einer Endkonzentration von 1:5.000 in PufferA mit 3% (w/v) BSA
fur eine Stunde inkubiert. Fir den mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antikorper
wurde der Immunoblot durch Zugabe einer Farbe-Substratldsung entwickelt. Nach dem
Abstoppen der Reaktion durch Waschen mit dest. Wasser wurde die Membran zur

Dokumentation eingescannt.
Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration l6slicher Proteine wurde wie von Lowry beschrieben
durchgefuhrt (115), die Konzentration membranintegrierter Proteine wurden in
Abwandlung des Protokolls durchgefiihrt (149). Die Methode nach Bradford (18) wurde fir
eine erste Abschatzung der Proteinmenge zusatzlich angewendet. Als Standardprotein flr
die Erstellung von Eichgeraden wurde BSA (AppliChem, Darmstadt) verwendet. Uber die
Steigung der Eichgerade im linearen Bereich wurden die Proteinkonzentrationen

bestimmt.

4.2.3.5 Affinitatsbestimmung mit Tryptophanfluoreszenzmessung

Fluoreszenz wurde mit einem Spektrofluorometer FluoroMax-3 bei 25°C gemessen Die
Anregungswellenlange wurde auf 287 nm eingestellt und die Emission wurde zwischen
310 und 390 nm mit einer Spaltbreite von 2,5 nm fiir die Anregung und 2,5 nm fir die
Emission aufgezeichnet. Messungen wurden mit 70 pg/ml Protein in  einem
Gesamtvolumen von 1 ml in 100 mM Kaliumphosphatpuffer mit pH 7,5, 2 mM
3-Mercaptoethanol und 0,04% (w/v) n-Dodecyl-3-D-maltosid durchgefiihrt. Die Proteine
wurden mit Hilfe einer Entsalzungsséaule (HiTrap desalting, 5 ml, Pharmacia biotech) in
den Reaktionspuffer (100 mM Kaliumphosphat-Puffer, 2 mM 3-Mercapthoethanol, 0,04%
DDM) umgepuffert. Liganden (in 150 mM pH 7,5 Kaliumphosphat-Puffer verdiinnt) wurden
in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt, und die Mischung wurde fir 5 min bei
25°C vor der Messung inkubiert. Alle einzelnen Messungen wurden mindestens zweimal

durchgefuhrt. Um durch die Volumenanderung herbeigefiihrte und unspezifische Effekte
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zu korrigieren, wurden die gleichen Experimente neben dem Substrat Al-2 mit Puffer,
Ribose und Carnitin durchgefuhrt, wobei die zugegebenen Volumina jeweils gleich
blieben. Veranderungen in der Fluoreszenz werden als AF/F angegeben, wobei AF die
Anderung der Fluoreszenzintensitat bei 340 nm nach Zugabe von Liganden bei der
angegebenen Konzentration und F die anfangliche Fluoreszenzintensitat gemessen ohne
Liganden ist. Die Affinitatskonstante Kp wurde aus der Steigung des Plottes von AF/F (=
gebundenen Liganden) gegen (AF/F) / (L) (= Quotient von gebundenen und freien

Liganden ) nach Scatchard berechnet (166).

4.2.3.6 Visualisierung von Phagen mit TEM
10 pl von 1:20 bzw. 1:5 verdinntem Phagenkonzentrat wurden auf ein Kupfergitter,
welches durch Ausgliihen entladen wurde und mit Kohlenstoff beschichtet war, adsorbiert.
Nach 10 min wurde die L6sung vom Gitter entfernt und fur 30 s mit 1%igem Uranylacetat
behandelt, was eine negative Farbung des Praparats zur Folge hat. Die Phagen Lésung
wurde mit einem Tropfen vollentsalztem Wasser gespilt und anschlieRend luftgetrocknet.
Die Hellfeld Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde an einem FEI
CM200 Transmissionelektronenmikroskop, bei 160 kV durchgefiihrt. Die Aufnahmen
wurden mit einer Eagle 4k CCD Kamera mit den Programmen EMMenu 4.0 (Tietz) und
FEI aufgenommen. Die TEM wurde von Mauricio Toro durchgefiihrt und die Aufnahmen

zur Verfigung gestellt.

4.2.3.7 Nachweis von HAI-1

Mit Hilfe von UPLC-MS wurde die Konzentration von HAI-1 in Uberstanden, Zytosol und
in vitro Enzymreaktionen bestimmt. Zur Kalibrierung und Quantifizierung wurde eine HAI-
1 Standard L6sung verwendet. Die quantitativen Messungen wurden mit einem Acquity
UPLC™ System (Waters Corporation, Milford, MA, USA) gekoppelt mit einem , Time-of-
flight* Massenspektrometer, das mit einer Apollo Il Elektrosprayionisationsquelle (ESI-
gTOF MS; maXis™, Bruker Daltonik, Bremen) ausgestattet ist, durchgefuhrt. Die
chromatographische Auftrennung erfolgte auf einer Acquity BEH C18 S&ule der
Dimension 1,0 x 150 mm gepackt mit 1,7 um Partikeln (Waters Corporation, Milford, MA,
USA). Die Temperatur des Probenmanagers war 10°C, und es wurden jeweils 5 pl eines
Samples Uber eine partielle Schleife injeziert. Die mobile Phase bestand aus Eluent A
[10% (v/v) Acetonitril und 0,1% (v/v) Ameisensaure in Wasser] und Eluent B [100% (v/v)
Acetonitril]. Der Stufengradient wurde wie in Tabelle 10 abgebildet bei einer

Flussgeschwindigkeit von 0,100 ml/min angelegt.
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Tabelle 10: Verlauf des Stufengradienten zum Nachweis von HAI-1 mit UPLC-MS.

Start 100 0
3,0 95 5
5,0 30 70
5,5 30 70
5,6 100 0
6,6 100 0

Die Aufnahme eines UV/vis Chromatogramms erfolgte tber einen PDA-Detektor bei einer
Wellenlange von 196,5 nm. Das Massenspektrum wurde im positiven lonisierungsmodus
in einem Bereich von 50 — 1000 m/z (Masse zu Ladung) aufgenommen. Alle Proben
wurden in Duplikaten gemessen. Chromatogramme und Massenspektren wurden mit der
Software Data Analysis 3.4 (Bruker Daltonik, Bremen) ausgewertet. Die Daten sind in
Kooperation mit der AG Schmitt-Kopplin (Helmholtz Zentrum, Neuherberg) entstanden
und gespeichert.

4.2.3.8 Nachweis von Methylglyoxal

Die Konzentration von Methylglyoxal (MG) wurde nach Hopper & Cooper (1971) (83) in
verkleinertem Volumen colorimetrisch unter Verwendung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin
als Reagenz bestimmt. Dazu wurden 60 pl dH2O in einem Well vorgelegt und 22 pl
Reagent (0,1% (w/v) Dinitrophenylhydrazin in 2 M Salzsaure) zugegeben. Nach Zugabe
von 7 pl Probe bwz. Standard erfolgte die Inkubation bei 30°C fur 15 min. Daraufhin
wurden 111 pl 10% (w/v) NaOH (= 2,5 M) zugegeben und erneut bei 30°C fir 15 min
inkubiert. Die Menge an MG wurde in Bezug auf eine MG-Standardkurve durch Messung
der Absorption bei 540 nm berechnet (57).

4.2.3.9 Nachweis von Glutathion

Der Nachweis von Glutathion (GSH) beruht auf der Absorptionsanderung des Substrates
5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoat (DTNB, Sigma, Taufkirchen) bei 412 nm, die durch die
Reduktion mit GSH hervorgerufen wird (177). Diese Eigenschaft wurde verwendet, um die
Enzymaktivitdt von Typ Il Glyoxalasen, S-Laktoyglutathion (SLG) in GSH umzuwandelin,
nachzuweisen. Dazu wurden die Enzyme in 96-Well-Platten in 250 pl Puffer (40 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,5, 240 mM NaCl), der 200 uM DTNB und verschiedene SLG-
Konzentrationen enthielt, in einem Mikrotiterplatten-Lesegeréat (Tecan Infinite F200) bei

30°C unmittelbar nach der letzten Zugabe von SLG fir mindestens 1,5 h inkubiert und im
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Abstand von 15 s die Absorption bei 412 nm aufgenommen. Parallel wurde eine

Standardkurve mit GSH-Konzentrationen von 0,01 mM bis 0,4 mM aufgezeichnet.

4.2.3.10 Nachweis von Al-2
Extrazellulare Al-2-Konzentration

Die Konzentration von Al-2 in sterilfiltrierten Uberstanden (0,22 pm Rotilabo®-
Spritzenfilter, CME, steril, Carl Roth, Karlsruhe) aus verschiedenen Kultivierungen wurde
mit Hilfe eines FRET-basierten Assays bestimmt (151). Dabei wurde ein Reporterprotein,
das aus CFP, LuxP, und YFP (CLPY) besteht, in einem Al-2" E. coli MBS-01 produziert,
mit Ni*2-NTA Affinitatschromatographie und GroRRenausschlusschromatographie gereinigt
und schlieBBlich in der finalen Konzentration von 0,025 mg/ml in FRET-Reaktionspuffer
verwendet. Der Nachweis von Al-2 in Losungen oder Uberstanden erfolgte tiber die
Messung von Anderungen im Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET), die durch
die Bindung eines Liganden hervorgerufen werden. Dafur wurde die Fluoreszenzemission
bei 540 nm und 485 nm nach Excitation bei 430 nm gemessen, woraus sich das FRET-
Verhéltnis (YFP/CFP) ergibt. Mit Hilfe einer Al-2 Standardkurve im Bereich von 1 pM bis
40 puM konnte die Al-2 Konzentration in den entsprechenden Uberstanden bestimmt
werden. Um mdogliche stérende Hintergrundsignale zu vermeiden, wurden fir
verschiedene Medien jedesmal die Standardkurven im entsprechenden Medium
aufgenommen. Die Bestimmung der Konzentration in Uberstanden erfolgte jeweils in

biologischen Triplikaten und technischen Duplikaten.
Intrazellulares Al-2 in V. harveyi

Der direkte Nachweis von intrazellularem Al-2 erfolgte qualitativ. Dazu wurden V. harveyi
Stamme mit dem in dieser Arbeit konstruierten Reporterplasmid
PBBR1-MCS-2-IsrKRPs::lacZ transformiert und Ubernachtkulturen von diesen Stammen
auf eine ODegoo von 0,1 in frischem AB-Medium mit Kanamycin verdinnt. Nachdem die
Kulturen bei 30°C fir 6 h bis zu einer ODsoo von 0,7 bis 0,9 gewachsen waren, wurden sie
geerntet. Daraufhin wurde die B-Galaktosidaseaktivitdt von mindestens drei unabhangigen

Wiederholungen bestimmt, wie es bei Miller (124) beschrieben ist.

4.2.4 Bioinformatik

Grundlegende Informationen wie Gensequenzen, intergene Sequenzen und
Informationen zu Proteinen, wie z.B. die Anwesenheit und Positionen von Proteindoméanen
wurden aus einschlagigen Datenbanken wie NCBI, EcoCyc (99) und BioCyc (26), und
Uniprot (197) tbernommen. Strukturanalysen wurden mit Phyre2 (98) und TMHMM (127)
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und Proteinalignments mit Clustal Omega (174, 175) durchgefuhrt. Zur Vorhersage von
potentiellen Bakteriophagen in verschiedenen Genomen wurde die Datenbank PHAST
(http://phast.wishartlab.com/) verwendet (221).

Die Daten wurden mit CLC Main Workbench (CLCbio-QIAGEN; Aarhus, Danemark)
verwaltet, bearbeitet und fur Alignments, Sequenzauswertungen und Kartierungen, sowie
fur die Erstellung von phylogenetischen Stammbaumen verwendet. Zur Erstellung von
Stammb&umen wurde auf3erdem iTOL verwendet (109).

Analysen beziiglich gemeinsamen Vorkommen der korrespondierenden Gene in einem

oder mehreren Genomen wurde mit STRING 9.1 (60) durchgefihrt.
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