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1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Zell-Zell Interaktionen heterotropher Bakterien aus dem Litoral
des Bodensees bei der Besiedlung und dem Abbau partikularen organischen Materials
untersucht. Zum einen wurde dabei die Rolle bakterieller Zell-Zell Kommunikation
(Quorum Sensing) uber N-Acyl-Homoserinlaktone (AHL) unter natirlichen Bedingungen
charakterisiert. Zum anderen wurden Interaktionen in einem mixed species biofilm beim
Abbau von Chitin untersucht. Fur diese Untersuchungen wurden Mikrosmos-Experimente
etabliert, in denen partikuldres organisches Material (autoklavierte einzellige Algen oder
Chitin) in Agarosepartikel eingebettet wurde und entweder der naturlichen Mikroflora des
Bodenseelitorals oder definierten Bakterienstdmmen als Substrat in FlUssigkulturen

angeboten wurde.

1. In Mikrosmos-Experimenten mit eingebetteten Algen und der natirlichen
Mikroflora des Bodenseelitorals reicherten sich zwei dominante Gruppen von
Bakterien an, welchen eine wichtige Rolle beim Abbau organischer Partikel
zugeschrieben wird. Dies waren einerseits AHL-bildende Gammaproteobakterien
der Gattung Aeromonas und andererseits nicht AHL-bildende Stdmme der sehr
heterogenen Gruppe Cytophaga/Flavobacterium. Einige Stamme beider Gruppen
zeigten bei der lIsolierung aus den Mikrokosmen Wechselwirkungen bei der

Koloniebildung auf Festmedium.

2. Die starke Anreicherung der AHL-bildenden Aeromonas-Stamme unterstitzte
unsere urspringliche Arbeitshypothese, dass AHL-vermittelter Zell-Zell
Kommunikation eine wichtige Rolle bei der Besiedelung und dem Abbau von
partikularer organischer Substanz zukommt. Wachstumsversuche mit Rein- und
definierten Cokulturen von Aeromonas hydrophila Stamm AH-1N und der nicht
AHL-bildenden isogenen Mutante AH-1N ahyl zeigten jedoch, dass AHL-Bildung
unter standortnahen Bedingungen fur eine erfolgreiche Etablierung innerhalb der
Mikrokosmen nicht erforderlich war. Auch in Konkurrenz mit dem Cytophaga sp.
Stamm 4D9 war ein Wachstumsvorteil des Stammes AH-1N durch AHL-Bildung

nicht zu beobachten.
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3. A. hydrophila Stamm AH-1N und Cytophaga sp. Stamm 4D9 konnten beide mit
freiem Kkolloidalem Chitin als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle in
Flissigkultur wachsen. Lag Chitin in Agarose eingebettet vor, so war Stamm 4D9
nur noch in Cokultur mit Stamm AH-1N in der Lage, mit Chitin zu wachsen. Dabei
integrierte sich Stamm 4D9 in den Biofiim des Stammes AH-1N auf den
Agarosepartikeln.  Stamm 4D9 konnte auch in Gegenwart zellfreier
Kulturiiberstande, welche von Stamm AH-1N produzierte extrazellulare
chitinolytische Enzyme enthielten, mit eingebettetem Chitin wachsen. Dabei
bildete Stamm 4D9 keinen Biofilm. In Cokultur war eine Biofilmbildung des
Stammes 4D9 erforderlich, um Zugang zu den durch die chitinolytischen Enzyme
von Stamm AH-1N gebildeten Oligomere von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) zu

erhalten.

4. Weiterhin unterstutzte Stamm AH-1N das Wachstum des Pseudomonas
aeruginosa-Stammes PAO1 beim Wachstum mit Chitin, welcher in Reinkultur nicht
in der Lage war, Chitin abzubauen. In Cokultur mit Stamm AH-1N nutzte Stamm
PAO1 das durch Stamm AH-1N wahrend des Wachstums mit Chitin freigesetzte
Acetat sowie vermutlich das Chitin-Monomer GIcNAc und zusatzliche bisher nicht
identifizierte Chitin-Abbauprodukte, nicht aber die Oligomere GIcNAc, und
GlcNAGs.

Zusammenfassend waren die von uns etablierten Mikrokosmen hervorragend geeignet,
um Wechselwirkungen heterotropher Bakterien bei der Besiedlung und dem Abbau
organischer Partikel zu untersuchen und dabei die natirlichen Bedingungen des
Bodensees zu simulieren. Im Rahmen der Mikrokosmos-Experimente sowie
weiterentwickelter Versuche mit Chitin als Substrat wurden neue Zell-Zell Interaktionen
standortrelevanter Bakterien entdeckt. Diese Entdeckungen kdnnen als Grundlage fir
weitere Untersuchungen zu spezifischen Wechselwirkungen zwischen heterotrophen

Bakterien bei der Biofiimbildung und dem Abbau organischer Partikel dienen.
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3 Einleitung

3.1 Die Rolle organischer Partikel und der Abbau du  rch heterotrophe

Bakterien im oligotrophen Bodensee

Der Bodensee ist mit rund 535 km? der drittgrote See Mitteleuropas. Der in den 60er und
70er Jahren durch anthropogene Einflisse eutrophierte See hat in den letzten 20 Jahren
vor allem durch eine effektive Verringerung des Phosphor-Zuflusses seinen urspriinglich
oligotrophen Zustand wiedererlangt (Gude et al. 1998). Der Begriff Oligotrophie beschreibt
nach limnologischer Definition einen nahrstoffarmen Zustand, wobei hier vor allem
anorganische Nahrstoffe wie Phosphor und Stickstoff, nicht aber die Konzentrationen von
gelostem und partikularem Kohlenstoff beschrieben werden (Morita 1997). Unabhangig
von seiner Gesamtmenge ist der grofldte Teil des organischen Kohlenstoffs jedoch nicht
sofort bioverfigbar, sondern wird nur langsam umgesetzt (Weiss und Simon 1999). Die
Konzentrationen des sofort fir einen Umsatz zur Verfliigung stehenden organischen
Kohlenstoffs, vor allem Monosaccharide, belaufen sich auf etwa 5- 20 uM fir den
Bodensee (Hanisch et al. 1996). Da organischer Kohlenstoff jedoch die
Hauptenergiequelle heterotropher Organismen darstellt, kann die Beschreibung der
Nahrstoffarmut eines oligotrophen Gewdassers somit auch die Kohlenstoffquelle
miteinbeziehen (Morita 1997). Heterotrophe Bakterien gelten als die wichtigsten Verwerter
geldsten organischen Kohlenstoffs (Weiss und Simon 1999). In einem oligotrophen
aquatischen System, in dem die Konzentration des frei verfigbaren gelésten organischen
Kohlenstoffes (dissolved organic matter, DOM) gering ist, wird die Haupt-Kohlenstoff- und
—Energiequelle fir heterotrophe Bakterien demnach durch organische Partikel
reprasentiert. Partikulares organisches Material (particulate organic matter, POM) entsteht
durch eine Vielzahl von physikalisch-chemischen sowie biologischen Prozessen. Einer
autochthonen Entstehung liegt vor allem der photoautotrophe Biomasseaufbau und
anschlie3ender Umsatz in der Nahrungskette zu Detritus-Partikeln zugrunde (Simon et al.
2002), welche oft den grolten Teil des POM ausmachen, jedoch durften auch die
Eintrdge von Partikeln durch Teile absterbender Pflanzen sowie Tiere eine grof3e Rolle
spielen. Unter den Bestandteilen organischer Partikel finden sich unter anderem lebende
sowie tote Organismen aus dem Phyto- und Zooplankton, Hillen von Larven und
Schalentieren, Bakterien, Biodepositionen sowie anorganische Substanzen wie
Mineralien. Dominante Biopolymere sind Kohlenhydrate, Proteine sowie Lipide. Als
Mikroaggregate werden Partikel von einer Grof3e von 1 um bis 1 mm, als Makroaggregate

oder ,Lake Snow" (in marinen Systemen ,Marine Snow") von einer Gréf3e zwischen 1 mm
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und mehreren Zentimetern bezeichnet. Die Haufigkeit solcher Aggregate wurde fir den
Bodensee mit bis zu 50 Makroaggregaten und zwischen 5 und 10° Mikroaggregaten pro
Liter beschrieben (Simon et al. 2002).

Abbildung 3-1 Fotografie eines marine snow Partikels, bestehend aus totem und zerfallendem
Phytoplankton, fakalem Material von Zooplankton sowie deren Exoskeletten (Durchmesser 4 mm).
(http://www.noc.soton.ac.uk/GDD/exbio/Rs|_web.htm)

In der ndhrstoffarmen Umgebung oligotropher Gewasser stellen solche Partikel somit Orte
erhdhter Substratkonzentrationen dar (Grossart et al. 2003), weshalb die grofite
metabolische Aktivitat heterotropher Bakterien an solchen Partikeln zu finden ist und
diese daher auch als ,Metabolic Hot Spots" bezeichnet werden. Beispielweise zeigten in
einer Untersuchung von Partikeln des Bodensees partikelassoziierte Bakterien eine
weitaus hohere Atmungsrate als freischwimmende Zellen (Grossart und Simon 1998). Die
hohe metabolische Aktivitat lasst sich ebenfalls in einer hohen Aktivitat Zelloberflachen-
gebundener oder freier hydrolytischer Enzyme wiederfinden (Smith et al. 1992), wodurch
in groRem Malfe geloster organischer Kohlenstoff freigesetzt wird. Durch die hohe
Umsatzrate wird partikuldres Material teilweise schneller abgebaut, als die freigesetzten
I6slichen Substrate aufgenommen werden konnen. Dadurch treten in der unmittelbaren
Umgebung der Partikel sehr hohe Konzentrationen an DOM sowie anorganische
Néahrstoffe auf (Kigrboe und Jackson 2001). Dieser ,Dunstkreis® an N&hrstoffen dient
freischwimmenden Bakterien als Wachstumssubstrat, wodurch an und um ein
organisches Aggregat hohe bakterielle Zellzahlen auftreten, welche um ein tausendfaches
héher sein kdnnen im Vergleich zu reinem See- oder Meerwasser (Azam und Long 2001).
Die durch die hohen Zelldichten erhdhte bakterielle Biomasse ist die Grundlage fiur die
pelagische Nahrungskette. Protozoen werden angezogen, welche ihrerseits grol3eren
Tieren als Substrat dienen. Somit spielen organische Aggregate eine auf3erst wichtige

Rolle beim Nahrstoffrecycling in der Wassersaule und der gesamten Nahrungskette,
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wobei in einem hohen Malie der Kohlenstofffluss und -umsatz durch heterotrophe

Bakterien beeinflusst wird (Azam et al. 1993).

3.2 Interaktionen zwischen heterotrophen Bakterien bei der

Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel

Die Wichtigkeit heterotropher Bakterien fur den Kohlenstofffluss in aquatischen Systemen
und somit fur die gesamte Nahrungskette steht aul3er Frage. Der Begriff ,microbial loop”
beschreibt den Weg des geldsten organischen Kohlenstoffs bis hin zu den letzten
Gliedern der Nahrungskette und den Weg zuriick zu heterotrophen Bakterien und der
erneuten Freisetzung von DOM (Azam et al. 1983). Uber die bei der Besiedlung und dem
Abbau organischer Partikel ablaufenden Vorgange, welche letztendlich zur Freisetzung
von DOM fiihren, gibt es zwar bereits einige Untersuchungen, nicht aber fir die zwischen
den Mitgliedern des ,microbial loops* ablaufenden Interaktionen (Azam et al. 1993).

Fur den Abbau partikularen organischen Materials spielt zunéchst die Besiedlung sowie
die Etablierung auf einem organischen Aggregat eine wichtige Rolle. Der initiale Vorgang
ist die irreversible Anheftung einzelner Zellen an eine Oberflache. Durch Zellteilung
entstehen Mikrokolonien, welche durch die Ausbildung von Adhesinen zusatzliche
Festigung erhalten und die typische Architektur eines Biofilms verursachen. Diese
Architektur gewahrleistet durch ihre Hohlrdume und Kandale einschlieRende
dreidimensionale Struktur unter anderem den Nahrstoffaustausch (Dunne 2002). Ein
wichtiger Faktor bei der Biofilmbildung und- Weiterentwicklung ist die Freisetzung
extrazellularer polymerer Substanzen (EPS), welche aus Polysacchariden, Proteinen
sowie Nukleinsduren bestehen konnen (Stoodley et al. 2002). EPS dienen einerseits der
Festigung der strukturellen Eigenschaften eines Biofilms, andererseits schiitzen sie die
Mitglieder der Biofilmgemeinschaft vor der Zug&nglichkeit antimikrobieller Substanzen
(Costerton et al.1999). Die Architektur eines Biofilms ist sowohl raumlich als auch zeitlich
sehr heterogen, welche sich durch innere sowie dufRere Einflisse standig andert (Donlan
2002). Die Heterogenitat auflert sich beispielsweise durch verschiedenste komplexe
bakterielle Gemeinschaften, deren Zusammensetzungen sich deutlich von denen im
umgebenden Wasser unterscheiden (Crump et al. 1999). Die bakteriellen
Gemeinschaften sind auferst dynamisch, verursacht durch Anheftung und Ablésung
einiger Zellen, Wachstum und Beweglichkeit innerhalb des Biofilms, die Anderung der
Umgebung sowie komplexer intra- und interspezifischer Interaktionen (Kigrboe et al.
2003).

Diese Interaktionen kénnen sowohl kooperativ als auch antagonistisch erfolgen. Innerhalb

der antagonistischen Wechselwirkungen wird vor allem die Konkurrenz um Nahrstoffe
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sowie um Anheftungsstellen auf der Partikeloberflache im Vordergrund stehen. Die
Vorraussetzungen fir eine schnelle Besiedlung eines Partikels und einen erfolgreichen
Wettbewerb um Néahrstoffe sind Motilitéat sowie chemotaktische Fahigkeiten (Kigrboe et al.
2002, Simon et al. 2002). Nicht-chemotaktische Bakterien sowie langsame oder gar
unbewegliche kénnten hier klar Gbervorteilt werden. Die Wachstumsrate eines einzelnen
Bakteriums hingegen spielt unter den néahrstofflimitierten Bedingungen zunachst keine
Rolle (Gottschal 1985). Erst nach erfolgreicher Besiedlung und Nahrstoffverfigbarkeit
kénnen schnell wachsende Bakterien im Vorteil sein. Auch antagonistische Interaktionen
durch die Produktion inhibitorischer Substanzen kdnnen zur Durchsetzung einiger
Stdmme innerhalb einer bakteriellen Gemeinschaft fuhren (Long und Azam 2001).
Hinsichtlich der verfligbaren Substrate kénnen allerdings auch kooperative Interaktionen
auftreten. Ein sehr wichtiger Bereich sind hier metabolische Interaktionen. Durch die
komplexe Gemeinschaft innerhalb eines Biofilms auf einem organischen Partikel sind eine
ebenfalls grof3e Vielfalt extrazellularer polymerabbauender Enzyme zu erwarten, darunter
Cellulasen, Hemicellulasen, Chitinasen und Amylasen. Allein die Gruppe der bisher
bekannten Glycosid-Hydrolasen beinhaltet tiber 50 verschiedene Familien (Zoppini et al.
2005). Fur jede spezifische Bindung innerhalb eines Polymers wird ein spezifisches
Enzym produziert, wobei innerhalb einzelner Enzymgruppen wiederum Unterteilungen
anhand der entstehenden Produkte moglich sind. Beispielsweise kdnnen einige
Cellulasen einerseits Cellobiose, andererseits eine Mischung aus verschiedenen
Cellodextrinen produzieren (Tomme et al. 1995). Wenn man nun noch die Variabilitat
verschiedene Polymere innerhalb eines organischen Partikels bedenkt, entsteht eine
riesige Vielfalt an I6slichen Abbauprodukten. Zusatzlich werden durch die
Remineralisierung der Substrate essentielle N&ahrstoffe frei, welche in oligotropher
Umgebung der limitierende Faktor sind. Von den freigesetzten loslichen organischen
Substraten sowie anorganischen Nahrstoffen profitieren vor allem solche Bakterien
innerhalb des Biofilms, welche ihrerseits keine eigenen extrazellularen Enzyme
produzieren. Weiterhin werden freilebende chemotaktische Bakterien angelockt
(Blackburn et al. 1998). Neben dieser indirekten Interaktion durch gemeinsame Nutzung
extrazellularer Enzyme und freiwerdender Substrate sind auch direkte Interaktionen
mittels chemischer intra- und interzellularer Kommunikation mdglich (siehe néchstes
Kapitel).

Trotz vieler Studien Uber die bei der Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel
ablaufenden Vorgange und intensiver phylogenetischer Beschreibung bakterieller
Gemeinschaften solcher Partikel (siehe hierzu Crump et al. 1999, Lemarchand et al.
2006, Weiss et al. 1996) ist zu den spezifischen Interaktionen, vor allem unter natirlichen

Bedingungen, bisher wenig bekannt.
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3.3 Quorum Sensing als Beispiel bakterieller Kommun ikation

Die bei der Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel wichtigen Faktoren wie die
Bildung eines Biofilms und die Produktion extrazellularer hydrolytischer Enzyme in einer
Umgebung mit hoher Diffusion sind nur bei einem effektiven Verbrauch der Substrate
lohnend. Hohe Zelldichten kdnnen einen geringen Verlust l6slicher Substrate
gewahrleisten, weswegen viele der oben genannten Faktoren erst bei dem Erreichen
einer bestimmten Zelldichte induziert werden. Diese Populationsdichte-abhangige
Genexpression wird als Quorum Sensing (QS) bezeichnet. Der kooperativen Expression
spezifischer Gene liegt die Produktion verschiedener diffusibler Signalmolekile zugrunde
(fur aktuelle Reviews siehe Waters und Bassler 2005, Keller und Surette 2006). Das
Phanomen, dass Bakterien Uber Signalmolekile miteinander kommunizieren, wurde
erstmals beim marinen Bakterium Photobacterium (Vibrio) fischeri entdeckt (Nealson et al.
1970), dessen Biolumineszenz im Leuchtorgan eines Tintenfisches seine Verwendung
findet. Durch die Regulation Uber das Quorum Sensing-System wird der notwendige
Energieaufwand erst ab fur die Biolumineszenz relevanten Zelldichten aufgebracht.
Freilebende Zellen lumineszieren daher nicht, dicht gepackte im Leuchtorgan dagegen
schon. QS spielt oft eine Rolle bei pathogenen Bakterien, die Bildung vieler virulenter
Exoenzyme unterliegt dem Regulationsmechanismus lUber QS. Weitere Beispiele sind
Antibiotika-Produktion, DNA-Transfer, Differenzierungsprozesse, Sporulation und
Pigmentproduktion. Die Expression der entsprechenden Gene unterliegt der Aktivierung
eines spezifischen Regulatorproteins durch die Signalmolekile. Bakterien nehmen ihre
Zelldichte somit Uber die Konzentration der spezifischen Signalstoffe war. QS ist sowohl in
Gram negativen, als auch in Gram positiven Bakterien bekannt, jedoch werden
verschiedene Moleklle verwendet. In Gram negativen Bakterien (bisher nur in Alpha-,
Beta- und Gammaproteobakterien) sind dies hauptsachlich Acyl-Homoserinlaktone (AHL)
(Abbildung 3-2), welche sich in ihrer Seitenkettenlange und —substitution unterscheiden
und dadurch spezifisch fir verschiedene Spezies sein kdnnen (Eberl 1999, Miller und
Bassler 2001). Gram positive Bakterien nutzen dagegen Peptide (Bassler 2002).
Weiterhin wird der sogenannte Autoinducer 2 (Al 2) beschrieben, ein Furanon, dessen
Boratester seine aktive Form darstellt (Schauder et al. 2001). Al 2 ist sowohl bei Gram
negativen, als auch bei Gram positiven Bakterien bekannt. Die Diversitdt der
Signalmolekiile ist sicherlich weitaus groR3er, als bisher bekannt, jedoch fehlen fur diese
Vielfalt geeignete Biotests.

Der molekulare Mechanismus von Quorum Sensing kann wie folgt am Beispiel des
luxCDBA-Sytems aus P. fischeri beschrieben werden. Der Autoinducer (N-3-
Oxohexanoyl-L-Homoserinlakton, OHHL) wird produziert von der Synthetase Lux| und

akkumuliert innerhalb sowie durch Diffusion tUber die Membran aulRerhalb der Zelle. Steigt
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die Zelldichte, so steigt auch die Konzentration von OHHL. Die Aktivierung des Response
Regulator LuxR erfolgt durch die Bindung des Signalmolekils. Nach Bindung dieses
Komlexes an ein DNA-Bindemotiv werden sowohl die Lumineszenz—Gene exprimiert, als
auch die Expression von luxl hochreguliert, wodurch die Signalmolekule zuséatzlich eine

positive Riickkopplung bewirken.

- Lange der Acylseitenkette (C4-C14)
- Substitution (oft: 3-Oxo-Substitution)
- Seltener: Sattigungsgrad der Seitenkette

(o]
5 J\/R Konstante Struktur Variation von:
!
o H

o
0: j\NJ\/\ N-Butanoyl-HSL (BHL)
|
O H
0: j\N/ﬁ\/\/\ N-Hexanoyl-HSL (HHL)
|
O H
o (o]
OP\NJ\/U\/\ N-3-OxoHexanoyl-HSL (OHHL)
|
O H

3-Oxo0-Dodecanoyl-HSL (OdDHL)

(e} (e}
o JJ\/U\/\/\/\/\
N
(e} H

Abbildung 3-2 Ubersicht lber die strukturelle Vielfalt der Acyl-Homoserinlaktone Gram negativer

Bakterien

Da Quorum Sensing aufgrund der Diffusion der Signalmolekile im Freiwasser kaum eine
Rolle spielen durfte, wird sich diese chemische Kommunikation zwischen Bakterien in
erster Linie in Biofilmen abspielen. Einige Untersuchungen (z.B. Voloshin und Kaprelyants
2004, Greenberg 2003) beschreiben die Bedeutung von QS in bakteriellen Biofilmen und
Aggregaten. Hier konnen die Anheftung an eine Oberflache, die Bildung von
extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) oder die Differenzierung einzelner Zellen
innerhalb des Biofilms einer QS-Regulation unterliegen. Ein im luxl-Homolog lasl defekter
Stamm von Pseudomonas aeruginosa weist im Gegensatz zum Wildtyp nur flache,
undifferenzierte Biofilme auf (Davies et al. 1998). Auch die Biofilmbildung einer Mutante
von Aeromonas hydrophila mit einem Defekt in der AHL-Synthese ist gehemmt. Im

Gegensatz zum Wildtyp bildet diese Mutante undifferenzierte Biofilms aus (Lynch et al.
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2002). Der Phéanotyp der Mutante kann weitestgehend durch die Zugabe von exogenem
AHL komplementiert werden.

Die beschriebenen Untersuchungen beziehen sich jedoch nur auf Biofilme von
Reinkulturen unter Laborbedingungen. Zur Bedeutung von QS in natirlichen Systemen
gibt es bisher nur wenige Berichte (Manefield und Turner 2002). So wurden AHL-
produzierende Bakterien aus marine snow isoliert (Gram et al. 2002) und auch die
Anwesenheit von AHL in aquatischen Biofilmen wurde bestétigt (McLean et al. 1997). Die
Zugabe von AHL in Anreicherungsmedien erhohte die Kultivierungseffizienz fir marine
(Bruns et al. 2003) und SuRwasser-Bakterien (Bussmann et al. 2001). Die Produktion von
AHL kann auch zu interspezifischen bakteriellen Wechselwirkungen flhren, wie
beispielsweise bei Stammen von Pseudomonas aeruginosa und Burkholderia cepacia
(Lewenza et al. 2002). Auch der Einfluss von AHL-produzierenden Bakterien auf
Eukaryoten wurde beobachtet. So nehmen Zoosporen der Grinalge Ulva die
Anwesenheit von Biofilmen als Anheftungssubstrat durch sich im Biofilm befindende AHL-
Produzierer wahr (Joint et al. 2002, Tait et al. 2005). Auch eine Interferenz mit Quorum
Sensing-Systemen  durch  Autoinducer-Antagonisten  wurde  beschrieben, wie
beispielsweise die von der Rotalge Delisea pulchra produzierten halogenierten Furanone
(Manefield und Turner 2002).

Alle bisherigen Studien Uber Funktionen und Auswirkungen des Quorum Sensing-
Systems suggerieren eine wichtige Rolle auch fiur die Besiedlung und den Abbau
organischer Partikel in aquatischen Systemen. Eine systematische Studie zur
Untersuchung der tatséchlich stattfindenden AHL-vermittelten Vorgénge in naturlicher

Umgebung fehlt allerdings unseres Wissens vollstandig.

3.4 Abbau von Chitin als Beispiel partikularen orga  nischen Materials

Chitin ist nach Cellulose das zweithaufigste Biopolymer der Erde (Gooday 1990a). Die
jahrliche Produktionsrate belauft sich auf geschatzte 10 t (Keyhani und Roseman 1999),
der Hauptanteil wird vor allem durch Krill eingetragen. Chitin besteht aus alternierenden 3-
1,4-verknipften N-Acetylglucosamin-Einheiten, welche zusatzlich durch
Wasserstoffbricken miteinander verbunden sind (Abbildung 3-3). Die haufigste Form von
Chitin ist a-Chitin, bei dem die einzelnen Polymerstrange in antiparalleler Richtung
verlaufen, welche wiederum durch Wasserstoffbricken zusammengehalten werden,
wodurch eine auRlerst stabile Struktur entsteht (Gooday 1990a). Chitin liegt fast immer
guervernetzt mit anderen strukturellen Komponenten wie Proteinen vor, zusatzlich sind
variierende Grade von Mineralien-Einlagerungen, vor allem durch Verkalkung, zu finden.

Es ist ein wichtiger Bestandteil der Zellwéande von Pilzen, einigen Griinalgen sowie



Einleitung 12

Diatomeen und ist das Hauptstrukturelement der Kutikula von Wirmern, Weichtieren und
Arthropoden (Keyiani und Roseman 1999). Sporadisch wird Chitin auch in Ciliaten,
Flagellaten und Amében gefunden. Bis auf die Ausnahme von Streptomyceten ist das
Vorkommen in Prokaryoten nicht bekannt. Chitin-abbauende Enzyme sind weit verbreitet
bei Pflanzen, Pilzen, Bakterien und einigen Tieren, jedoch gelten vor allem die
bakteriellen chitinolytischen Enzyme als die wichtigsten Umwandler des enormen
weltweiten Chitin-Vorrates zu frei verfigbaren gelésten organischen Kohlenstoff sowie
Stickstoff (Baty et al. 2001).

"
':'llﬂ
OH OH
%g HO NH o CH: 0
4(-\\\_, ~0 "Tx_ﬂ
HO N-0~£75h HO i
/
co CcO
\ \
CH, CH,

Abbildung 3-3 Molekulare Struktur von Chitin (Gooday 1990b).

Der Abbau von Chitin verlauft zun&chst tber die Spaltung der glycosidischen Bindungen
des Polymers durch eine Chitinase (1,4-B-poly-N-Acetylglucosaminidase, E.C. 3.2.1.14).
Hierbei wird zwischen zwei verschiedenen Chitinasen unterschieden. Exochitinasen
spalten Diacetylchitobiose vom nicht-reduzierenden Ende ab, Endochitinasen schneiden
die glycosidischen Bindungen wahllos entlang des Stranges (Muzzarelli 1977), wodurch
Oligomere verschiedener Langen entstehen, welche wiederum der Exochitinase als
Substrat dienen. Entstehende Dimere (Acetylchitobiose) werden durch eine Chitobiase,
(E.C. 3.2.1.52) zu den Monomeren hydrolysiert. Einige dieser Enzyme haben auch
Exoenzym-Eigenschaften und konnen als N-Acetylglucosaminidase (GIcNAcidase)
einzelne Monosaccharide vom nicht-reduzierenden Ende von Oligomeren abspalten
(Gooday 1990b) (Abbildung 3-4). Endochitinasen sind ausschlie3lich extrazellular
vorzufinden, da sie am unldslichen Chitin-Polymer agieren. Die aus der Aktivitat
extrazellularer Exo- und Endochitinasen resultierenden I6slichen Oligosaccharide werden
durch spezifische Porine in den periplasmatischen Raum udberflhrt, wo sie weiteren

Exochitinasen sowie Chitobiasen als Substrat dienen. Entstehende Monomere werden
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uber einen spezifischen PTS-Transporter als GIcNAc-6-Phosphat in das Cytosol
Uberfiihrt. Alternativ kénnen Dimere und auch Trimere (ber Permeasen ins Cytosol
transportiert werden, wo sie durch Chitobiasen bzw. GIcNAcidasen zu den zu Monomeren
hydrolysiert werden, welche anschlieRend durch eine ATP-abhangige Kinase zu GIcNAc-

6-P phosphoryliert werden (Baty et al. 2001, Bassler et al. 1991).

GIcNAc-GIcNAc-GlcNAc-GIcNAc-GIcNAc-GlIcNAc-GIcNAc-GlcNAc

1 1

l Exochitinase l Endochitinase
GlcNAc-GIcNAc GIcNAc-GIcNAc-GIcNAc
] ]
i} {} Periplasma
GlcNAc-GIcNAc GIcNAc-GIcNAc-GIcNAc
Chitobiase GIcNAcidase
v
GIcNAc
]
\} Cytosoal
GIcNAc-6-P

l —  Acetat
GIcN-6-P
l —>  Ammonium

Fru-6-P

Abbildung 3-4 Schematische Darstellung eines méglichen Abbaus von Chitin durch die Aktivitat
von Chitinasen und Chitobiasen zum Endprodukt N-Acetylglucosamin (GIcNAc) und dem weiteren

Abbau durch hydrolytische Deacetylasen und Deaminasen.

Das Endprodukt der Chitin-Hydrolysierung, GIcNAc-6-P, wird nun hydrolytisch deacetyliert

(Roseman 1957, E.C. 3.5.1.25), wodurch Acetat sowie Glucosamin-6-P entstehen.
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Letzteres wird wiederum durch eine Glucosamin-6-P Deaminase (Glucosamin-6-Phosphat
Ketol-lsomerase, E.C. 3.5.99.6) deaminiert (Comb und Roseman 1958), wodurch
Fructose-6-P entsteht, welches nun in die Glycolyse eingehen kann. Alternativ zur
Deacetylierung des Monomers kann dies bereits am Polymer mit der Bildung von
Chitosan geschehen, wobei die folgenden Hydrolysierungsschritte analog derer mit den
acetylierten Substraten erfolgen.

Neben der extrazellularen Bildung von Oligomeren wurden fir viele Reinkulturen auch die
Freisetzung von GIcNAc, Glucosamin, Acetat und Ammonium in den Kulturiiberstand
beschrieben (Gooday 1990a). Ubertragen auf die Umwelt bedeutet dies eine
Bereitstellung wichtiger Substrate. Fir den Bodensee wurde der prozentuale Anteil von
GIcNAc an der Menge aller freien Monosaccharide durchschnittlich mit 10-14 % ermittelt
(Bunte und Simon 1999), und auch in Ozeanen besteht der Pool freier Aminozucker zu
einem grofRen Teil aus GIcNAc (Riemann und Azam 2002). Dies verdeutlicht die
Wichtigkeit chitinabbauender Bakterien fir die Umsetzung partikularer Substrate zu

geldsten Nahrstoffen in der Umwelt.

3.5 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollten die bei der Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel
stattfindenen Interaktionen zwischen heterotrophen Bakterien der Litoralzone des
Bodensees naher charakterisiert werden. Hierzu sollten zunachst geeignete Mikrokosmen
etabliert werden, welche die natirlichen Bedingungen im Bodensee nachstellen sollten.
Diese Mikrokosmen sollten dazu dienen, solche Bakterien anzureichern, welche
tatsachlich an der Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel beteiligt sind.
Weiterhin sollten die in den Mikrokosmen dominierenden Bakterien auf die Bildung von
Acyl-Homoserinlaktonen (AHL) untersucht werden, um die Rolle AHL-vermittelter
Kommunikation bei dem Abbau organischer Partikel unter natirlichen Bedingungen zu
untersuchen. Hierzu sollten Wachstumsversuche mit Rein- und definierten Mischkulturen
der aus den Mikrokosmen isolierten Bakterien hinsichtlich der Funktion AHL-vermittelter
Interaktionen durchgefiihrt werden. Neben der Betrachtung dieser chemischen
Kommunikation zwischen Bakterien sollten zusatzlich Untersuchungen zu metabolischen

und physiologischen Interaktionen einbezogen werden.



4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien

Chemikalien und Biochemikalien wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Fluka

(Neu-Ulm), Difco und Roth bezogen. Einige Spezialchemikalien wurden bei anderen

Firmen bezogen und werden im Text angegeben.

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Verwendete Bakterienstamme

Tabelle 4-1 Auflistung aller verwendeten Bakterienstamme

Stamm Charakteristika

Referenz

Cytophaga sp. 4D9 Bodenseeisolat; gene bank accession
number (NCBI): EF395377
Aeromonas hydrophila
AH-IN  Wildtyp
AH-1N ahyl Isogene Mutante, defekt in AHL-Synthese

Styp von Rekowski
et al. 2007

Lynch et al. 2002
Lynch et al. 2002

Pseudomonas
aeruginosa
PAO1 Wildtyp
PAO1-Tn7-yfp Tn7 chromosomale Insertion von yfp, Gm'

Holloway collection
Klebensberger et al.
2007

Chromobacterium Mini-Tn5-Mutante vom Wildtyp (ATCC
violaceum CV026 31532); defekt in AHL-Synthese
Escherichia coli Biolumineszierende AHL-Indikatorstamme

pSB 401 [uxCDABE unter Kontrolle von Py, Tet’
pSB 536 [uxCDABE unter Kontrolle von Pgpyr, Ap'
pSB 1075 IuxCDABE unter der Kontrolle Pj,sg, Tet'

McClean et al. 1997

Winson et al. 1998
Winson et al. 1998
Winson et al. 1998

E. coli DH5a Chemisch-kompetenter Stamm

E. coli S17-1 Donorstamm fir biparentale Konjugation

Sambrook und
Russel 1989
Simon et al. 1983
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4.2.2 Medien und Substrate

4.2.2.1 Medien und Substrate

Als Grundmedium fur die Isolierung von Bakterien aus Mikrokosmen (4.2.5) sowie fur
Wachstumsexperimente mit den Stammen 4D9, AH-1N und PAO1 zur Untersuchung des
Chitin-Abbaus diente ein HEPES-gepuffertes Komplexmedium (Medium B) mit folgenden
Bestandteilen: 0,05 % Trypton, 0,0005 % Hefeextrakt, 10 mM HEPES, 5 mM NH,CI, 0,5
mM MgSQO,, 14 mM KCI, 7,2 mM NaCl. Nach Einstellung des pH-Wertes mit NaOH auf
pH 7 und Sterilisation durch Autoklavierung wurde das Medium mit folgenden Zusétzen
komplementiert: 0,01 mM CacCl,, 0,15 mM Phosphatlésung (pH 7; 0,205 mM K,HPO, und
0,045 mM NaH,PO,) und Spurenelementlésung SL 10 (Widdel et al. 1983). Alle AHL-
Indikatorstdmme wurden mit Luria-Bertani-Medium (1 % Trypton, 1 % NaCl, 0,5 %
Hefeextrakt) und dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Festmedien enthielten
1,5 % Agar.

Als Wachstumssubstrat fiir die Untersuchungen zur AHL-vermittelten Interaktion dienten
autoklavierte Algen (Scenedesmus obliquus). Fir weitere Wachstumsversuche wurde das
oben beschriebene Medium B ohne Trypton und NH4CI mit 0,5 % (w/v) Chitin, 5 mM
N-Acetylglucosamin (GIcNAc), 2,5 mM N,N’-Diacetylchitobiose (GIcNAc,) oder 1,7 mM
N,N’,N”-Triacetylchitotriose (GIcNAc;) als Kohlenstoff- und Stickstoffquellen verwendet.
Als Selektionsmedium fur Transposonmutanten diente ein Minimalmedium (Philipp et al.
2006) mit 5 mM Glucose.

4.2.2.2 Préaparation von kolloidalem Chitin

Zur Herstellung des fur Wachstumsexperimente bendgtigten kolloidalen Chitins wurde
kommerzielles Chitin (practical grade, gemahlen, Sigma) modifiziert nach Reichenbach
(2006a) folgendermal3en behandelt: 20 g Chitinflocken wurden langsam unter standigem
Ruhren zu wenigstens 200 ml konzentrierter HCI gegeben. Nach etwa 20 min wurde die
entstandene braune Lésung unter Rihren in 4 | eiskaltes entsalztes Wasser geschiittet,
wobei sich das Chitin als weil3es Material absetzte. Durch wiederholtes Abschitten des
Uberstandes nach Préazipitation des Chitins und Auffillen mit Wasser wurde nach
Erreichen eines pH-Wertes von etwa 4 die Suspension mit NaOH neutralisiert und
anschlielend mittels Filtration durch einen Faltenfilter eingeengt, bis das Chitin eine
Konzentration von rund 2 % erreichte. Die Konzentration wurde einmalig mittels
Trockengewichtsbestimmung ermittelt, da der Wert jedoch lediglich 2 % unter dem
anhand der Ausgangsmenge errechneten lag, wurde fir jede weitere Praparation ein

abgeschéatzter Wert als Endkonzentration angenommen.
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4.2.2.3 Herstellung von in Agarose eingebetteten Substraten

Herstellung von in Agarose eingebetteten Algen: 50 ml einer Kultur der einzelligen Alge

Scenedesmus obliquus (zur Verfigung gestellt von E. von Elert) mit einem
Gesamtkohlenstoffgehalt von 12,6 mg wurden bei 10000 rpm fur 20 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde nach Resuspension im gleichen Volumen
0,9 % NaCl erneut zentrifugiert und anschlieBend in 4 ml 0,9 % NaCl und 16 ml
destilliertem Wasser aufgenommen. Nach Zugabe von 1% Agarose (SaeKem® LE
Agarose, BMA) wurde die Suspension bei 121 € fur 20 min autoklaviert und in eine
Petrischale gegossen (@ 8,5 cm). Nach Erharten der Agarose wurden Kugeln
(Kohlenstoffgehalt ~ 0,06 mg) mittels einer abgeschnittenen 1 ml Pipettenspitze
ausgestochen.

Herstellung von in Agarose eingebettetem Chitin: Medium B (ohne N und C) wurde mit

1 % Chitin versetzt. Die weiteren Schritte erfolgten analog der Herstellung der in Agarose

eingebetteten Algen.

4.2.3 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung

Die genauen Kaultivierungsbedingungen der Wachstumsversuche sind den jeweiligen
Experimenten zu entnehmen. Die Wachstumsversuche mit Algen oder Chitin als Substrat
erfolgten in der Regel bei 16 C, abweichend wurden die Ansatze bei maximal 25 T
inkubiert. Vorkulturen fur Experimente mit Reinkulturen wurden in der Regel nach
Animpfen von Platte in 5 ml Medium B in 10 ml-R6hrchen angezogen. Inkubiert wurden
die Vorkulturen auf einem Rotationsschittler (CMV-ROM, Frobel GmbH) bei 120 rpm und
30 C. Arbeitskulturen aller Stamme wurden auf Fest medium bei 30 C angezogen und
bei 4 T aufbewahrt sowie wdchentlich Gbertragen. I n regelmé&Rigen Abstidnden wurden
die Stamme aus Glycerinkulturen (40 % wi/v), welche in flissigem Stickstoff aufbewahrt

wurden, auf Festmedium ausgestrichen.

4.2.4 Wachstumsmessungen

Die Wachstumsmessungen bei |8slichen Substraten erfolgten Uber die Ermittlung der
optischen Dichte bei 600 nm in einem Spektralphotometer (Hitachi, Modell, Tokyo,
Japan). Bei nichtloslichen Substraten wurde das Wachstum uber die Ermittlung der
Gesamtzellzahl (total cell counts, TCC) oder der koloniebildenden Einheiten (colony
forming units, CFU) bestimmt.

Zur Bestimmung der TCC wurden die Zellen durch Vakuum-Filtration auf einem
schwarzen Polycarbonatfilter (PorengréRe 0,2 um, Millipore) gesammelt und mit 1 pg mi™*
DAPI (4’, 6-Diaminido -2-Phenylindol) gefarbt. Die Zellen wurden mittels
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Epifluoreszenzmikroskopie (Axiophot, Zeiss) unter Benutzung eines Okular-Mikrometers

(10x10 Quadrate, Zeiss) gezahlt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde (ber die Formel
TCC ml™ = (N*A)/(Ac*Vy)

bestimmt, mit N: Anzahl der Zellen pro Quadrat des Okularmikrometers, Ar: Flache des
Filters (3,14 cm?), A«: Flache eines Quadrates (3,8*10° cm? bei 640-facher VergréRerung)
und Vs filtriertes Volumen (ml).

Die Bestimmung der CFU erfolgte Uber die Plattierung einer Verdinnungsreihe
(Klebensberger et al. 2006) auf Medium B- Festmedium. Hierflr wurden je dreimal 10 pl
einer Verdinnung auf Festmedium getropft und die CFU dber die Anzahl der

gewachsenen Kolonien berechnet.

4.2.5 Anreicherung und Isolierung von Bakterien in Mikrokosmen

Zur Anreicherung und Isolierung von bei der Besiedelung und dem Abbau organischer
Partikel beteiligten Bakterien wurden Mikrokosmosexperimente etabliert, welche den
natiirlichen Bedingungen im Bodensee entsprechen sollten. Seewasser, welches die
naturliche Mikroflora des Bodensees enthielt, wurde von der Litoralzone des Bodensees
aus einer Wassertiefe von etwa 40 cm mit einem sterilen Gefal3 entnommen. 7,5 ml des
Seewassers wurden in sterilen Glasréhrchen auf einem Rotationsinkubator (CVM, Frobel)
mit 100 rpm bei 16 T inkubiert. Als Nahrstoffquel le dienten autoklavierte, in Agarose
eingebettete einzellige Algen (Scenedesmus obliquus), welche im Phytoplankton des
Bodensees vorkommen. Je eine dieser Agarosekugeln, welche einen Kohlenstoffgehalt
von etwa 0,06 mg besal3, wurde einem Mikrokosmos zugefiigt. Als Kontrolle dienten
algenfreie Agarosekugeln sowie Mikrokosmen ohne Kugel. Nach 0 h, 24 h sowie 48 h
wurden Proben aus der Suspension entnommen (suspendierte Fraktion), um einerseits
die Gesamtzellzahl (TCC) und andererseits die colony forming units (CFU) zu bestimmen.
Um Bakterien zu quantifizieren und zu isolieren, welche sich auf der Agarosekugel
angesiedelt hatten (Biofilm-Fraktion), wurden die Kugeln in je 100 pl Kaliumphosphat-
Puffer (50 mM, pH 6) zundchst mit einem sterilen Plastiksto3el zerstoRen und
anschliel3end mit 50 pl (50 Units) Agarase (Agarase aus Pseudomonas atlantica, Sigma)
fir 90 min bei 30 T behandelt, um eine mdglichst s chonende Ablésung von Zellen aus
der Biofilm-Fraktion zu gewéhrleisten. Die Bakterien aus dieser Fraktion wurden Uber
CFU quantifiziert. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl der Biofilmfraktion war technisch
nicht moglich.

Kolonien aus CFU-Verdinnungsreinen der suspendierten sowie der Biofilmfraktion
wurden auf AHL-Bildung Uberprift (siehe 4.4.2). AHL-positive Stdmme wurden durch

mehrmaliges Ausstreichen und Ubertragen von Einzelkolonien gereinigt und tber
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Standardtests zur phanotypischen Einordnung (Gram-Bestimmung durch KOH-Test,
Oxidase- und Katalase-Bestimmung) und einer RFLP-Analyse (siehe 4.5.8) naher

charakterisiert.

4.2.6 Wachstumsversuche mitin Agarose eingebettete  n Algen als Substrat

Wachstumsversuche mit den Stammen AH-1N, AH-1N ahyl und 4D9 in Rein- und
definierten Co-Kulturen erfolgte in Glasréhrchen analog der Mikrokosmen. In Agarose
eingebettete Algen wurden wie in 4.2.2.3 beschrieben hergestellt, abweichend enthielten
die Agarosekugeln die doppelte Menge an Algen (0,12 mg C). Als Hintergrundmedium
diente 7,5 ml sterilfiltriertes (Whatman FP 30/0,2 CA-S, 0,2 um, Schleicher&Schuell)
Seewasser. Vorkulturen wurden in Medium B-Flussigmedium Uber Nacht bei 30 €
inkubiert und die Gesamtzellzahlen wurden bestimmt. Fir die Wachstumsversuche wurde
ein Inokulum von 10° Zellen mlI™* eingesetzt und die Réhrchen bei 16 T inkubiert. N ach
0 h, 24 h und 48 h wurden Proben der suspendierten und der Biofilmfraktion entnommen
und die TCC und CFU bestimmt. Die Verdinnungsreihen der CFU wurden abweichend
auf Medium B mit 1 % Trypton plattiert, um das Schwarmverhalten des Stammes 4D9 zu
reduzieren und eine Koloniebildung zu unterstitzen. Kolonien aus Mischkulturen der
Stamme AH-1IN bzw. AH-1IN ahyl mit Stamm 4D9 konnten eindeutig durch die
verschiedenen Kolonie-Morphologien unterschieden werden. Kolonien der Aeromonas-
Stamme wurden mittels des CV026 AHL-Bioassays differenziert (4.4.2).

4.2.7 Wachstumsversuche mit Chitin als Substrat

Vorkulturen der Stamme AH-1N, 4D9 und PAO1 wurden wie beschrieben angesetzt und
die Gesamtzellzahl bestimmt. Als Hintergrundmedium diente Medium B ohne Trypton mit
oder ohne Ammonium, wodurch das eingesetzte Chitin einerseits als Kohlenstoffquelle
und andererseits zusatzlich als Stickstoffquelle diente. Chitin lag entweder frei suspendiert
mit einer Konzentration von 0,5 % (w/v) oder eingebettet in Agarosekugeln (1% pro Kugel)
vor. Das Inokulum der Stamme betrug 10° Zellen ml*. Die Versuche wurden in
Glasrohrchen mit 5 ml Medium oder, falls grol3ere Volumina benétigt wurden, in
Erlenmeyerkolben angesetzt und bei 16 T und 150 rpm inkubiert. Nach 0 h, 24 h, 48 h
und 72 h oder nach langeren Inkubationszeiten wurden Proben zur Bestimmung der TCC
oder CFU entnommen. Auch hier wurden wie beschrieben die Agarosekugeln
desintegriert, um die Biofilmfraktion der Bakterien zu gewinnen und zu quantifizieren. In
einigen Fallen wurde zusatzlich die Menge an Ammonium im Kulturiberstand bestimmt.
Die Abnahme des Chitins in frei suspendierter Form wurde Uber die Abnahme der
Fullhdhe in Glasréhrchen bestimmt. Hierzu wurde bei jeder Probennahme der Abstand

der Chitin-Fullhéhe vom Réhrchen-Boden mit einem Lineal gemessen.
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Fir Wachstumsversuche mit Stamm 4D9 mit eingebettetem Chitin und zellfreien
Kulturiiberstanden des Stammes AH-1N wurden die Uberstande sterilfiltriert (4.2.8) und
zu 1/5 des Gesamtvolumens im Versuch eingesetzt. Diese Versuche wurden in 24 Well-
Platten im 2 mI-Maf3stab durchgefiihrt und bei 25 € inkubiert.

4.2.8 Gewinnung von Kulturtiberstanden

Kulturiberstande der Stamme AH-IN und 4D9 wurden einerseits  far
Wachstumsexperimente (4.2.7) und zum anderen fir die Bestimmung von
Enzymaktivitditen sowie der beim Abbau von Chitin entstehenden Produkte (4.3.2)
verwendet. Nach Wachstum mit 5 mM GIcNAc oder 0,5 % Chitin im 100 ml-Maf3stab in
250 ml Erlenmeyerkolben mit einer Inkubationszeit von 24 h (GIcNAc) bzw. 72 h (Chitin)
wurden die Kulturen bei 10 € mit einer Geschwindig keit von 10000 rpm fir 10 min
zentrifugiert (Eppendorf, 5804R, Rotor F34-6-38). Die Uberstande wurden mit einem Filter
(Whatman FP 30/0,2 CA-S, 0,2 pum, Schleicher&Schuell) zweimal sterilfiltriert. Zur
Entfernung extrazellularer Enzyme wurden die Uberstande vor der zweiten Sterilfiltration
zunachst mit einem Molekulargewichts-Ausschluf3filter (Amicon Ultra-15 Ultracel-10k,
Millipore) durch Zentrifugation bei 3000 rpm (Eppendorf, 5804R, Rotor F34-6-38).

fraktioniert.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Zellernte und Herstellung von Rohextrakten

Die Herstellung von Rohextrakten der Stdamme AH-1N und 4D9 erfolgte analog der
Gewinnung von Kulturiiberstdnden nach Wachstum mit 5 mM GIcNAc oder 0,5 % Chitin
als Wachstumssubstrat. Chitin-gewachsene Kulturen wurden hierbei zunachst tber eine
grobmaschige Gaze filtriert, um verbliebene Chitin-Partikel zu entfernen. Die Zellpellets
wurden einmalig im gleichen Volumen K/Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7) resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Nach Aufnahme der Pellets in 2 ml K/Na-Puffer und Uberfiihrung
in Serumgefalle erfolgte der Zellaufschluss mit einer gekihlten French Press Zelle
(Aminco, Silver Spring, USA) durch 4 Passagen bei 138 MPa. Die Zelltrimmer wurden bei
13000 rpm (Zentrifuge 5417R, Eppendorf) und 10 T p elletiert und der somit gewonnene

zellfreie Extrakt weiterverwendet (4.3.2).
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4.3.2 Aktivitatsbestimmung extrazellularer chitinol ytischer Enzyme

Zur Bestimmung der chitinolytischen Aktivitat extrazellularer Enzyme der Stamme AH-1N
und 4D9 wurde ein Enzymtest basierend auf mit 4-Methylumbelliferon (4-MU)
derivatisierten Substraten durchgefiihrt (Colussi et al. 2005). Verwendet wurden die
Substrate 4-MU N’-Acetyl- B-D-Glucosaminid (4-MU GIcNAc, Sigma) und 4-MU N',N”-
Diacetyl-p-D-Chitobiosid (4-MU-GIcNAc,, Sigma) in einer Konzentration von 50 uM. Der
verwendete Mcllvaine-Puffer besal’ einen pH von 7. Der Test wurde wie bei Colussi et al.
beschrieben in einem Mikrotiterplattenlesegerat (Genios, Tecan) durchgefuhrt und die
erhaltenen Resultate mittels einer 4-MU-Standardkurve (0-20 uM) quantifiziert.

Fur die Bestimmung der durch chitinolytische Enzyme entstehenden Chitinabbauprodukte
wurden diskontinuierliche Enzymtests durchgefihrt, bei denen die Produkte mittels HPLC
nachgewiesen wurden. Hierfiir wurden 2 ml zellfreier Uberstand oder 200 pl Rohextrakt in
1,8 ml Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7) mit folgenden Substraten versetzt: 5 mM
GIcNAc, 1ImM GIcNAc,, 0,5 mM GIcNAc; oder 0,2 % Chitin. Die Ansatze wurden bei
30 T inkubiert und in regelmafigen Abstéanden beprobt. Um potenziell ablaufende
enzymatische Reaktionen zu stoppen, wurden die Proben direkt nach ihrer Entnahme fur
5 min bei 100 T inkubiert. Die Proben wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei
-20 T aufbewahrt. Abweichend wurden Inkubationen mit zellfreiem Uberstand mit 0,5 %
Chitin bei 20 < fur mehrere Tage inkubiert. Vor ei ner HPLC-Analyse wurden die Proben
mit 200 mM H,SO, versetzt und flr 5 min bei 13000 rpm (Zentrifuge 5415D, Eppendorf)

zentrifugiert. Der partikelfreie Uberstand wurde direkt fiir die HPLC verwendet.

4.4 Analytische Methoden

4.4.1 Organische Extraktion von  Acyl-Homoserinlakto nen (AHL) aus

Kulturiberstanden

Uberstande ausgewachsener Kulturen (50 ml-200 ml) wurden mit HCI angeséauert (pH 1),
um gegebenenfalls hydrolysierte Laktonringe zu schlieBen. AHL wurden anschlie3end mit
Dichlormethan extrahiert (Yates et al. 2002) und nach Entfernung des Lésungsmittels in
einem Rotationsverdampfer (Rotovapor RE, Buchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz) in

50 ul Acetonitril aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

4.4.2 Nachweis von AHL in Kulturiberstanden

Die aus Mikrokosmen isolierten Bakterien wurden mittels zweier Bioassays auf AHL-
Bildung Uberprift. Zum einen wurden einzelne Kolonien direkt zusammen mit einer in der

AHL-Synthese defekten Mutante von Chromobacterium violaceum Stamm CV026 auf LB-
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Festmedium plattiert. Im Falle von AHL-positiven Teststammen produziert die Mutante
das durch kurzkettige AHL induzierte charakteristische Pigment Violacein des Wildtyps
(McClean et al. 1997). Der zweite Test beruht auf ein Biolumineszenz-System in drei
verschiedenen E. coli Stammen, welche je ein Plasmid mit durch verschiedene AHL
aktivierbare Bioloumineszenz-Reportergenen enthalten Die Plasmide basieren auf dem
luxCDABE-Operon aus Photorhabdus luminescens sowie je einem LuxR-Homolog zur
Interaktion mit AHL und Bindung an eine entsprechende Promoterregion, unter deren
Kontrolle luxCDABE liegen (Winson et al. 1998). Fir den Test wurden einzelne zu
untersuchende Kolonien aus CFU-Verdinnungsreihen (4.2.5) in Medium B
Flissigmedium in 96-Well Mikrotiterplatten (Nunc™) inokuliert und bei 16 T und 200 rpm
fir 48 h inkubiert (Schittelinkubator, Stuart Scientific). Anschlieend wurden die Platten
bei 1700 rpm fur 15 min zentrifugiert (Eppendorf, 5804R, Rotor: A-2-DWP) und die
Uberstande entnommen. Die Indikatorstamme wurden tber Nacht bei 30 €T mit LB-
Flissigmedium angezogen und auf eine OD (600 nm) von 0,2 eingestellt. Je 150 ul der
verdinnten E.coli-Kulturen wurden mit 50 ul der zu testenden Kulturiberstande in
schwarzen 96-Well Mikrotiterplatten (Nunc™) gemischt. Nach 0, 2, 4 und 6 h wurden
sowohl die OD (595 nm) als auch die Biolumineszenz in einem Mikrotiterplattenlesegeréat
(Genios, Tecan, Osterreich) gemessen. Die Auswertung erfolgte iiber das Microsoft Excel
Makro ,Xfluor®. Als Positivkontrollen fiir den jeweiligen Indikatorstamm dienten je 0,1 uM
N-Hexanoyl-L-Homoserin-Lakton (HHL, fir psB 401), N-Butanoyl-L-Homoserin-Lakton
(BHL, fur psB 536) sowie N-3-Oxododecanoyl-L-Homoserin-Lakton (OdDHL, fur psB
1075). Alle Standards wurden von Sigma bezogen mit Ausnahme von OdDHL, welches

uns von Herrn Paul Williams (Nottingham) zur Verfligung gestellt wurde.

4.4.3 Charakterisierung von AHL mittels Dunnschicht chromatographie (DC)

Zur Identifizierung von AHL einiger aus Mikrokosmen isolierter Stdmme wurden
organische Extrakte aus Kulturiberstanden (siehe 4.4.1) mittels DC getrennt. Fur die
Trennung langkettiger AHL wurden Alugram® RP-2 / UV .5, Platten (20x20 cm,
Macherey-Nagel) mit einem Methanol:Wasser Gemisch von 40:60 (v/v) als mobile Phase
benutzt. Kurzkettige AHL wurden mit RP-18 F254s (20x20 cm, Merck) und einem
Methanol:Wasser-Gemisch von 60:40 (v/v) getrennt (Shaw et al. 1997). Etwa 5 pl der
Proben sowie unterschiedliche Mengen an Standards (Kurzkettige: 0,4 nmol HHL, 4 nmol
BHL, 20 nmol OHL. Langkettige: 110 pmol ODHL, 50 pmol OdDHL, 100 pmol OtDHL)
wurden etwa 2 cm vom unteren Rand entfernt aufgetropft und getrocknet. Die Extrakte
wurden mit 100 ml Laufmittel fur 3 h (RP-18) bzw. Gber Nacht (RP-2) getrennt und

anschliel3end getrocknet.
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Die Detektion der getrenneten AHL erfolgte Uber die AHL-Indikatorstdmme C. violaceum
CV026 (fur RP-2) bzw. E. coli psB 1075 (fir RP-18). Hierzu wurde die jeweilige DC-Platte
mit 100 ml LB-Soft-Agar (0,4 %, Endvolumen), welcher 7,5 ml einer Ubernachtkultur eines
Indikatorstammes enthielt, Gberschichtet und tber Nacht bei 30 €T inkubiert. Kurzkettige
AHL wurden durch die Pigmentierung des Stammes CV026 angezeigt, langkettige durch
die induzierte Biolumineszenz des Stammes pSB 1075. Die Visualisierung der
Lumineszenz erfolgte durch das Fluor-S Max Multilmager-System (Biorad) mittels einer
lichtempfindlichen CCD-Kamera (KUhltemperatur -35 °C).

4.4.4 Ammoniumbestimmung

Ammonium wurde im Verlauf des Wachstums der Stdmme 4D9 und AH-1N mit Chitin
nach einer nach dem Deutschen Einheitsverfahren zur Wasser- Abwasser- und
Schlammuntersuchung modifizierten Methode bestimmt. Hierzu wurden 1 ml der
Kulturiberstande (1:20 verdinnt) sowie der Standards im Bereich von 0-100 pm mit
100 pl Lésung A (0,65 g Na-Salicylat, 0,65 g Trinatriumcitrate2 H,O und 10 mg Na-
Nitroprussid, ad 5 ml H,O) und 100 pl Lésung B (10 mg NaOH ad 50 ml H,O) gemischt.
Die Ansatze wurden etwa eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und

anschliel3end die Absorption bei 655 nm im Photometer gemessen.

4.4.5 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des ldslichen Proteins in Kulturiberstdnden sowie in Rohextrakten
wurde die Methode nach Bradford (Bradford 1976) angewandt.

4.4.6 Hochdrucksflussigkeitschromatographie (HPLC)

Acetat, GIcNAc, Chitobiose und Chitotriose wurden mittels HPLC bestimmt. Das System
bestand aus einer Hochdruckpumpe (LC-10AT, Sykam), einem Brechungsindexdetektor
(ERC 7512, Sykam) und einem Autoinjektor (Gilson 234, Abimed). Zur Trennung der
Substanzen wurde eine lonenaustausch-Saule (Aminex HPX-87H, BioRad) mit 5 mM
H,SO, als Laufmittel und einer Flussrate von 0,6 ml min™ bei 40 T verwendet. Eingesetzt
wurden je 100 pl Uberstand einer Probe, welche vor der Analyse mit 200 mM H,SO,

versetzt wurden und fur 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert wurden.
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4.5 Molekularbiologische Methoden

45.1 Verwendete Vektoren

Folgende Vektoren wurden zur Transposonmutangenese und Klonierung von PCR-
Produkten bzw. DNA-Fragmenten verwendet: pUT-mini-Tn5-Km1 (de Lorenzo et al. 1990)
und pUC18 (Yanisch-Perron et al. 1985).

4.5.2 Extraktion von genomischer DNA und Plasmiden

Genomische DNA aus Zellkulturen wurde anhand des Protokolls des Puregene Tissue
Core Kit B (Gentra Systems) extrahiert. Abweichend vom Protokoll wurden mindestens
2 ml einer mit LB-Medium gewachsenen Ubernachtkultur verwendet und fiir 1 min bei
13000 rpm (Zentrifuge 5415D, Eppendorf) zentrifugiert. Die Behandlung mit RNase
erfolgte erst nach Abkihlung des Zelllysates auf Raumtemperatur. Fiur die Fallung des
Proteins wurde der Ansatz vor der Zentrifugation fur etwa 15 min bei 4 T inkubiert.
Gewaschene und getrocknete DNA wurde schlielich in 100 bis 200 pl hochreinem
Wasser (,PCR-Wasser“, MO BIO Laboratories) aufgenommen und bei 4 T gelagert.

Die Praparation des Plasmides pUC18 aus dem Stamm DH5a erfolgte nach Anleitung
eines Kits (Qiaprep Spin Miniprep Kit, Qiagen). Der Stamm wurde hierzu fir etwa 5
Stunden in 5 ml flissigem LB-Medium mit 20 pg mi™* Ampicillin (bei Extraktion des leeren
Vektors) bzw. 50 pg ml* Kanamycin (bei Extraktion des ligierten Vektors) bei 37 € und

200 rpm angezogen.

4.5.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationen von PCR-Produkten, Plasmiden und genomischer DNA wurden

durch Messung der Absorption bei 260 nm in einem Biophotometer (Eppendorf) bestimmt.

4.5.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Fur die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde ein Gelextraktions-Kit (MinElute Gel

Extraction Kit, Qiagen) verwendet.

4.5.5 Reinigung von DNA

Die Reinigung von PCR-Produkten, Restriktionsverdau-Ansatzen und Plasmiden wurde
mithilfe eines Kits (QiaQuick PCR Purification Kit, Qiagen) durchgefihrt.
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4.5.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionensansatze zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden nach

folgendem Standardprotokoll zusammengestellit.

Tabelle 4-2 Standardprotokoll fiir einen PCR-Ansatz; Endvolumen 25-50 pl

Bestandteil Konzentration
Primer 1 (MWG) 0,5uM
Primer 2 (MWG) 0,5 uM

Puffer (Eppendorf oder NEB) 1x

dNTPs (Eppendorf) 50 uM
Template-DNA 25-50 ng

Taq DNA-Polymerase (Eppendorf oder NEB) | 1 U

Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem Mastercycler personal - oder gradient —

Thermocycler (Eppendorf) nach folgendem Standard-Protokoll.

Tabelle 4-3 Standard PCR-Programm

Schritt Prozess Temperatur (T) Zeit (min)
1 Vordenaturierung 94 3

2 Denaturierung 94 0,5

3 Annealing 55 0,5

4 Elongation 72 1

5 Wiederholung der Schritte 2-4 (29x)

6 Nachelongation 72 7

16S-PCR: Diese PCR wurde zur Amplifikation und Sequenzierung des 16S rRNA-Gens
durchgefuhrt. Die verwendeten Primer wurden von der Firma MWG bezogen und

besalRen folgende Sequenzen:

Primer 27F 5-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
Primer 1492R 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3
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M13-PCR: Diese PCR diente der Uberpriifung der in pUC18 klonierten Fragmente der
genomischen DNA der Chitin-Abbaumutante von Stamm AH-1N. Die Primersequenzen

sind wie folgt zu entnehmen:

M13F 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3
M13R 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3

4.5.7 Agarosegelelektrophorese

Zum Nachweis von PCR-Produkten sowie zur Trennung von DNA-Fragmenten nach
Restriktionsverdau wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Nach Herstellung
der Gele mit 1 % Agarose (SaeKem® LE Agarose, BMA) in 0,5xTBE (89 mM Tris, 89 mM
Borat, 2mM EDTA (pH8)) wurde die DNA fir etwa 30 min bei 120 V getrennt (Power
Pac3000, BioRad). Abweichend wurde fir die RFLP-Analyse der aus Mikrokosmen
isolierten Stamme eine fur kleine Fragmente geeignete Agarose (NuSieve® 3:1 Agarose,
Cambrex) mit einer Konzentration von 4 % in 1XxXTBE verwendet. Die Trennung erfolgte
hier bei 100 V fir 4 Stunden.

Als GroRenreferenz dienten kommerzielle DNA-Marker (GeneRuler DNA Ladder Mix,
GeneRuler 100 bp plus, Fermentas). Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Gele in einer 0,0001 %-igen Ethidiumbromidldsung gefarbt und die DNA auf einem UV-

Tisch sichtbar gemacht.

4.5.8 Restriktionsverdau von DNA

Msp I- Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) Analyse des 16S-rRNA-Gen
PCR-Produktes der aus Mikrokosmen isolierten Stamme erfolgte nach Schmitt-Wagner et
al. (2003).

Genomische DNA der Transposonmutante wurde mithilfe des Enzyms Sau 3Al
(Fermentas) geschnitten. Ein 20 pl-Ansatz bestand aus 3 pug DNA und 0,1 U des Enzyms
sowie des zugehdorigen Puffers (1x, Fermentas) und wurde fir 20 min bei 37 < inkubiert.
Drei dieser Ansatze wurde vereinigt und mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt.

Die Multiple Cloning Site des Vektors pUC18 wurde fir 5 Stunden bei 37 € mit 1 U des
Enzyms BamHI (Fermentas) geschnitten, welches kompatible Enden zu den Schittstellen
des Enzyms Sau 3Al verursacht, um eine spatere Ligation der DNA-Fragmente in pUC18
zu ermdoglichen. Geschnittene genomische DNA sowie Plasmide wurden nach dem

Restriktionsverdau gereinigt.
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4.5.9 Dephosphorylierung geschnittener Plasmide

Um die Rezirkularisierung geschnittener Plasmide zu vermeiden, wurden diese mit einer
Phosphatase (Antarctic Phosphataese, NEB) behandelt. Ein 40 ul-Ansatz enthielt neben
dem gereinigten zu dephosphorylierenden Vektor 5 U der Phosphatase sowie den
zugehorigen Puffer (1x, NEB) und wurde fir eine Stunde bei 37 < inkubiert.

AnschlieRend wurde der Ansatz gereinigt und mit 40 ul PCR-Wasser eluiert.

4.5.10 Ligation von DNA, Herstellung kompetenter E. coli und Transformation von

Ligationsansatzen

Mit Gelelektrophorese getrennter und aus dem Gel extrahierter Fragmente genomischer
DNA der Transposonmutante wurden in den geschnittenen und dephosphorylierten
Vektor pUC18 ligiert. Das Mengenverhdltnis betrug 120 ng:40 ng (DNA:Plasmid in 20 pl)
bzw. 50 ng:25 ng (DNA:Plasmid in 10 ul). Fur die Ligationsreaktion wurden 1 U bzw. 0,5 U
einer T4 DNA-Ligase (Fermentas) mit dem entsprechenden Puffer (1x, Fermentas) Uber
Nacht bei 15 T inkubiert. Diese Ansatze wurden dir ekt fir die Transformation in den
Stamm DH5a verwendet.

Hierfur wurden 500 pl einer Ubernachtkultur (LB-Medium) des Stammes als Inokulum von
10 ml LB-Medium verwendet und bei 37 < fur 45 min bei 200 rpm geschuttelt, bis eine
OD von 0,5 bis 0,6 erreicht war. Die Kultur wurde bei 4 T mit 8000 rpm fir 3 min
zentrifugiert (5417R, Eppendorf) und in 500 pl LB-Medium sowie 500 pl 1x TSS
(Transformation and storage solution; Chung et al. 1989) aufgenommen und fir eine
Stunde auf Eis inkubiert. Fur die Transformation wurden 140 pl der inkubierten Zellen mit
10 pl Ligationsansatz gemischt und erneut fur etwa eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock (42 < fur 2 min) wurden dem Ansatz 800 pl SOC-Medium (2 % (w/v)
Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgS0O,, 20 mM Glucose) zugefiigt und dieser bei 200 rpm und 37 T fir eine Stunde
geschiittelt. Die Kultur wurde auf LB-Agarplatten mit 50 pg ml * Kanamycin plattiert und
bei 37 T inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden fir eine Plasmidpraparation in
flussigem LB-Medium mit Kanamycin angezogen. Die Plasmide wurden einem
Restriktionsverdau mit BamHI zur Uberpriifung der Ligation sowie einer PCR mit M13-

Primern unterzogen und flir Sequenzierreaktionen verwendet.

4.5.11 Sequenzierung

Einige der aus den Mikrokosmen isolierten Stamme wurden nach RFLP-Analyse durch
Sequenzierung des 16S rRNA-Gens mithilfe der Primer 27F und 1492R sequenziert. Fir

die Sequenzierung des das Mini-Tn5-Transposon enthaltene Insert in pUC 18 wurden die
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Vektorprimer M13F sowie M13R verwendet. Die Sequenzierreaktion sowie die Analyse
der Sequenz wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt. Die
erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Analyseprogramm Lasergene (DNAStar, Inc.)
ausgewertet. Zur Suche nach Sequenzhomologien wurde ein Sequenzvergleich (Basic
Local Alignment Search Tool, BLAST, Altschul et al. 1997) auf Nukleotid- (blastn) sowie
auf Aminosaure- (blastx) Ebene in der NCBI-Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) durchgefihrt.

4.5.12 Transposonmutagenese von Aeromonas hydrophila AH-1N

Konjugation: Die Einfuhrung des mini Tn5-Transposons in Stamm AH-1N wurde mittels
biparentaler Konjugation durchgefihrt. Der Donorstamm S17-1 pUT-mini-Tn5-Km1 wurde
in 5 ml LB-Medium mit 10 pug mi* Kanamycin bei 30 € und 150 rpm (iber Nacht
geschuttelt (Orbital Incubator, Stuart Scientific). Der Empfangerstamm AH-1N wurde
ebenfalls Uber Nacht in LB-Medium unter gleichen Bedingungen Kkultiviert. Nach
Bestimmung der OD bei 600 nm wurden beide Kulturen fir 3 min bei 8000 rpm
(Tischzentrifuge 5415D, Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Stamm
S17-1 wurde durch Resuspension in warmem (30 €) LB -Medium und einem weiteren
Zentrifugationsschritt gewaschen, um alle Reste des Antibiotikums zu entfernen. Nach
Resuspension der Zellen in warmem LB-Medium wurden von beiden Stammen je 2*10°
Zellen entnommen, wobei davon ausgegangen wurde, dass eine OD von 1 etwa 10°
Zellen ml * entspricht.

Die Zellen wurden in einem Reaktionsgefald vereint und erneut zentrifugiert, um ein
mdglichst kleines Volumen zu erhalten (etwa 50 pl). Das Zell-Gemisch wurde komplett auf
einen sterilen Cellulosefilter (OE66, 0,2 um, @ 25 mm, Schleicher & Schuell), welcher sich
auf einer LB-Agar-Platte befand, Uberfuhrt. Der Ansatz wurde fir etwa 5 Stunden bei
37 T inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen mit 2 ml einer 0,9 %-igen NaCl-Ldsung
vom Filter gewaschen. Dieses Volumen wurde auf 700 pl durch einen
Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm fur 3 min und Resuspension mit 0,9 % NacCl
eingeengt. Das gesamte Volumen wurde auf mehrere Selektionsplatten (Minimalmedium
mit 5 mM Glucose und 50 pg ml™* Kanamycin) verteilt und plattiert.

Screening der Mutanten: Auf Selektionsplatten gewachsene Kolonien wurden mit sterilen

Zahnstochern auf Minimalmedium-Platten gepickt, welche aul3er der Kohlenstoffquelle

Glucose und des Antibiotikums zuséatzlich 0,2 % Chitin enthielten.
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4.5.13 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit den Sonden GAM42a, CF319a, EUB338 sowie
NONEUB338 (alle MWG) wurde nach Schmitt-Wagner et al. (2003) durchgefiihrt.
Abweichend wurden Proben, welche Chitin-Partikel enthielten, nach Entfernung der
Hybridisierungslésung in Waschpuffer nicht zusatzlich mit Wasser gewaschen, um ein
Ldsen der Partikel von den Objekttragern zu vermeiden. Ein Waschschritt erfolgte erst
nach vollstandiger Trocknung und anschlieBender Féarbung mit 4',6-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI, 1lug mi™). Die Dokumentation erfolgte mittels
Epifluoreszenzmikroskopie (Axiophot, Zeiss) mit den entsprechenden Filtersets (Zeiss,
AHF) und der Software MagnaFire 2.0 (Optronics).



5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur Rolle AHL-vermittelter Zell-  Zell-Interaktionen

in Mikrokosmen

5.1.1 Anreicherung heterotropher Bakterien in Mikro ~ kosmen

Um die bei der Besiedlung und dem Abbau organischer Partikel auftretenden bakteriellen
Interaktion naher zu untersuchen, wurden zunéchst Mikrokosmen etabliert, die der
Anreicherung partikelassoziierter Bakterien dienen sollten. In Agarose eingebettete
einzellige Algen wurden der natidrlichen Mikroflora des Bodensees als partikulare
Nahrstoffquelle angeboten (Abbildung 5-1). Die Verwendung von Agarose als Matrix zur
Untersuchung von Oberflachenbesiedlung aquatischer Bakterien wurde bereits
beschrieben (Grossart et al. 2003). Bakterielles Wachstum wurde durch Bestimmung der
Gesamtzellzahlen (TCC) sowie der koloniebildenden Einheiten (CFU) in der

suspendierten und der Biofilm-Fraktion dokumentiert.

G Suspendierte
Fraktion

B Biofil m-
Fraktion

Abbildung 5-1 Mikrokosmos mit Seewasser und einer Algen-Agarosekugel als partikulare
Nahrstoffquelle. Das Wachstum der Bakterien wurde im Seewasser (suspendierte Fraktion) und

auf der Kugel bestimmt (Biofilmfraktion).
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Sowohl die TCC als auch die CFU der suspendierten Fraktion nahmen in allen
Mikrokosmen Uber die Zeit zu (Abbildung 5-2). Die TCC der suspendierten Zellen in
Mikrokosmen mit Algen-Agarosekugeln nahmen innerhalb von 48 h um etwa das
zehnfache von 10° Zellen pro ml auf rund 10’ Zellen pro ml zu. Dieser Anstieg war auch in
den Mikrokosmen mit algenfreien Agarosekugeln zu beobachten. Nach 72 h war jedoch
nur in den Mikrokosmen mit zusatzlichem Na&hrstoffangebot ein weiterer signifikanter
Anstieg um etwa das doppelte auf 2*10” Zellen pro ml zu beobachten, wohingegen in

Mikrokosmen ohne Algen kein weiterer deutlicher Anstieg stattfand.

-1
log cells ml

0 20 40 60 80
Zeit ()

Abbildung 5-2 Seewassermikrokosmos zur Anreicherung heterotropher Bakterien. TCC der
suspendierten Fraktion aus Mikrokosmen mit (m) und ohne (A) Algen in Agarosekugeln.

(x Standardabweichung; n = 6).

Die starke Anreicherung von Bakterien in Mikrokosmen mit Algen wird vor allem deutlich,
betrachtet man die Zunahme der CFU Uber die Zeit (Abbildung 5-3 oben). Hier erhdhte
sich die Zahl der lebensféahigen Bakterien innerhalb von 48 h um den Faktor 10000 von
anfangs rund 250 Zellen pro ml auf fast 3*10° CFU ml™. In Mikrokosmen ohne Algen war
ebenfalls eine Zunahme der CFU zu beobachten, jedoch nahm der Wert hier lediglich um
den Faktor 100 auf 2*10* CFU ml* zu und war vergleichbar mit der Zunahme in

Kontrollmikrokosmen ohne in Agarose eingebetteten Algen.
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Abbildung 5-3 Seewassermikrokosmos zur Anreicherung heterotropher Bakterien. CFU der
suspendierten (oben) und der Biofilm-Fraktion (unten) mit (m) und ohne (A) Algen in

Agarosekugeln. (+ Standardabweichung; n = 6).

Auch in der Biofilmfraktion wird der Einfluss des zusatzlichen Nahrstoffangebotes durch
die Algen deutlich (Abbildung 5-3 unten). Die CFU des Biofilms auf der Kugel mit Algen
stiegen innerhalb von 24 h um das rund 700-fache von 1,3*10° CFU ml™ auf 8,8 *10°> CFU
ml™* an, wéhrend im Biofilm der Kugel ohne Algen zunéchst kein Anstieg zu beobachten
war. Hier stiegen die CFU erst nach 48 an, jedoch lediglich um den Faktor 30.

Der Anteil der kultivierbaren Bakterien an der Gesamtzellzahl gibt die
Kultivierungseffizienz an. Diese belief sich fur die suspendierte Fraktion zum Zeitpunkt
t = 0 auf rund 1 % und Uberschritten diesen Wert in Mikrokosmen ohne Algen nicht. In
Mikrokosmen mit Algen jedoch machten die kultivierbaren Bakterien nach 48 h mit Gber

60 % den Groliteil der Gesamtzellen aus (Abbildung 5-4). Die Kultifvierungseffizienzen
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von Kontrollmikrokosmen ohne Agarosekugeln waren vergleichbar mit denen der

Mikrokosmen, welche Agarosekugeln ohne Algen enthielten.

100

10

Kultivierungseffizienz (%)

0,1

0 24 48 72
Zeit (h)

Abbildung 5-4  Kultivierungseffizienz (CFU/TCC) der Seewasser-Mikrokosmen in der

suspendierten Fraktion mit (m) und ohne (A) in Agarose eingebetteten Algen.

5.1.2 Screening gewachsener Kolonien auf AHL-Bildun g

Wie in der Einleitung beschrieben sind viele bei der Biofilmbildung und dem Abbau
polymerer Substanzen wichtige Vorgéange bei einigen Bakterien durch AHL-basiertes
Quorum Sensing reguliert. Die naheliegende Frage war demnach, ob AHL-vermittelte
Prozesse auch bei typischen aquatischen Bakterien in oligotrophen Verhaltnissen eine
Rolle spielen.

905 der aus oben beschriebenen Mikrokosmosexperimenten gewonnenen Kolonien aus
CFU-Verdunnungsreihen wurden auf AHL-Bildung untersucht. Da nicht alle der
gewachsenen Kolonien auf LB-Festmedium wuchsen, konnten diese nicht mit dem AHL-
Indikatorstamm CV026 getestet werden. Zusatzlich reagiert dieser Stamm nur auf
kurzkettige AHL und besitzt eine geringe Sensitivitdt gegeniiber AHL. Daher wurde eine
Screening-Methode mit den im Methodenteil beschriebenen E. coli-Indikatorstammen
entwickelt, welche einerseits den Nachweis des gesamten AHL-Spektrums im nM-Bereich

erlaubte (Abbildung 5-5) und andererseits ein schnelles Screening vieler Teststamme
ermdglichte.
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Abbildung  5-5 Biolumineszenz der AHL-Indikatorstamme bei verschiedenen AHL-
Konzentrationen. E .coli psB 401 (CJ) mit HHL, psB 536 (O) mit BHL, pSB 1075 (A) mit OdDHL.
(x Standardabweichung; n = 3).

244 der getesteten Kolonien regten einen oder mehr der vier Indikatorstamme an, der
Anteil AHL-bildender Bakterien betrug demnach 27 %. Eine Korrelation zwischen dem
angeregten Indikatorstamm (und demnach der produzierten AHL) und der Herkunft des
Teststammes (Biofilm, Suspension, mit oder ohne Alge) war nicht erkennbar. Der Anteil
AHL-bildender Kolonien an den Gesamt-CFU in den jeweiligen Mikrokosmen wurde fur
die Berechnung der AHL-bildenden CFU verwendet (Abbildung 5-6).
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Abbildung 5-6 Berechnete CFU ml* AHL- bildender Bakterien. Suspendierte (.) und
Biofilmfraktion (ﬂ) der Mikrokosmen mit Algen. Suspendierte (.) und Biofilmfraktion (E) der
Mikrokosmen ohne Algen.
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Die hdchste Anzahl AHL-bildender Kolonien konnten aus solchen Mikrokosmen isoliert
werden, welche Agarosekugeln mit Algen enthielten. Nach 48 h befanden sich mehr als
10° AHL-bildende CFU ml™ in der suspendierten Fraktion eines solchen Mikrokosmos.
Dies entspricht fast 50 % aller CFU und einer 10*-fachen Anreicherung verglichen mit
Seewasser zum Zeitpunkt t = 0. AHL-bildende CFU aus der Biofilmfraktion des
Mikrokosmos mit Algen machten nach 48 h fast 70 % der kultivierbaren Bakterien des
Biofilms aus. Eine solch extreme Anreicherung AHL-bildender Bakterien lief3 sich in
Mikrokosmen ohne Algen nicht beobachten, hier war die hochste Anzahl nach 72 h in der
suspendierten Fraktion mit rund 10* CFU mI™ zu beobachten, was etwa 30 % der gesamt-
CFU entspricht. Lediglich in der Biofilmfraktion machten die AHL-bildenden Bakterien
etwa 45 % der CFU aus, die Gesamtmenge lag jedoch um etwa das zehnfache unter der
des Biofilms auf einer Kugel mit Algen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich AHL-bildende Bakterien in den von uns
etablierten Mikrokosmen anreicherten und dieser Effekt vor allem durch ein zuséatzliches
Nahrstoffangebot in Form autoklavierter Algen untersttitzt wurde.

Der Nachweis AHL-bildender Bakterien erfolgte nach Wachstum in Flissigmedium und
Detektion der AHL im Kulturiiberstand. Hierfir wurden optische Dichten erreicht, wie sie
unter den natiirlichen Bedingungen der Mikrokosmen nicht zu erreichen waren. Mit 10’
TCC ml™* als Maximalwert lagen die Kulturen der Mikrokosmen um das hundertfache unter
den Zellzahlen, wie sie in ndhrstoffhaltigem Medium vorzufinden wéren. Demnach stellte
sich die Frage, ob die Anreicherung AHL-bildender Bakterien in Mikrokosmen auch einer
nachweisbaren Akkumulation von AHL entsprach. Neben der Uberpriifung des reinen
Kulturiberstandes wurden organische Extrakte der Mikrokosmen auf AHL-Bildung
Uberprift, da durch die deutlich geringeren Zellzahlen auch deutlich geringere
Konzentrationen an AHL zu erwarten waren und der Nachweis mdéglicherweise nur durch
Anreicherung der AHL mittels Extraktion mdglich ware. Uberrachenderweise konnte in
keinem der Mikrokosmen AHL nachgewiesen werden, auch nach Extraktion eines 50 ml-
Mikrokosmos, welcher 20 Agarosekugeln enthielt, und Konzentrierung des Extraktes auf
100 ul reagierte keiner der Indikatorstamme. Demnach lagen potentiell gebildete AHL
sogar in dieser 500-fachen Anreicherung unter der Nachweisgrenze der Indikatorstamme,

welche sich wie oben beschrieben im nM-Bereich befindet.
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5.1.3 Isolierung und Charakterisierung von Reinkult  uren

Von 244 AHL-bildenden Kolonien aus Mikrokosmen wurden 193 dber mehrfache
Ubertragungen von Einzelkolonien isoliert und physiologisch charakterisiert. Alle Isolate
waren Gram negativ sowie Oxidase und Katalase positiv.

Wahrend der Isolierung AHL-bildender Bakterien stellte sich heraus, dass etwa die Halfte
der AHL-positiven Kolonien eine Mischkultur eines AHL-Produzenten und eines nicht
AHL-produzierenden Bakteriums darstellte. Die Anwesenheit eines zweiten Bakteriums
war nach einigen Tagen auf Medium B-Platten durch Ausschwérmen von Zellen aus der
vom AHL-Produzenten gebildeten Kolonie sichtbar (Abbildung 5-8). Die Trennung beider
Stdmme war Uber Plattierung auf LB-Platten moglich, da die schwarmenden Bakterien
kein Wachstum mit LB zeigten. Da die isolierten schwarmenden Stdmme sich ebenfalls in
grol3en Mengen in den Mikrokosmen anreicherten und ihnen demnach eine wichtige Rolle
bei der Besiedlung organischer Partikel zukommen konnte, wurden sie trotz fehlender
AHL-Bildung weiter charakterisiert (5.1.3.2).

Von allen isolierten Reinkulturen wurde eine PCR zur Amplifizierung des Gens fur die 16S
rRNA durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden einem Restriktionsverdau mit einer
Restriktionsendonuklease  (Mspl)  unterzogen und die  Fragmente  mittels

Gelelektrophorese getrennt.

5.1.3.1 Charaktersierung der AHL-bildenden Isolate

Alle AHL-bildenden Isolate besalRen das gleiche Bandenmuster und konnten nach
Ansequenzierung des 16S rRNA-Gen PCR-Produktes einiger ausgewahlter Isolate
allesamt der Gattung Aeromonas zugeordnet werden. Darunter befanden sich
verschiedene Arten dieser Gattung, unter anderem A. hydrophila, A. sobria, A.
salmonicida und A. veronii. Stamme von Aeromonas sind kleine Stabchen von etwa 0,5
um bis 3,5 um Lange und besitzen oft ein polares Flagellum (z. B. Aeromonas hydrophila)
(Carnahan und Joseph 2005). Zur phylogenetischen Sequenzanalyse muss hinzugefiigt
werden, dass viele der Stamme nicht eindeutig einer bestimmten Art zugeordnet werden
konnten, da die Sequenzanalyse lediglich auf einen Teil des 16S rRNA Gens beruhte. Zur
weiteren phylogenetischen Einordnung musste das Gen vollstandig sequenziert werden.

Zu weiteren Charakterisierung der AHL-bildenden Aeromonas-Stdmme wurde eine
organische Extraktion von mit Medium B gewachsenen Reinkulturen durchgefiihrt und die
Extrakte mittels Dinnschichtchromatographie getrennt (Abbildung 5-7). Es lieRen sich
mehrere unterschiedliche Muster der gebildeten AHL erkennen, jedoch war eine
Korrelation hinsichtlich gebildeter AHL und phylogenetischer Einordnung der Stamme

nicht erkennbar.
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Abbildung 5-7 Exemplarische Darstellung einer mit dem Indikatorstamm CV026 Uberschichtete
Dunnschichtchromatographie-Platte nach Trennung der AHL aus organischen Extrakten dreier
Aeromonas—Kulturen (1: Stamm 2C5, 2: Stamm 7B9, 3: der mit Stamm 4D9 assoziierte

Aeromonas hydrophila-Stamm).

Es wurden groftenteils kurzkettige AHL mit einer Acyl-Seitenkettenlange zwischen C4
und C8 gebildet, darunter HHL und BHL. Viele der getesteten Stamme produzierten ein
weiteres HHL, welches in der Dinnschichtchromatographie zwischen HHL und BHL
detektiert wurde und vermutlich 3-oxo-HHL (OHHL) darstellte (Abbildung 5-7, Stamm 1
und 2). Das AHL-Muster des in der Abbildung exemplarisch dargestellten Stammes 2
konnte BHL sowie eine modifizierte Variante, beispielsweise 3-oxo-BHL darstellen.
Insgesamt wurden die Molekile HHL sowie OHHL am haufigsten detektiert.

Langerkettige AHL wurden mittels Dinnschichtchromatographie nicht detektiert, obwohl
einige Isolate den Indikatorstamm E. coli pSB 1075, welcher vor allem auf langkettige
AHL reagiert, zur Biolumineszenz induzierten. Aeromonas-Stamme produzieren
kurzkettige AHL bis zu einer Kettenldange von C8 (Swift et al. 1997, Bruhn et al. 2005),
daher lasst sich schlussfolgern, dass E. coli pSB 1075 auch sensitiv gegentber dieser

Molekdile ist.
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5.1.3.2 Charakterisierung der schwéarmenden nicht-AHL-bildenden Isolate

Die mitangereicherten, nicht AHL-bildenden Isolate konnten anhand ihrer Bandenmuster
drei dominanten Gruppen zugeordnet werden, welche jeweils zu einem gleichen Anteil
insgesamt 70 % der AHL-negativen Isolate ausmachten. Nach Sequenzierung
ausgewahlter PCR-Produkte konnten ausnahmslos alle dem Cytophaga-Flavobacterium
Cluster der Bacteroidetes zugeordnet werden. Eine genauere phylogenetische
Einordnung war durch die unklare taxonomische und physiologische Definition der
Cytophaga-Flavobacterium-  Gruppe nicht mdglich  (siehe  Diskussion). Ein
charakteristisches Merkmal ist die Pigmentierung vieler dieser Bakterien, welche durch
die Bildung von Flexirubin und &hnlichen Pigmenten verursacht wird (Reichenbach
2006Db).

Auf dem fur die Isolierung von Bakterien aus Mikrokosmen verwendeten Festmedium
wuchsen die Stamme der Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe nicht als einzelne Kolonien,
sondern breiteten sich innerhalb weniger Tage als Schwarm Uber die gesamte Agarplatte
aus. Eine Fortbewegung in Flussigkultur war jedoch nicht zu beobachten, da diese
Bakterien kein Flagellum besitzen und die auf Agarplatten beobachtete ,gliding motility"
eine Bewegung auf Oberflachen darstellt (McBride 2004). Das Schwarmverhalten der
naher untersuchten Stdmme konnte fast vollstandig reduziert werden, wurden die Zellen
auf Festmedium mit einem hohen Trypton-Gehalt von 1% Kkultiviert. Hier bildeten die
Stamme klar definierte Kolonien (Abbildung 5-8 a), welche die charakteristische gelbe
Pigmentierung aufwiesen. Ein ahnliches Verhalten konnte bei dem flr weitere Versuche
ausgewahlten Cytophaga-Stamm 4D9 beobachtet werden, wurde dieser mit einem
Aeromonas hydrophila-Stamm cokultiviert. Zundchst bildeten sich auch auf Platten mit
geringem Trypton-Gehalt schnell wachsende Kolonien aus, wie sie auch von Aeromonas-
Reinkulturen gebildet wurden. Mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung jedoch konnte
gezeigt werden, dass diese Kolonien zu einem grol3en, teilweise dominierendem Teil aus
Zellen des Stammes 4D9 bestanden. Das typische Schwarmverhalten setzte deutlich
spater als bei der Reinkultur beobachtet ein (Abbildung 5-8 d). Demnach unterdriickten
sowohl ein hoher NA&hrstoffgehalt, als auch die Anwesenheit eines koloniebildenden
Bakteriums, zumindest Stamme von Aeromonas, die Fortbewegung durch Gleiten der

untersuchten Cytophaga/Flavobacterium-Stamme.
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Abbildung 5-8 Fotografische
Aufnahmen gewachsener
Kolonien von Stamm 4D9 (a) auf
Festmedium mit 1 % Trypton
sowie Mischkulturen von Stamm
4D9 und AH-1N auf Festmedium
mit 1 % Trypton (b) bzw. 0,05 %
Trypton (c und d). Stamm AH-1N
bildet runde, glatte Kolonien (b-d).
Stamm 4D9 bildet stark
strukturierte (a und b) oder
schwarmende Kolonien (c und d).

Balken 0,2 mm fiir a und b; 1 mm

fir c und d.

5.1.4 Wachstumsversuche mit Aeromonas-Reinkulturen

Da sich AHL-bildende Bakterien der Gattung Aeromonas in den Mikrokosmen
anreicherten, sollte untersucht werden, ob der offensichtliche Wachstumsvorteil der
Stamme unter den beschriebenen Bedingungen abhéngig von der Fahigkeit war, AHL zu
bilden. Hierfir wurden Wachstumsversuche analog der Mikrokosmen durchgefiihrt. Als
Hintergrundmedium diente sterilfiltriertes Seewasser, welches in Agarose eingebettete
Algen enthielt. Als Modellorganismen wurden fir die Versuche der Aeromonas hydrophila
Stamm AH-1N sowie die isogene Mutante AH-1N ahyl, welche defekt in der AHL-
Synthese ist, eingesetzt. Fur diese beiden Stamme wurde bereits beschrieben, dass AHL-
basiertes Quorum Sensing eine wichtige Funktion sowohl bei der Biofilmbildung (Lynch et
al. 2002) als auch bei der Produktion von Exoenzymen (Swift et al. 1999) besitzt.

Beide Stamme erreichten in Reinkulturen gleich hohe Zellzahlen mit rund 10" CFU ml™*
nach 48 h in der suspendierten Fraktion sowie dhnliche Werte in der Biofilmfraktion nach
72 h (nicht gezeigt), demnach war zwischen dem Wildtyp und dem AHL negativen Stamm
zumindest in Reinkultur kein Wachstumsunterschied zu erkennen. Zur Untersuchung
eines potenziellen Wachstumsvorteils des AHL-produzierenden Wildtyp-Stammes wurde
ein Wachstumsexperiment mit einer Cokultur des Stammes AH-1N sowie der Mutante
AH-1IN ahyl durchgefihrt. Beide Stamme wurden im Verhaltnis 1:1 als Inokulum

eingesetzt.
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Abbildung 5-9 Wachstumsversuche mit in Agarose eingebetteten Algen. CFU der suspendierten
(oben) und der Biofilm-Fraktion (unten) einer Co-Kultur der Stamme AH-1N (H) und AH-1N ahyl

() beim Wachstum mit in Agarose eingebetteten Algen. (+ Standardabweichung; n = 9).

Das eingesetzte Verhaltnis beider Stamme &anderte sich sowohl in der suspendierten
(Abbildung 5-9 oben) als auch in der Biofilmfraktion kaum (Abbildung 5-9 unten). Beide
Stamme erreichten ahnlich hohe Zellzahlen von etwa 5*10° CFU ml™ in der Suspension
sowie 10’ CFU mI™* im Biofilm.

Ein Wachstumsvorteil fur den Wildtyp liel3 sich nicht erkennen. Da die Mutante zwar keine
AHL produzieren, wohl aber darauf reagieren kann, wurde ein weiteres Cokultur-
Experiment durchgefuhrt, welches zur Uberpriifung eines mdglichen Profits der Mutante
von den vom Wildtyp produzierten AHL dienen sollte. Da die Mutante keine Energie fir

die Synthese von AHL aufwenden muss, wirde sich ein Profit eventuell in einer starkeren
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Zunahme der CFU im Vergleich zum Wildtyp auf3ern, wenn die Mutante im Inokulum
deutlich in der Minderheit vorliegt. Demnach wurden die Stamme fir das
Wachstumsexperiment in einem Verhéltnis von 9:1 (Wildtyp:Mutante) eingesetzt. Jedoch
zeigte sich auch hier keinerlei Veranderung dieses Verhaltnisses (nicht gezeigt), wonach
zu schlieBen war, dass sich beide Stamme unabhéangig von AHL in gleichem Malde
vermehrten. Die Mdoglichkeit der AHL-induzierten Genexpression ist demnach fir
Aeromonas hydrophila unter den gewahlten Bedingungen nicht von Bedeutung. Anhand
dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob in den durchgefihrten Experimenten
Uberhaupt nachweisbare Mengen an AHL produziert wurden. Dazu wurden organische
Extrakte aus Mikrokosmen mit AHL-Indikatorstammen untersucht und eine
Dunnschichtchromatographie durchgefuihrt. Jedoch konnten mit beiden Testsystemen

keine AHL nachgewiesen werden.

5.1.5 Wachstumsversuche zu Interaktionen zwischen d en Stammen AH-1IN und
4D9

Ein Vorteil durch die Bildung von AHL kénnte sich fir Aeromonas hydrophila in einer
Konkurrenzsituation mit anderen, nicht AHL produzierenden Bakterien ergeben. Zur
Uberprifung dieser Hypothese wurde ein weiteres Wachstumsexperiment mit einer
Cokultur der Stamme AH-1N sowie 4D9 durchgefuhrt. Der ebenfalls aus den
Mikrokosmen isolierte Stamm 4D9 produziert keine AHL. Bei der Bildung eines Biofilms
und der Exkretion von Exoenzymen sollte sich ein Vorteil durch AHL-induzierte
Genexpression in Stamm AH-1N hierbei deutlich im Wachstum im Vergleich zur Mutante
widerspiegeln. Beide Aeromonas-Stamme wurden in Cokultur mit Stamm 4D9 im
Verhéltnis 1:1 eingesetzt und das Wachstum in der suspendierten und der Biofilm-
Fraktion verfolgt. Die Stamme wurden anhand ihrer sehr unterschiedlichen
Koloniemorphologien unterschieden.

Stamm 4D9 erreichte sowohl in Rein- (nicht gezeigt) als auch in Cokultur mit je einem der
Aeromonas-Stamme gleiche Zellzahlen von rund 5*10° CFU ml™ in der suspendierten
(Abbildung 5-10 oben) und der Biofilmfraktion (Abbildung 5-10 unten). Bei Stamm AH-1N
hingegen nahm nach 24 h die Zellzahl um das zehnfache im Vergleich zum Inokulum ab
und stieg nach 48 h wieder auf den Ursprungswert. Der gleiche Wachstumsverlauf wurde

auch bei der Aeromonas-Mutante beobachtet.



Ergebnisse 42

log CFU mi™
(o]

0 50 100 150

log CFU mi™*

0 50 100 150
Zeit (h)

Abbildung 5-10 Wachstumsversuche mit in Agarose eingebetteten Algen. CFU der suspendierten
(oben) und der Biofilm-Fraktion (unten) des Stammes AH-1N (H) in Cokultur mit Stamm 4D9 (@)
und Stamm AH-1N ahyl (C0) in Cokultur mit Stamm 4D9 (O). (+ Standardabweichung; n = 9).

Auch die Biofilmfraktion der Aeromonas-Stdmme in Cokultur mit Stamm 4D9 (Abbildung
5-10 unten) zeigte ein vollstandig anderes Bild im Vergleich zu den Reinkulturen. Hier
waren die CFU nach 24 h zwar vergleichbar mit den Reinkulturen mit rund 5*10° CFU
ml?, jedoch war anschlieRend eine drastische Abnahme der CFU um mehr als das
zehnfache zu vermerken. Dies galt sowohl fir den Wildtyp-Stamm, als auch fir die AHL-
negative Mutante. Die Abnahme der Zellen im Biofilm kdnnte im Zusammenhang mit der
Zunahme in der Suspension nach 48 h stehen, welche demnach nicht durch Wachstum,
sondern durch Ablésen der Zellen aus dem Biofilm und Verteilung in der Suspension

begriindet sein kdnnte.
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Insgesamt war auch in Konkurrenz mit Stamm 4D9 kein Unterschied im Wachstum
zwischen dem Aeromonas-Wildtyp und der Mutante zu vermerken. Dies deutet wiederum
auf ein AHL- unabhangiges Verhalten der Stamme bei der Besiedlung der Agarosekugel
hin. Da wie in 5.1.4 beschrieben in diesem System keine AHL nachgewiesen werden
konnten, wurde das Experiment mit 4D9 als Konkurrenten unter gleichen Bedingungen
wiederholt, jedoch zusatzlich 1 pM BHL zugegeben, um eine AHL-Produktion durch
Stamm AH-1N zu simulieren. Jedoch zeigte sich auch hier keinerlei Einfluss auf das
Wachstumsverhalten sowohl der Aeromonas-Stamme, als auch auf Stamm 4D9 (nicht
gezeigt). Demnach spielte AHL-basierte Genexpression auch bei nachweisbarer

Anwesenheit von AHL keine Rolle unter den von uns gewahlten Bedingungen.

5.2 Wachstum mit Chitin

Die Stamme 4D9 und AH-1IN zeigten wie in Kapitel 5.1.3.2 beschrieben
Wechselwirkungen hinsichtlich der Koloniebildung auf Festmedium. Zusétzlich wurde eine
Beeinflussung des Stammes AH-1N durch Stamm 4D9 beim Wachstum mit in Agarose
eingebetteten Algen beobachtet (siehe 5.1.5). Eine nahere Untersuchung dieser
interspezifischen Wechselwirkungen lag nahe, jedoch war die Verwendung eines
definierteren Substrates als die verwendeten Algen vonnéten. Die Anwesenheit dieses
naturlichen Substrates gab zwar Auskunft Gber die Biofilmbildung, lieferte jedoch keinerlei
Auskiinfte Uber den spezifischen Abbau. Um dieses Problem zu umgehen, wurde fir
weitere Experimente das natirliche Biopolymer Chitin als Substrat eingesetzt, mit

welchem beide Stamme wachsen konnten.

5.2.1 Wachstum der Stamme AH-1N und 4D9 in Reinkult uren

5.2.1.1 Wachstum mit GIcNAc, GIcNAc, und GIcNAc; in Flussigkultur

Zur néheren Charakterisierung der Stamme AH-1N und 4D9 beim Abbau von Chitin
wurden Wachstumsversuche mit Chitinabbauprodukten durchgefiihrt. Zunachst wurde
das Wachstum mit dem Hauptabbauprodukt N-Acetylglucosamin (GIcNAc) als Energie-,
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle Uberprift. Beide Stdamme nutzten GIcNAc sowohl als
Kohlen- als auch als Stickstoffquelle und erreichten ahnliche optische Dichten von etwa
0,3 (Abbildung 5-11). Stamm AH-1N war nach 48 Stunden ausgewachsen, das Wachstum
des Stammes 4D9 erfolgte dagegen deutlich langsamer. Hier war die stationdre Phase
erst nach etwa 150 Stunden erreicht. Das Wachstum des Aeromonas-Stammes vollzog
sich mit einer gleichzeitigen Freisetzung von Ammonium ins Kulturmedium bis zu einer

Konzentration von 1 mM gegen Ende der exponentiellen Phase. Im Laufe der stationaren
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Phase wurde das Ammonium wieder aufgenommen, dieser Prozess wurde jedoch nur bis
zum Ende des Wachstums verfolgt, sodass unklar ist, ob die Gesamtmenge des
Ammoniums wieder aufgenommen wurde. Stamm 4D9 setzte im Laufe des Wachstums
kontinuierlich Ammonium frei, jedoch blieben die Konzentrationen im Vergleich zu Stamm
AH-1N gering.
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Abbildung 5-11 Wachstum der Stamme AH-1N (H) und 4D9 (@) mit 2 mM GIcNAc als Kohlen-
und Stickstoffquelle, sowie Freisetzung von Ammonium durch Stamm AH-1N (CJ) und 4D9 (<).

Auch die Oligomere N,N’-Diacetylchitobiose (GIcNAc,) und N,N’,N”-Triacetylchitotriose
(GIcNAc3) wurden beiden Stammen als Kohlen- und Stickstoffquellen angeboten. Hier
wurde das Wachstum mittels Endwert- OD-Bestimmung in einem
Mikrotiterplattenlesegerat (Genios, Tecan) bestimmt, da diese Wachstumsversuche
aufgrund der nur begrenzt verfiigbaren Substrate im 100 pl-Mafstab in einer 96 Well-
Mikrotiterplatte durchgefuihrt wurden. Auch diese Substrate konnten von beiden Stammen
sowohl als Kohlenstoff- als auch als Stickstoffquelle genutzt werden. Die erreichten OD-
Werte nach Wachstum mit den Oligomeren entsprachen denen nach Wachstum mit der

entsprechenden Menge an Monomeren.

5.2.1.2 Wachstum mit freiem kolloidalen Chitin in Fllssigkultur

Freies kolloidales Chitin wurde in einer Konzentration von 0,5 % (w/v) als Substrat
eingesetzt. Dies entspricht einer Monomer-Konzentration von rund 22 mM, wenn man von
einem vollstandigen Acetylierungsgrad des Chitins ausgeht. Der Einsatz dieser relativ
hohen Konzentration war nétig, da zum einen nicht von einem vollstdndigen Abbau des

Chitins ausgegangen werden konnte und zum anderen die Quantifizierung des Chitins
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Uber die Abnahme der Fullhéhe im Réhrchen erfolgte und dies einen gewissen Ausgangs-
Fullstand voraussetzte. Chitin wurde zum einen als Kohlenstoffquelle in Ammonium-
haltigem (5 mM) Medium als auch als Kohlen- und Stickstoffquelle in stickstoffreiem
Medium eingesetzt. Die Ansdtze wurden bei 16 € und 150 rpm inkubiert. Die
Gesamtzellzahlen der Vorkulturen wurden bestimmt, um die Inokula auf 10° Zellen mi?
einzustellen. Das Wachstum der Kulturen wurde ebenfalls tber die Ermittlung der
Gesamtzellzahlen bestimmt, da eine OD- Bestimmung durch das unldsliche Substrat nicht
madglich war. Zuséatzlich wurde die Ammoniumkonzentration in den Kulturiberstadnden im
Laufe des Wachstums bestimmt.

Beide Stamme nutzen freies kolloidales Chitin in Flussigkultur sowohl als Kohlenstoff- als
auch als Stickstoffquelle in Ammonium-freiem Medium und erreichten ahnlich hohe
Zellzahlen von rund 10° Zellen mI™* nach fast vollstandigem Abbau des Chitins (Abbildung
5-12). Das Wachstum beider Stamme verlief ahnlich, jedoch baute der Aeromonas-
Stamm AH-1N das Chitin schneller ab. Hier war das zur Verfigung stehende Chitin
bereits nach 100 h fast vollstdndig abgebaut, bei Stamm 4D9 hingegen erst nach etwa
150 h. Eine weitere interessante Beobachtung war, dass der Chitinabbau durch Stamm
4D9 bevorzugt bei niedrigen (16 T bis 25 C) Tempe raturen ablief. Bei 30 T erfolgten
der Abbau sowie das Wachstum sehr langsam oder Uberhaupt nicht. Fir Stamm AH-1N
hingegen schien die Inkubationstemperatur keine Rolle zu spielen, hier erfolgten der

Abbau und das Wachstum bei 30 C sogar etwas schnel ler.
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Abbildung 5-12 Wachstum der Stamme AH-1N (H) und 4D9 (@) mit gleichzeitigem Abbau von
kolloidalem Chitin (AH-1N: H, 4D9: ) als Kohlen- und Stickstoffquelle sowie Freisetzung von
Ammonium (AH-1N: [0, 4D9: A). (+ Standardabweichung; n = 3).
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Wie schon beim Wachstum mit GIcNAc beobachtet, setzte Stamm AH-1N wahrend der
exponentiellen Phase Ammonium in das Kulturmedium frei, welches in der station&ren
Phase wiederaufgenommen wurde. Die maximale gemessene Konzentration von
Ammonium im Kulturiberstand von Stamm AH-1N betrug rund 10 mM nach etwa 100 h.
Bei 4D9 war keine Freisetzung von Ammonium festzustellen, wenn dieser mit Chitin als
Kohlen- und Stickstoffquelle wuchs, lediglich gegen Ende des Wachstums war eine
geringe Menge messbar. Beide Stdmme wuchsen in Ammonium-haltigem Medium
langsamer und erreichten etwa zehnfach geringere Zellzahlen. Auch der Abbau des
Chitins erfolgte im Vergleich zum Abbau im Ammonium-freien Medium langsamer. Ein
weiteres Chitinabbauprodukt, welches neben Ammonium im Kulturiberstand von AH-1N
beim Wachstum mit Chitin akkumulierte, konnte mittels HPLC als Acetat identifiziert
werden. Hier waren bis zu 5 mM Acetat gegen Ende des Wachstums messbar. Zusatzlich
war ein weiterer Peak in HPLC-Chromatogrammen Chitin-gewachsener AH-1N Kulturen
zu erkennen, welcher bei rund 13,4 min eluierte. Dieser Peak konnte jedoch nicht
identifiziert werden und war zudem nicht in allen Proben zu finden. Auch in einigen
Proben von 4D9-Kulturiiberstanden war ein solcher Peak zu erkennen. Hierbei kdnnte es
sich um ein unbekanntes Chitinabbauprodukt handeln.

Deutliche Unterschiede zwischen den Stdmmen Stdmmen AH-1N und 4D9 wéahrend des
Wachstums mit freiem Chitin in Flussigkultur waren vor allem im mikroskopischen Bild
sichtbar. Hier zeigte sich, dass Zellen von AH-1N sowohl suspendiert, als auch in grof3en
Mengen assoziiert mit den Chitinpartikeln vorzufinden waren, wohingegen Stamm 4D9 vor

allem suspendiert vorlag und nur vereinzelt auf oder an den Partikeln (Abbildung 5-13).

Die Biofilmbildung des Stammes AH-1N auf Chitinpartikeln wurde besonders nach
Farbung der Zellen mit DAPI sichtbar.

Abbildung
Phasenkontrast-

fluoreszenzmikro-

Balken =10 pum.

skopische Aufnahmen
von Chitinpartikeln und
Zellen aus Kulturen
der Stamme AH-1IN (a
+c¢) und 4D9 (b + d).
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Des Weiteren sei angemerkt, dass auch die AHL-negative Mutante AH-1N ahyl mit Chitin
wachsen konnte und keine Unterschiede bezilglich des Wachstums im Vergleich zum
Wildtyp aufwies (nicht gezeigt). Die Mutante erreichte beim Abbau von freiem Chitin in
Flussigkultur gleiche Zellzahlen wie der Wildtyp und zeigte ebenso die Freisetzung von

Ammonium wahrend der exponentiellen Phase.

5.2.1.3 Wachstum der Stamme AH-1N und 4D9 mit eingebettetem Chitin

Die von uns isolierten Stamme sowie Stamm AH-1N wurden auf das Wachstum mit in
Agar eingebettetem Chitin Uberprift. Hierfir wurden die Stdmme auf Medium B-
Festmedium mit Chitin als alleiniger Kohlen- und Stickstoffquelle ausgestrichen. Die
getesteten Aeromonas-Stamme konnten ausnahmslos auf Chitin-Agarplatten wachsen
und zeigten bereits nach zwei Tagen Wachstumsdauer eine um die Kolonien verbreitete
Hydrolyse-Zone (Abbildung 5-14). Dies deutete auf diffusible extrazellulare chitinolytische
Enzyme hin. Im Gegensatz dazu zeigten die getesteten Cytophaga-Flavobacterium-
Stdmme kein oder nur ein begrenztes Wachstum und nur in einzelnen Fallen

Hydrolysezonen.

Abbildung  5-14 Wachstum  des
Stammes AH-IN auf einer Chitin
enthaltende Agarplatte mit Entstehung

einer Hydrolysezone.

Vor allem bei Stamm 4D9 war auch nach Inkubationszeiten bis zu 2 Wochen kein
Wachstum auf Chitin-Agarplatten zu erkennen. Der Stamm verbreitete sich zwar
schwarmend in einem dinnen Film dber die Platte, zeigte jedoch kein vermehrtes
Wachstum im Vergleich zu Kontrollplatten, welche kein Chitin enthielten. Auch eine
Hydrolyse des Chitins war in keiner Weise zu beobachten. Demnach war Stamm 4D9
lediglich in Flussigkultur in der Lage, Chitin abzubauen.

Um zu Uberprifen, ob dies mit dem Wachstum in Flissigkultur zusammenhing, oder die
verringerte Verflgbarkeit des Chitins in eingebetteter Form eine Rolle spielte, wurden
Wachstumsexperimente analog der Mikrokosmen mit Algen als Substrat durchgefihrt.
Chitin wurde als Substrat in Flissigkultur angeboten, jedoch nicht frei verfligbar sondern

eingebettet in Agarose. Das Wachstum der Zellen in der Suspension wurde Uber die
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Bestimmung der TCC oder CFU ermittelt. Die Menge der Zellen im Biofilm auf der Kugel

wurden nach enzymatischem Auflésen der Kugel tber CFU bestimmit.
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Abbildung 5-15 CFU der Stamme AH-1N (W/CJ) und 4D9 (#/<{) in Reinkulturen in der
Suspension (offene Symbole) sowie im Biofilm (gefullte Symbole) mit eingebettetem Chitin als

Kohlen- und Stickstoffquelle. (+ Standardabweichung; n = 9).

Obwohl Stamm 4D9 mit freiem Chitin in Flissigkultur wachsen und das Substrat
vollstandig abbauen konnte, so war mit eingebettetem Chitin in Flussigkultur nach 24 h
kein Wachstum zu erkennen. Der leichte Anstieg der TCC (Abbildung 5-16) und der CFU
(Abbildung 5-15) nach 24 h war auch in Kontrollmikrokosmen ohne Chitin zu beobachten
und wurde vermutlich durch Substrate verursacht, welche beim Autoklavieren aus der
Agarose freigesetzt wurden. Stamm AH-1N hingegen zeigte eine starke Zunahme der
TCC und CFU bis zu 10° Zellen mI™ in der suspendierten Fraktion. Der Abbau von Chitin
war durch das Verschwinden der Chitinpartikel aus der Agarosekugel deutlich zu
erkennen. Auch die Biofilmfraktion der Reinkultur von Stamm AH-1N zeigte innerhalb von
72 einen starken Anstieg der CFU von 10° CFU ml™ auf fast 10° CFU ml™. Die Zellen im
Biofilm von Stamm 4D9 dagegen nahmen zwar ebenfalls leicht zu, jedoch wurden
lediglich Werte erreicht, welche um das Tausendfache unter denen des Stammes AH-1N

lagen.
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Da demnach die Kultivierung in Flissigmedium fir Stamm 4D9 keine Rolle spielte
sondern offensichtlich die Verflgbarkeit des Chitins ausschlaggebend war, stellte sich die
Frage, ob dies mit der fehlenden Bildung eines Biofiims auf der Agarosekugel
zusammenhing. Aufgrund des bereits beobachteten Ph&nomens, dass Stamm 4D9
Assoziationen mit Stamm AH-1N gezeigt hatte und auf Agarplatten in Kolonien desselben
vorzufinden war, wurde ein Wachstumsversuch mit in Agarose eingebettetem Chitin und

einer Cokultur beider Stamme durchgefuhrt.
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Abbildung 5-16 TCC der Stamme AH-1N (H) und 4D9 (#) in Reinkulturen sowie der Mischkultur

(A) in der Suspension beim Wachstum mit eingebettetem Chitin. (+ Standardabweichung; n = 3).

Die Zellen der Cokultur nahmen in der Suspension &hnlich der AH-1N-Reinkultur zu und
erreichten einen Wert von etwa 10° TCC ml* nach 72 h (Abbildung 5-16). Zur
Bestimmung der jeweiligen Anteile der beiden Stamme an der Gesamtzellzahl wurden die
CFU bestimmt und die Stdmme anhand ihrer sehr unterschiedlichen Koloniemorphologien

unterschieden (siehe néchstes Kapitel).

5.2.2 Interaktionen der Stamme AH-1N und 4D9 beim A bbau von Chitin

Wie oben beschrieben wurde ein Wachstumsversuch mit in Agarose eingebettetes Chitin
als Substrat mit Cokulturen der Stamme AH-1N und 4D9 durchgefiihrt, um einen
moglichen Einfluss des Stammes AH-1N auf Stamm 4D9 zu untersuchen. Anhand ihrer
sehr verschiedenen Koloniemorphologien wurden beide Stamme unterschieden, sodass
ihr jeweiliger Anteil an der Gesamtlebendzellzahl in der suspendierten und der

Biofilmfraktion ermittelt werden konnte.



Ergebnisse 50

Zeigte Stamm 4D9 in Reinkultur kein Wachstum mit in Agarose eingebettetem Chitin und
keine Biofilmbildung, so war in Cokultur mit Stamm AH-1N ein véllig anderes Verhalten zu
beobachten. In der suspendierten Fraktion wuchs Stamm 4D9 gleichauf mit Stamm
AH-1N und dominierte in der Suspension gegen Ende des Wachstums (Abbildung 5-17).
Stamm AH-1N hingegen wuchs zwar anfangs um etwa das zehnfache, zeigte jedoch nach
24 h keine weitere Zunahme.
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Abbildung 5-17 CFU der Stamme AH-1N (H/(J) und 4D9 (#/<) in Co-Kultur in der Suspension
(offene Symbole) sowie im Biofilm (geflillte Symbole) mit eingebettetem Chitin als Kohlen- und

Stickstoffquelle. (+ Standardabweichung; n = 9).

Besonders gravierend waren die Unterschiede in der Biofilmfraktion im Vergleich zu den
Reinkulturen. Hier zeigte Stamm 4D9 eine starke Zunahme der CFU im Laufe der Zeit um
das tausendfache. Da die Agarosekugeln vor ihrer enzymatischern Auflésung gewaschen
wurden, um lose angeheftete Zellen zu entfernen, ist anzunehmen, dass es sich bei den
gewonnenen CFU des Stammes 4D9 um tatséchlich im Biofilm vorkommende Zellen
handelte. Demnach war Stamm 4D9 in einer Cokultur mit Stamm AH-1N entgegen des
Verhaltens in Reinkultur in der Lage, einen Biofilm zu bilden. Stamm AH-1N hingegen
wuchs im Vergleich zur Reinkultur deutlich schlechter im Biofilm der Cokultur. In einigen
Wachstumsversuchen nahmen die CFU des Stammes AH-1N im Biofilm sogar ab und
erreichten gegen Ende des Wachstums einen 10000-fach geringeren Wert als Stamm
4D9. Die Anwesenheit von Stamm 4D9 im Biofilm war nicht nur durch die Bestimmung der
CFU, sondern auch mit bloBem Auge zu erkennen Das von Stamm 4D9 gebildete

Pigment Flexirubin verursachte eine gelbliche Farbung der Agarosekugel (Abbildung
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5-18 a). Zum Nachweis des Pigmentes wurde die Kugel mit einer 20 %igen wassrigen
KOH-Lésung behandelt. Durch Alkalisierung erfolgt eine Anderung der Farbe von gelb zu
rotlich-braun (Reichenbach et al. 1980) (Abbildung 5-18 b).
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Abbildung 5-18 Gelbe Kolonien des Stammes 4D9 im Biofilm auf der Chitin-Agarosekugel (a) und

Nachweis des Pigmentes Flexirubin durch KOH-Behandlung (b). Balken = 1 mm.

Eine endgultige Bestéatigung der Anwesenheit von Zellen des Stammes 4D9 im Biofilm
einer Mischkultur mit Stamm AH-1N erfolgte durch spezifische Farbung der Zellen mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Nach Waschen einer Chitin-Agarosekugel wurde mit
einer Rasierklinge eine Probe der Kugeloberflache entnommen und einer Hybridisierung
mit einer spezifischen Sonde fur Cytophaga-Flavobacterium zum Nachweis von Stamm
4D9 sowie einer Sonde fur Gammaproteobakterien zum Nachweis von Stamm AH-1N
unterzogen (Abbildung 5-19).

Abbildung 5-19 Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme des Biofilms einer Mischkultur der
Stimme AH-1IN und 4D9 auf in Agarose
eingebettetem Chitin und Identifizierung der
Stdmme durch spezifische Farbung mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung unter
Verwendung der Sonden CF319a-Cy3 fir
Stamm 4D9 (rot) und GAMA42a-FITC fir
Stamm AH-1n (grin). Balken = 4 um.
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5.2.3 Nachweis von chitinolytischen Enzymen und Chi  tin-Abbauprodukten

Um Polymere wie Chitin abzubauen, sind extrazellulare Enzyme vonnéten, welche das
Polymer zunéchst in l6sliche Oligomere zerlegen, welche anschlieRend zum weiteren
Abbau durch spezifische Transporter in die Zelle gebracht werden. Wie in der Einleitung
beschrieben, sind fur den Abbau von Chitin zwei Gruppen von Enzymen bekannt, welche
als Chitinase einerseits das Polymer und andererseits als Chitobiase die Oligomere, vor
allem Chitobiose, abbauen. Letztere Enzyme kdnnen sowohl extrazellular als auch

intrazellular, meist im Periplasma vorkommen.

Enzymaktivitdten mit kiinstlichen Substraten: Um die chitinolytische Aktivitat der Stamme

AH-1N sowie 4D9 néaher zu untersuchen, wurde ein Enzymtest mit zwei spezifischen
Substraten fur den Nachweis der Chitinase einerseits und der Chitobiase andererseits
durchgefuhrt. Die enzymatische Aktivitat wird anhand der Freisetzung einer

fluoreszierenden Gruppe (4-MU), welche mit dem Substrat derivatisiert vorliegt, bestimmt.
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Abbildung 5-20 Spezifische Aktivitat der Chitobiase (i) und Chitinase (M) der Stamme AH-1N
und 4D9 in zellfreien Uberstanden (1 + 3) gewachsener Kulturen sowie in Uberstanden Triton X-
100 behandelter Chitin-Zellpellets (2 + 3). (+ Standardabweichung; n = 3).

Im Kulturiberstand des Stammes AH-1N war sowohl fur Chitinase als auch fur Chitobiase
Aktivitdt zu messen, wenn auch die spezifische Aktivitat der Chitinase in der Regel
deutlich hoéher war als die der Chitobiase (Abbildung 5-20, Nr. 1). Die Hohe der
spezifischen Aktivitaten war abhéngig vom Wachstumsfortschritt der Zellen, wobei die
Aktivitat der Chitobiase sich gegen Ende des Wachstums erhohte und die der Chitinase

etwas abnahm (nicht gezeigt). Da diese Messungen mit zellfreiem Uberstand des
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Stammes AH-1N durchgefihrt wurden, missen demzufolge beide Enzyme extrazellular
vorliegen und sind nicht zellassoziiert. Diese Beobachtung schlie3t jedoch nicht aus, dass
zumindest die Chitobiase zusatzlich intrazellular bzw. periplasmatisch vorkommt.
Zusétzlich konnten Aktivitdten der Enzyme sowohl in Uberstanden Chitin- oder GIcNAc-
gewachsener Kulturen als auch in Uberstdnden von mit Trypton gewachsenen Zellen
gemessen werden. Die chitinolytischen Enzyme des Stammes AH-1N werden demnach
auch beim Wachstum mit anderen Substraten exprimiert.

Im Gegensatz zum Aeromonas-Stamm konnte im Kulturiiberstand des Stammes 4D9
keinerlei Aktivitat mit den verwendeten Substraten gemessen werden (Abbildung 5-20,
Nr. 3). Da jedoch ein offensichtlicher Chitinabbau stattfand, konnten die dafur
notwendigen extrazellularen Enzyme mit dem Substrat einerseits oder mit den Zellen
andererseits assoziiert sein und somit nicht frei vorliegen. Um dies zu Uberprifen, wurde
eine mit freiem Chitin gewachsene Kultur des Stammes 4D9 nach unvollstdndigem Abbau
des Chitins zentrifugiert und das einmalig gewaschene Chitin-Zell-Pellet mit 0,1 % (v/v)
Triton-X-100 behandelt, um Partikel-assoziierte Enzyme zu solubilisieren (Rath und
Herndl 1994). Im Uberstand des behandelten Pellets konnte anschlieBend enzymatische
Aktivitdit gemessen werden (Abbildung 5-20, Nr. 4), jedoch ausschlief3lich das Dimer
spaltende Enzym Chitobiase, nicht jedoch das Polymer abbauende Enzym Chitinase. Da
Triton X-100 auch Zellmembranen solubilisiert, ist unklar, ob das gemessene Enzym
tatsachlich Chitin-assoziert, oder intrazellular vorlag und durch die Behandlung freigesetzt
wurde. Um zu Uberprifen, ob die Aktivitdt der mit den kinstlichen Substraten
gemessenen Chitobiase des Stammes 4D9 nach Triton X-100-Behandlung von
periplasmatisch oder intrazellular vorliegenden Enzymen herriihrte, wurde fir den
Enzymtest mit kiinstlichen Substraten statt des Uberstandes Rohextrakt Chitin- bzw.
GIcNAc-gewachsener Zellen des Stammes 4D9 eingesetzt. Hier konnte eine geringe
Chitobiaseaktivitait von etwa 0,2 mU mg® bestimmt werden. Mit dem Substrat zur
Messung der Chitinase konnte keine Aktivitdt gemessen werden.

Auch ein Chitin-Zell-Pellet des Stammes AH-1N wurde entsprechend des Stammes 4D9
mit Triton X-100 behandelt. Hier erhéhte sich die Aktivitat der Chitobiase (Abbildung 5-20,
Nr. 2), was darauf schlieBen lasst, dass dieses Enzym bei Stamm AH-1N vermutlich

intrazellular vorlag.
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Nachweis von Abbauprodukten: Wie in Kapitel 5.2.1.2 beschrieben, setzte Stamm AH-1N

beim Wachstum mit freiem Chitin Acetat und Ammonium in den Kulturiberstand frei.
Andere Chitin-Abbauprodukte wie Oligomere oder das Monomer GIcNAc konnten nicht
nachgewiesen werden. Da Stamm AH-1N extrazellulare chitinolytisch aktive Enzyme
freisetzt, wurden Kulturiiberstande des mit Chitin gewachsenen Stammes sterilfiltriert und
fur eine Inkubation mit Chitin oder Oligomeren verwendet. Da die Enzyme auch nach der
Filtration nachweislich aktiv waren, sollten aus den angebotenen Substraten Produkte
freigesetzt werden, welche durch die Abwesenheit der Zellen nicht weiter verwertet
wlrden und somit messbar waren. Die Substrate (1 mM GIcNAc, oder 0,5 mM GIcNAC;)
wurden mit zellfreiem Uberstand oder Rohextrakt aus mit Chitin gewachsenen Kulturen
der Stamme AH-1N und 4D9 inkubiert.
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Abbildung 5-21 Freisetzung von GIcNAc () und GIcNAc, (l) aus GIcNAc; (A) nach Inkubation

mit zellfreiem Uberstand einer mit Chitin gewachsenen Kultur von Stamm AH-1N.

Die Umsetzung des Trimers durch Enzyme des zellfreien Uberstandes des Stammes
AH-1N erfolgte Uber die Bildung des Dimers sowie des Monomers. Nach 2 h Inkubation
waren 0,3 mM des eingesetzten Substrates zu 0,1 mM Dimer sowie 0,5 mM GIcNAc
umgesetzt (Abbildung 5-21). Schlussendlich wurden alle Oligomere zur aquimolaren
Menge GIcNAc von 1,5 mM umgesetzt. Die spezifische Aktivitat der Trimerabbaus betrug
hier 76 mU mg™. Wurde das Dimer als Substrat eingesetzt, so war nach 2 h etwa die
Halfte zu 1 mM GIcNAc umgesetzt, was einer spezifischen Aktivitat von rund 125 muU
mg™ entsprach. Die Aktivitaten der Enzyme befanden sich somit im gleichen Bereich wie

diejenigen, wie sie mit den klnstlichen Substraten ermittelt wurden. Die hdchsten
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Aktivitdten chitinolytischer Enzyme des Stammes AH-1N konnten jedoch mit dem Einsatz
von Rohextrakt Chitin-gewachsener Kulturen errechnet werden. Hier waren die Substrate
schon nach wenigen Minuten vollstandig umgesetzt. Die ermittelten spezifischen
Aktivitaten lagen bei 1,85 U mg™ fiir GIcNAc, und 0,6 U mg™ fiir GIcNACs.

In Uberstanden Chitin-gewachsener Kulturen des Stammes 4D9 hingegen konnte keine
Umsetzung der Substrate beobachtet werden. Wie schon durch die Enzymtests mit
kunstlichen Substraten angezeigt, setzte dieser Stamm keine nachweisbaren freien
Chitinasen ins extrazellulare Milieu frei. Somit waren auch im zellfreien Uberstand keine
Produkte zu erwarten. Da wie oben beschrieben eine geringe Aktivitat der Chitobiase mit
kinstlichen Substraten durch Einsatz von Rohextrakt bestimmt werden konnte, wurden
auch fir diesen Stamm mogliche Produkte beim Abbau des Trimers und des Dimers
durch Einsatz von Rohextrakt bestimmt. Durch diesen Test konnte der vollstadndige Abbau
des Dimers zum Monomer GIcNAc nachgewiesen werden, die Aktivitat betrug hier rund
80 mU mg™. Eine Umsetzung des Trimers jedoch war unter den gewahlten Bedingungen
nicht zu beobachten.

Ein weiterer Untersuchungspunkt war die Freisetzung von Acetat durch Stamm AH-1N.
Um auszuschliel3en, dass die Deacetylierung extrazellular vonstatten ging, wurden oben
beschriebene Ansatze ebenfalls auf Acetatbildung durch HPLC-Analyse uUberprift. Mit
keinem der Substrate (Chitin, Monomer, Dimer, Trimer) konnte auch nach 20-stiindiger
Inkubation mit sterilfiltrierten Uberstanden eine Zunahme des im Uberstand vorhandenen
Acetats nachgewiesen werden. Durch den Einsatz von Rohextrakt hingegen konnte
sowohl bei Stamm AH-1N als auch bei Stamm 4D9 eine geringe Acetatbildung nach 20
Stunden mit GIcNAc als Substrat beobachtet werden. Dies korrelierte mit einer Abnahme
von GIcNAc. Das durch die Deacetylierung entstehende Produkt Glucosamin ist durch
seine positive Ladung in unserem Analysesystem nicht nachweisbar. Da die
Deacetylierung intrazellular womdglich vom phosphorylierten Substrat (GIcNAc-6-P)
erfolgt, wurden den Ansétzen zusatzlich ATP zugegeben. Dadurch beschleunigte sich
jedoch die Acetat-Freisetzung nicht.

Die oben beschriebenen Tests wurden allesamt in kleinem MaRstab bei 30 €
durchgefuhrt. Wachstumsexperimente mit freiem oder eingebettetem Chitin erfolgten
jedoch fir mehrere Tage bei 16 T bis 20 . Um die Freisetzung von Abbauprodukten
durch Stamm AH-1N unter Ublichen Kultivierungsbedingungen zu simulieren, wurde freies
bzw. in Agarosekugeln eingebettetes Chitin mit chitinolytisch aktivem Uberstand dieses
Stammes bei 25 T inkubiert und die Bildung von Pro dukten mittels HPLC bestimmit.
Durch Co-Chromatographie des Uberstandes mit definierten Standards konnten diese
Produkte zweifelsfrei identifiziert werden. Im Laufe der Inkubationszeit von 96 h konnten

sowohl mit freiem als auch mit eingebettetem Chitin die Chitin-Abbauprodukte GIcNAc,
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GIcNAc, und GIcNAcz; nachgewiesen werden, welche tber die Zeit zunahmen (Abbildung
5-22). Demnach liegen diese Produkte auch beim Wachstum des Stammes AH-1N frei
vor, sind jedoch nicht nachweisbar, da sie vermutlich unmittelbar in die Zelle
aufgenommen werden. Die Verfugbarkeit des Chitins in freier oder eingebetteter Form

scheint fuir die Zugéanglichkeit durch die Enzyme keine Rolle zu spielen.
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Abbildung 5-22 Freisetzung von GIcNAc (#), GIcNAc, (M) und GIcNAc; (A) aus eingebettetem
Chitin nach Inkubation mit chitinolytisch aktivem zellfreiem Kulturiiberstand des Stammes AH-1N.
Das im Uberstand vorhandene Acetat () blieb unveréandert.

Das im Uberstand vorhandene Acetat, welches von Stamm AH-1N beim Abbau von Chitin
freigesetzt wurde, nahm nicht weiter zu. Dies bestatigte erneut, dafl3 die Freisetzung des
Acetats nicht durch extrazellulare Enzyme vonstatten ging, sondern nur beim Wachstum
einer Kultur des Stammes AH-1N mit Chitin.

5.2.4 Wachstum des Stammes 4D9 mit zellfreiem Ubers tand des Stammes AH-1N

Da wie im vorherigen Kapitel beschrieben allein der chitinolytisch aktive Uberstand des
Stammes AH-1N genlgte, um Produkte aus freiem sowie eingebettetem Chitin
freizusetzen, stellte sich die Frage, ob Stamm 4D9 mit diesem aktiven Uberstand in der
Lage war, eingebettetes Chitin zu nutzen, oder ob die Anwesenheit des Stammes AH-1N
vonndten war. Besonders die Beobachtung, dass Stamm 4D9 in den von Stamm AH-1N
gebildeten Biofilm auf der Agarosekugel integrierte, ist in diesem Zusammenhang
besonders interessant. Hier stellte sich die Frage, ob Stamm 4D9 auch ohne Stamm

AH-1N allein durch die Anwesenheit chitinolytischer Enzyme einen Biofilm bildet. Daher
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wurden Wachstumsexperimente mit Stamm 4D9 mit in Agarose eingebettetem Chitin
durchgefuhrt, bei denen die Ansatze zusatzlich mit sterilfiltriertem Uberstand des
Stammes AH-1N versetzt wurden. Als Kontrollen dienten Kulturen ohne Uberstand sowie
Kulturen mit Uberstand, welcher mittels Filtration durch einen 10000 Da cut off Filter keine

chitinolytisch aktiven Enzyme mehr enthielt.
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Abbildung 5-23 CFU in der Suspension (oben) und im Biofilm (unten) des Stammes 4D9 bei der
Kultivierung mit eingebettetem Chitin in Gegenwart von chitinolytisch aktivem Uberstand von
Stamm AH-IN (), von filtriertem Uberstand (<) sowie ohne Uberstand (#).

(x Standardabweichung; n = 9).
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Das Wachstum des Stammes 4D9 in der Suspension in Kulturen ohne Uberstand sowie
mit filtriertem Uberstand war vergleichbar (Abbildung 5-23 oben). Hier nahmen die CFU
zwar innerhalb der ersten 24 h um das zehnfache auf rund 102 CFU ml? zu, jedoch
erhohte sich dieser Wert anschlieRend nicht mehr. Der Anstieg der CFU kdnnte durch
Freisetzung von Substraten aus dem Chitin bzw. der Agarose durch den
Autoklaviervorgang bei der Herstellung der Kugeln begriindet sein. Da wie erwdhnt kein
Unterschied zwischen den CFU mit filtriertem Uberstand oder ohne Uberstand zu
erkennen war, wuchs Stamm 4D9 demnach auch nicht mit im Uberstand vorhandenen
Abbauprodukten wie beispielsweise Acetat. Die im Uberstand vorhandene Menge an
Acetat nahm wahrend des Versuchs nicht ab. Wurde Stamm 4D9 hingegen neben den
Chitin-Agarosekugeln zusatzlich mit aktivem Uberstand kultiviert, so nahmen die CFU in
der Suspension um das hundertfache auf rund 10° CFU ml™ zu. Diese Zunahme war nicht
auf im aktiven Uberstand vorhandene Produkte zuruickzufuhren, da Stamm 4D9 mit
reinem Uberstand ohne Chitin-Agarosekugeln kein Wachstum zeigte (nicht gezeigt).
Demnach nutzte Stamm 4D9 die durch die aktiven Enzyme des Stammes AH-1N
freigesetzten Produkte wie GICNAc, GIcNAc, und GIcNAcz, nicht aber das ohnehin im
Uberstand vorhandene Acetat. In einem unabh&ngigen Versuch wurde bestétigt, dass
Stamm 4D9 nicht in der Lage war, mit Acetat zu wachsen. Im Verlaufe des
Wachstumsversuches wurden Proben fur die HPLC entnommen, hier konnten keine durch
die Enzyme gebildeten Produkte nachgewiesen werden, was auf einen sofortigen
Verbrauch durch Stamm 4D9 hinwies.

Die CFU der Biofilm-Fraktion zeigten im Gegensatz zur Suspension keinen Unterschied
zwischen der Kultivierung mit oder ohne aktiven Uberstand (Abbildung 5-23 unten).
Nahmen die Zellen des Stammes 4D9 in Cokultur mit Stamm AH-1N im Biofilm drastisch
zu, so bewirkte die Anwesenheit der Enzyme keinerlei verstarkte Biofilmbildung. Demnach
war allein die Anwesenheit des Stammes AH-1N fir die Biofilmbildung des Stammes 4D9
verantwortlich, nicht aber die extrazellularen Enzyme und die durch deren Aktivitat
resultierenden Chitin-Abbauprodukte.

Auch die Abnahme des unldslichen Chitins durch die Aktivitdt der Enzyme konnte
beobachtet werden. Kugeln, welche in einer Kultur des Stammes 4D9 mit aktivem
Uberstand des Stammes AH-1N vorlagen, waren gegen Ende des Versuchs frei von
Chitinpartikeln. Kugeln, welche mit reinem Uberstand aber ohne Stamm 4D9 inkubiert
wurden, zeigten eine leichte Abnahme der Chitinpartikel. Da hier zwar Abbauprodukte
entstanden, jedoch keine weitere Verwertung durch Stamm 4D9 stattfand, kodnnte der
Chitinabbau durch einen fehlenden Abzug der Produkte nach einiger Zeit zum Erliegen
kommen. Kugeln, welche nur mit einer Kultur von Stamm 4D9 inkubiert wurden, zeigten

keinerlei Reduzierung der Chitin-Partikel. Bestatigt wurden diese Beobachtungen durch
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Farbung des sich in der Kugel befindenden Chitins mit einer Congo Red-Ldsung (0,1 %
(w/v)) und Auswaschen des nichtgebundenen Farbstoffes mit einer 1M NaCl-Lésung. Je
mehr Chitin sich noch in den Kugeln befand, desto weniger Farbstoff enthielt die
Waschlosung (Abbildung 5-24).

Abbildung 5-24 Vergleich der chitinenthaltenden Agarosekugeln nach Wachstum des Stammes
4D9 ohne Uberstand des Stammes AH-1N (1), mit filtriertem Uberstand des Stammes AH-1N (2),
mit chitinolytisch aktivem Uberstand des Stammes AH-1IN (3) sowie einer Kugel, welche
ausschlieRlich mit aktivem Uberstand inkubiert wurde (4). Fotografie der Kugeln (a) und

Farbintensititat der Waschldésung nach Farbung des Chitins mit Congo Red (b). Balken = 0,5 cm.

5.2.5 Interaktionen der Stamme AH-1N und PAO1 beim  Wachstum mit Chitin

In der Literatur wird die Produktion von Chitinasen sowie Chitin-Bindeproteinen durch das
opportunistisch pathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa beschrieben (Folders et
al. 2001, Nouwens et al. 2002). Uberraschenderweise wachst der P. aeruginosa-Stamm
PAOL1 jedoch nicht mit Chitin als alleiniger Kohlen- bzw. Stickstoffquelle. Abbau von
Chitin wurde lediglich durch sichtbare Hydrolysehdfe beim Wachstum auf Chitin-
enthaltendem LB-Festmedium beobachtet (Folders et al. 2000). Unter den von uns
gewahlten Wachstumsbedingungen war jedoch weder ein Abbau noch ein Wachstum mit
Chitin zu beobachten, unnabhéngig ob das Chitin frei suspendiert in Flussigkultur oder in
Agar-Festmedium angeboten wurde. Auch die Oligomere GIcNAc, und GIcNAc; konnten
nicht als Substrat genutzt werden. Die oben beschriebene Beobachtung, dass Stamme
von Pseudomonas aeruginosa in LB-Festmedium eingebettetes Chitin abbauten, konnte
von uns nicht bestatigt werden.

Kulturlberstande von mit LB-Medium gewachsenen Kulturen des Stammes PAO1 wurden

einem Enzymtest mit den mit 4MU-derivatisierten Substraten unterzogen. Es konnte keine
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Aktivitdit gemessen werden, wonach Stamm PAO1 beim Wachstum mit LB im Gegensatz
zu Stamm AH-1N keine chitinolytisch aktiven Enzyme freisetzte. Auch nach Wachstum
mit GIcNAc (siehe unten) wurde keine Aktivitat gemessen.

Im Gegensatz zu kolloidalem Chitin sowie den Chitin-Oligomeren konnte das Monomer
GIcNAc von Stamm PAO1 sowohl als Kohlenstoff- als auch als Stickstoffquelle verwendet
werden. Eine naheliegende Vermutung war daher, dass Stamm PAO1 zwar nicht alleine,
wohl aber in Cokultur mit chitinabbauenden Bakterien wachsen und die durch das
cokultivierte Bakterium freigesetzten Abbauprodukte wie GICNAc oder Acetat nutzen
koénnte, oder mdglicherweise sogar selbst zum Chitinabbau befahigt ware.

Daher wurde ein Wachstumsexperiment mit freiem Chitin in Flussigkultur durchgefihrt
und die Stamme AH-1N und PAOL1 in gleichem Verhaltnis als Inokulum eingesetzt. Um
Stamm PAOL eindeutig identifizieren zu kénnen, wurde ein mit yfp markierter Stamm fir
die Versuche verwendet, welcher physiologisch keinen Unterschied zum Wildtyp aufwies
(Klebensberger at al. 2007). Als Kontrollen dienten Reinkulturen beider Stamme.
Zellzahlanderungen wurden Uber die Bestimmung der CFU in der suspendierten Fraktion
erfasst. Die Unterscheidung beider Stamme in Cokultur war durch die unterschiedliche
Koloniemorphologie moglich. Als zusétzliche Kontrolle wurden Stichproben der CFU
entnommen und Stamm PAO1l yfp nach Wachstum in flussigem LB-Medium durch
Fluoreszenz des exprimierten Fluoreszenzproteins eindeutig identifiziert.
Partikelassoziierte Zellen konnten zwar nicht quantifiziert werden, eine qualitative
Unterscheidung beider Stamme war jedoch durch Nutzung der Fluoreszenz in situ

Hybridisierung mit spezifischen Sonden maglich.
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Abbildung 5-25 Wachstum der Stamme AH-1N in Rein- (H) und Cokultur ([J) sowie PAOL in
Rein- (A) und Cokultur (A) mit freiem kolloidalem Chitin. (£ Standardabweichung; n = 9).
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In Reinkultur des Stammes PAO1 war mit freiem Chitin als alleiniger Kohlen- und
Stickstoffquelle kein Wachstum festzustellen (Abbildung 5-25). Im Laufe der
Inkubationszeit nahmen die frei suspendierten Zellen sogar um das zehnfache von
anfangs 10° CFU mlI™* auf 10° CFU mlI™* ab. Mikroskopisch war festzustellen, dass Stamm
PAO1 auch partikel-assoziiert vorlag, wodurch eventuell die Abnahme der frei
suspendierten Zellen zu erklaren ware. Eine Abnahme des Chitins war nicht festzustellen.
Wurde Stamm PAOL1 jedoch mit Stamm AH-1N kultiviert, so erfolgten eine Abnahme des
Chitins sowie eine Zunahme der Zellzahlen beider Stamme im Laufe der Zeit. Stamm AH-
AN wuchs hierbei bedeutend geringer als in Reinkultur, die ermittelten CFU ml™ dieses
Stammes in der Mischkultur lagen zeitweise um das hundertfache unter denen der
Reinkultur. Das Wachstum des Stammes PAOL war vergleichbar mit dem des Stammes
AH-1N, wobei Stamm PAOL1 in einigen Versuchen sogar die Mischkultur dominierte (nicht
gezeigt). Wie bereits beschrieben, setzte Stamm AH-1N im Laufe des Chitinabbaus
Acetat ins Kulturmedium frei. Diese teilweise erheblichen Mengen von bis zu 5 mM
konnten als Wachstumssubstrat fir Stamm PAO1 zur Verfigung stehen. Um dies zu
uberpriifen, wurde Stamm PAOL1 in sterilfiltriertem Uberstand von mit Chitin gewachsenen
Zellen von Stamm AH-1N inkubiert. Das Wachstum mit im Uberstand vorhandenen
Substraten wurde durch Bestimmung der optischen Dichte bestatigt. Der erreichte Wert
war jedoch héher, als mit den im Uberstand zur Verfiigung stehenden Mengen an Acetat
madglich wéare. Dies wurde durch einen Vergleich der optischen Dichte bei Wachstum in
Minimalmedium mit gleicher Menge Acetat bestatigt. Somit missen im Uberstand noch
weitere fir PAO1 nutzbare Substrate vorhanden gewesen sein, welche jedoch mit den
von uns verwendeten Analysemethoden nicht detektiert werden konnten. Die Analyse der
Chitin-Partikel in der Mischkultur mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung ergab, dass
beide Stamme wie auch in den jeweiligen Reinkulturen partikelassoziiert vorlagen, wobei

beide Stamme etwa im gleichen Verhaltnis vorlagen.

5.3 Transposonmutagenese

Extrazellulare chitinolytische Enzyme von Aeromonas hydrophila wurden bereits sowohl
biochemisch als auch auf genetischer Ebene teilweise charakterisiert (Lan et al. 2006, Wu
et al. 2001). Studien Uber die Physiologie des Chitinabbaus durch dieses Bakterium sind
jedoch nicht vorhanden. Aus diesem Grunde wurde eine Transposonmutangenese des
Stammes AH-1N durchgefuhrt, um mehr Uber den Chitinabbau dieses Bakteriums zu
erfahren. Nach erfolgreicher Konjugation wurden die erhaltenen Mutanten auf Defekte im
Chitinabbau untersucht, indem sie auf Chitin enthaltendes Minimal-Mestmedium mit

Glucose und dem entsprechenden Antibiotikum 0Ubertragen wurden. Von etwa 500



Ergebnisse 62

getesteten Kolonien, welche eine Kanamycin-Resistenz aufwiesen und somit das
Transposon enthielten, war bei einer kein Hydrolysehof um die gewachsene Kolonie zu
erkennen. Auch bei einer Inkubation in Flussigkultur mit freiem kolloidalem Chitin war kein
Wachstum zu beobachten. Die Mutante wuchs zwar sowohl mit GIcNAc, als auch mit den
Oliomeren GIcNAc, und GlcNAcs, jedoch konnten keine chitinolytisch aktiven Enzyme im
Kulturiiberstand nachgewiesen werden. Wurde die Mutante fiir mehrere Tage inkubiert,
so lieBen sich sowohl Chitinasen, als auch Chitobiasen im Uberstand messen.

Fragmente genomischer DNA der Mutante konnten erfolgreich nach Ligation in einen
geeigneten Vektor und Transformation in E. coli kloniert werden. Ein Kanamycin-
Resistenz vermittelndes Insert wurde nach einer Plasmidpréaparation von beiden Seiten
der multiple cloning site (MCS) des Vektors sequenziert. In Vorwarts-Richtung konnte ein
etwa 800 bp groRes Stiick sequenziert werden, welches zu etwa 2/3 aus Transposon-
Sequenz bestand (3'-Ende). Am 5-Ende konnte eine etwa 245 bp lange Sequenz
erhalten werden, welche eine 97 % ige Ubereinstimmung auf Nukleotidebene und eine
100 % ige Ubereinstimmung auf Proteinebene zu einem Fragment des Gens fiir das
General Secretion Pathway Protein L, GspL, aus dem Typstamm Aeromonas hydrophila
ATCC 7966 (Seshadri et al. 2006) aufwies. In Ruckwartsrichtung konnte ein 616 bp
langes Stick sequenziert werden, welches eine 100 % ige Identitat auf Proteinebene zu
gspL (326 bp, 5-Ende) sowie zu einem nachfolgenden Gen, gspM (290 bp, 3-Ende),
ebenfalls aus dem Typstamm, zeigte. Weitere hohe Identitdten zeigten die erhaltenen
Sequenzen zu exelL bzw. exeM aus einem weiteren Stamm von A. hydrophila (Jiang und
Howard 1992) sowie zu gspL und gspM aus dem Typstamm A. salmonicida A449. Das
1,8 kb grof3e Transposon konnte nach der Sequenzanalyse etwa 560 bp upstream des 3'-
Endes von gspL lokalisiert werden. Das Ende von gspL war durch das Stoppcodon TGA
gekennzeichnet und nach drei weiteren Basen folgte bereits das Startcodon (ATG) fur

gspM.
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Abbildung 5-26 Genomischer Kontext des Transposon-Inserts im Vergleich zu den homologen
Genen gspL bzw. gspM aus Aeromonas hydrophila ATCC 7966. Die bereits sequenzierten

Bereiche sind gelb markiert, die Zahlen geben die Langen der Sequenzen in Nukleotiden an.



6 Diskussion

6.1 Untersuchungen zur Rolle AHL-vermittelter Zell-  Zell-Interaktionen

in Mikrokosmen

6.1.1 Etablierung von Mikrokosmen

Ein Ziel dieser Arbeit war es zunachst, ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung
von Zell-Zell-Interaktionen heterotropher Bakterien bei der Besiedlung und dem Abbau
organischer Partikel unter natirlichen Bedingungen zu etablieren. Als Modell eines
organischen Partikels dienten autoklavierte einzellige Grinalgen, welche in Agarose
eingebettet waren. Diese Kugeln wurden der natirlichen Mikroflora der Litoralzone des
Bodensees als Anheftungs- und Abbausubstrat angeboten. Durch die Anreicherung von
Bakterien in den Mikrokosmen und Vergleich der Zellzahlen konnte bestétigt werden,
dass die von uns etablierten Systeme hervorragend fir die angestrebten Untersuchungen
geeignet waren. Die hochsten Zellzahlen waren in solchen Mikrokosmen zu beobachten,
welche die in Agarose eingebetteten Algen enthielten. Die Agarose selbst diente nicht als
Substrat, da in Kontrollmikrokosmen mit algenfreien Kugeln einerseits und komplett algen-
und kugelfreien Mikrokosmen andererseits gleiche Zellzahlen erreicht wurden. Demnach
konnte Agarose als Matrix fur partikularen Kohlenstoff verwendet werden und hatte
wahrend des Beobachtungszeitraumes keinen Einfluss auf das Wachstum der Bakterien.
Die verwendeten Algen stellten sich als geeignete N&ahrstoffquelle heraus, da sie einen
ahnlichen Kohlenstoffgehalt aufwiesen, wie es bereits fir im Bodensee vorkommende
organische Partikel berechnet wurde (Grossart und Simon 1998). Zusétzlich forderten die
eingesetzten Algen das Wachstum der planktonischen Bakterien. Von anfangs 10° Zellen
ml* erhéhten sich die Zellzahlen auf das zehnfache in Algenkugeln enthaltendem
Seewasser. Dies entspricht genau den Werten, wie sie bereits flr die Wassersaule des
Bodensees beim Vergleich der Zelldichten im Winter sowie nach Einsetzen des
Algenwachstums im Fruhjahr beschrieben wurden (Glide et al. 1985). In dieser Studie
wurde auch die Erhéhung der Kultivierungseffizienz zur Zeit der Algenbliite beschrieben,
welches sich ebenfalls deutlich mit den aus den Mikrokosmen erhaltenen Resultaten
deckt. Hier blieben die Kultivierungseffizienzen in Mikrokosmen ohne Algen unter 1 %
wahrend des gesamten Experimentes, in Mikrokosmen mit Algen jedoch wurden Werte
von Uber 60 % erreicht. Die Erhdhung der Kultivierungseffizienz durch die Zugabe von
Néahrstoffen kdnnte in Zusammenhang mit der Hypothese stehen, dass einige pelagische

Bakterien in der Lage sind, auf ein schnelles Wachstum umzustellen, sobald hohe
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Nahrstoffkonzentrationen zur Verfigung stehen und sich diese Bakterien durch ihr
schnelles Wachstum stark anreichern (Azam et al. 1993). Die verwendeten Algen
forderten nicht nur das Wachstum planktonischer, sondern vor allem das der partikel-
assoziierten Bakterien, welche fast tausendfach konzentrierter auf solchen Kugeln,
welche Algen enthielten, vorzufinden waren. Auch fur marine Partikel wurde beschrieben,
dass die bakteriellen Zellzahlen auf organischen Partikeln um drei Potenzen hoher als im
Vergleich zum Umgebungswasser lagen (Azam et al 1993).

Zusammenfassend konnten mit den von uns etablierten Mikrokosmen Bedingungen
vergleichbar mit der nattrlichen Situation erreicht werden. Demnach ist dieses System gut
geeignet, um die dkologischen Interaktionen zwischen Mikroorganismen abweichend von

typischen Laborbedingungen naher zu untersuchen.

6.1.2 Charakterisierung isolierter Bakterien

In den von uns durchgefiihrten Mikrokosmosexperimenten reicherten sich zwei Gruppen
von Bakterien sowohl in der suspendierten, als auch in der Biofilm-Fraktion an. Zum einen
waren dies Bakterien, welche zur AHL-produzierenden Gattung Aeromonas gehdrten.
Diese Gammaproteobakterien sind weit verbreitet in aquatischer Umgebung, aus der sie
leicht isoliert werden kdnnen (von Graevenitz 1987). Gammaproteobakterien stellen bei
phylogenetischen Untersuchungen mikrobieller Gemeinschaften partikelassoziierter
Bakterien oft nur einen geringen Anteil dar (Simon et al. 2002). Auch fir den Bodensee
sind Daten zur mikrobiellen Zusammensetzung von lake snow erhdltlich, hier machten
Alpha- und Betaproteobakterien meist den Hauptanteil der Population aus, gefolgt von
Bakterien der Cytophaga/Flavobakterien-Gruppe und dem geringsten Anteil der
Gammaproteobakterien (Schweitzer et al. 2001). Stamme der Gattung Aeromonas
kommen in niedrigen Zellzahlen von 10 bis 10° CFU ml* in Oberflachengewéssern vor
und weisen eine vergleichsweise niedrige Uberlebensrate in oligotrophen Gewassern auf
(Hazen et al. 1978, Kersters et al. 1996). Trotz ihrer geringen Abundanz in aquatischen
Systemen wurde bereits haufig beobachtet, dass sich schnell wachsende
Gammaproteobakterien voribergehend an Orten mit hoher N&ahrstoffverfigbarkeit stark
anreichern konnen (Pernthaler und Amann 2005, Fuchs et al. 2000). Dies deckte sich mit
unserer Beobachtung, dass die Zellzahlen der aus unseren Mikrokosmen isolierten
Aeromonas-Stamme Werte von 10° CFU ml™ erreichten. Viele Aeromonas-Stamme
kénnen Pathogene fir Fische (Bruhn et al. 2005) und auch fir Menschen sein (von
Graevenitz 2007). Dabei setzen sie viele extrazellulare Proteine frei, welche mit der
Pathogenitéat und der 6kologischen Anpassungsfahigkeit dieser Bakterien verbunden sind
(Yu et al. 2007). Auch die Sekretion vielfaltiger polymerabbauender Enzyme wie

Amylasen, Chitinasen und Proteasen durch Aeromonas spp. wurde untersucht (Janda



Diskussion 65

1985). Jedoch ist bisher tber die Rolle der Gattung Aeromonas im Nahrstoff-Zyklus in der
aquatischen Umwelt und Uber Interaktionen mit anderen prokaryotischen Organismen
wenig bekannt (Seshadri et al. 2006).

Die zweite dominante Gruppe der aus den Mikrokosmen isolierten Stamme gehort zu der
sehr heterogenen Gruppe Cytophaga/Flavobacterium der Bacteroidetes. Stamme dieser
Gruppe sind sehr haufig in aquatischen Habitaten und sind bekannt fir den Abbau
polymerer Substrate wie Cellulose und Chitin (Kirchman 2002, Lemarchand et al. 2006).
Vor allem in marinen Systemen machen diese Bakterien einen oft dominierenden Anteil
partikelassoziierter Populationen aus (DelLong et al. 1993, Zoppini et al. 2005), einige
Studien belegen dies auch fur SuBwasser-Aggregate (Schweitzer et al. 2001).

Hohe phylogenetische Ubereinstimmungen innerhalb der physiologisch sehr heterogenen
Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe gestalten die taxonomische Zuordnung bekannter
sowie neu isolierter Stamme aulRerst schwierig. Grundsatzlich teilen sich die Gattungen
Cytophaga und Flavobacterium einige typische Charakteristika wie die haufige
Pigmentierung und die Abwesenheit eines Flagellums (Christensen 1977). Die Zuordnung
zu jeweils einer der Gattungen erfolgte urspringlich meist tUber die Eigenschaft der
Fortbewegung durch die sogenannte gliding motility, welche ausschlielich auf die
Ordnung Cytophagales beschrankt war (Reichenbach 2006b). Durch die Bestimmung von
Flavobacterium aquatile zum Typstamm der Gattung Flavobacterium jedoch wurden
Vorschlage zur Neuorganisation der gesamten Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe
gemacht, da eben erwahnter Typstamm sowohl physiologisch als auch genetisch hohe
Verwandtschaft zu vielen Cytophaga-Stammen, nicht aber zu Flavobacterium-Stammen
aufweist. Die Aufforderung, diesen Typstamm durch einen andern zu ersetzen, wurde
jedoch abgelehnt (Bernadet et al. 1996). Daher werden neu isolierte Stamme oft der
Gattung Flavobacterium zugehdrig klassifiziert, obwohl sie anhand ihrer physiologischen
Eigenschaften die fur Cytophaga charakteristischen Eigenschaften, vor allem der gliding
motility, aufweisen. Da die Gattung Flavobacterium jedoch weiterhin als unbeweglich
(einschliel3lich des Gleitens) beschrieben wird (Holt et al. 1994), wurden die von uns
isolierten und naher charakterisierten Stamme wie beispielsweise Stamm 4D9 aufgrund
ihrer offensichtlichen gliding motility der Gattung Cytophaga zugeordnet.

Die von uns isolierten Stamme der Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe zeigten durchweg
ein schwarmendes Wachstum auf Agarplatten mit einem geringen Trypton-Gehalt von
0,05 %. Bei einem Trypton-Gehalt von 1 % jedoch wurde das Schwarmverhalten fast
vollsténdig unterdrickt und die Stamme bildeten klar definierte Kolonien. Der Einfluss des
Nahrstoffgehaltes auf das Schwéarmverhalten dieser Bakterien ist eine alte Beobachtung
(Stanier 1946, Christensen 1977). Chemotaktische Antworten sowie der Einfluss

verschiedener Zucker auf physiologische Eigenschaften des bei Fortbewegung
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exkretierten Schleimes wurden als mogliche Ursachen diskutiert (Wolkin und Pate 1984),
neuere Untersuchungen hierzu sind jedoch nicht vorhanden. Eine sehr interessante
Beobachtung konnte beim Schwarmverhalten des Stammes 4D9 gemacht werden. Dieser
Stamm wies ein verzégertes Schwarmen auf Agarplatten mit geringem Tryptongehalt auf,
sobald er zusammen mit einem Stamm von Aeromonas hydrophila kultiviert wurde. Die
Morphologie der zunéchst sichtbaren Kolonien entsprach denen der Aeromonas-
Reinkultur, die Kolonien bestanden jedoch zu einem grof3en, teilweise dominierendem
Teil, aus Zellen des Stammes 4D9. Diese offensichtlich starke Assoziation beider
Bakterien schien einen Einfluss auf das Schwarmverhalten des Stammes 4D9 zu haben,
da dieser erst nach einiger Zeit aus der Kolonie herausschwarmte. Ob es hier einen
Zusammenhang mit der Nahrstoffverfigbarkeit gibt, ist unklar. Grundséatzlich ist jedoch die
Assoziation von Cytophaga mit anderen Bakterien kein unbekanntes Ph&nomen
(v. Hofsten et al. 1971, Speyer 1953).

6.1.3 Die Rolle AHL-vermittelter Zell-Zell-Kommunik  ation in Mikrokosmen

Die starke Anreicherung AHL-produzierender Bakterien der Gattung Aeromonas deutete
auf eine wichtige Funktion AHL-vermittelter Zell-Zell-Kommunikation beim Wachstum in
den von uns etablierten Mikrokosmen fur diese Stdmme an. Zudem werden fir die
Besiedlung und den Abbau organischer Partikel wichtige Faktoren wie die Produktion
vieler extrazellularer Enzyme (Swift et al. 1999, Bi et al. 2007) sowie die Biofilmbildung
(Lynch et al. 2002) in Aeromonas hydrophila durch AHL-vermitteltes Quorum Sensing
reguliert. Entgegen unserer Erwartung konnten wir jedoch keine AHL in den Mikrokosmen
nachweisen, auch nach einer 500-fachen Anreicherung durch organische Extraktion
reagierte keiner der AHL-Indikatorstamme. Daraus lasst sich schlieRen, dass die
natirliche Mikroflora keine signifikanten Mengen an AHL produzierte. Nichtsdestotrotz
schliel3t dies nicht die Anwesenheit hoherer AHL-Konzentrationen innerhalb von
Mikrobereichen eines auf der Agarosekugel gebildeten Biofilms aus. Die modifizierten
Quorum Sensing Konzepte des diffusion sensing (Redfield 2002) und compartment
sensing (Koerber et al. 2005) sprechen die Funktionalitdt chemisch vermittelter Zell-Zell-
Kommunikation auch bei geringen Zellzahlen an. Hierbei missen die Zellen in Bereichen
mit geringer Diffusion bzw. dicht zusammengedrangt in Aggregaten vorliegen. In solchen
Fallen wirde zwar kein die Gesamtpopulation betreffender Effekt AHL-vermittelter
Kommunikation auftreten, in zeitlich und rdumlich begrenzten Bereichen jedoch schon.
Dabei konnten sich in solchen Bereichen hdherer AHL- Konzentrationen auch AHL-
produzierende Bakterien durchsetzen und ein vermehrtes Wachstum aufweisen. Um
diese Theorie zu Uberprifen, wurde das Wachstum des Aeromonas hydrophila-Stammes

AH-IN mit dem der isogenen AHL-defekten Mutante AH-1N ahyl in Mikrokosmen in
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Cokultur beider Stamme verglichen. Zusatzlich wurden Cokultur-Experimente mit dem
nicht-AHL-produzierenden Stamm 4D9 durchgefiihrt, da dieser im Gegensatz zur
Aeromonas-Mutante mdglicherweise auch nicht in der Lage ist, auf potenziell gebildete
AHL zu reagieren. Sollte die Fahigkeit, AHL zu produzieren, in kleinen Bereichen des
Biofilms eine Rolle spielen, so sollte sich der AHL-bildende Wildtyp zumindest in der
Biofilmfraktion durchsetzen und hdhere Zellzahlen als die Mutante aufweisen. Jedoch
waren im Vergleich zum Wildtyp keinerlei Wachstumsnachteile der Mutante zu
beobachten, beide Stamme erreichten vergleichbare Zellzahlen. Dadurch schlief3t sich
auch die Mdoglichkeit eines Profits der Mutante durch die vom Wildtyp produzierten AHL
aus, da die Mutante keine Energie fur die Produktion der Signalmolekile aufwenden
muss. Ein selektiver Vorteil sogenannter ,cheater* wurde bereits mehrfach diskutiert
(Diggle et al. 2007, Keller und Surette 2006, Kreft 2005), eine systematische Studie zu
dieser Hypothese sowie auch zu denen des diffusion und compartment sensing fehit
jedoch.

Unabhangig von der mdglichen Anwesenheit lokal erhdhter AHL-Konzentrationen liel3
sich ein globaler Effekt bezlglich des Wachstums in Mikrokosmen auch durch Zugabe
des von Stamm AH-1N hauptsachlich produzierten Molekils BHL nicht induzieren. Daher
kann postuliert werden, dass AHL-vermitteltes Quorum Sensing fiir Aeromonas hydrophila
beim Wachstum mit organischen Partikeln unter den von uns gewahlten Bedingungen
grundsétzlich nicht erforderlich ist. Selbst bei der Anwesenheit von AHL in
Mikrokompartimenten innerhalb eines Biofilms ist dies keine Vorraussetzung fur die
erfolgreiche Besiedlung von Partikeln durch dieses Bakterium. Eine mogliche Erklarung
konnten die nahrstoffarmen Bedingungen sein, wie sie fir die Mikrokosmen gewahlt
wurden. Anfangs erwahnte Studien zu AHL-regulierten Vorgéangen in Aeromonas
hydrophila wie die Produktion extrazellularer Enzyme und die Bildung eines Biofilms
wurden unter Standard-Laborbedingungen in nahrstoffreichen Medien durchgefihrt.
Mdoglicherweise spielt eine AHL-vermittelte Genexpression fir Aeromonas hydrophila
tatsachlich erst bei hohen Nahrstoffkonzentrationen eine Rolle. So wurden beispielsweise
AHL aus infizierten Fischen extrahiert (Bruhn et al. 2005), weshalb in oligotrophen
Verhéltnissen die Produktion von AHL in Zusammenhang mit der Pathogenitat und der
damit verbundenen plétzlichen starken Nahrstoffverfigbarkeit stehen kdnnte. Hierbei
ergibt sich ein Wachstumsvorteil nicht ausschlie3lich durch das Signalmolekil, sondern
auch durch die Selektivitat mittels spezifischer Pathogenitatsfaktoren. Unter néhrstoff- und
energiearmen Bedingungen hingegen lohnt sich der Energieaufwand fir die Produktion
von solch relativ unspezifischen Signalmolekilen wie AHL nicht. Daher stellt sich die
Frage, ob nicht andere, spezifischere Signalmolekile bei der Besiedlung organischer

Partikel unter né&hrstofflimitierten Bedingungen involviert sein kdnnten. Neuste
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Untersuchungen zeigten beispielsweise, dass Rhodopseudomonas palustris ein
neuartiges Quorum Sensing Signalmolekil verwendet. Dieses Bakterium nutzt nicht die
typischen Acyl-Homoserinlaktone, sondern eine nicht-fettige Variante bestehend aus dem
AHL-typischen Laktonring, welcher statt einer Acylseitenkette mit p-Cumarat verbunden
ist (Greenberg 2008). Dies ist der erste Bericht, dass Bakterien ein Signalmoldekuil aus
einem spezifischen Substrat synthetisieren, in diesem Falle p-Coumarat, dessen Aldehyd
ein  Monomer des Lignins darstellt. Die Suche nach weiteren, spezifischeren
Signalmolekilen kénnte daher zu neuen Erkenntnissen bei der chemischen Interaktion
von Bakterien unter natirlichen Bedingungen fuhren.

Wie bereits erwahnt spielte die Fahigkeit, AHL zu produzieren, fir Aeromonas hydrophila
AH-1IN keine Rolle beim Wettbewerb um die Besiedlung der Agarosekugel mit dem
Cytophaga-Stamm 4D9. Dennoch zeigten sich beim Wachstum des Stammes AH-1N
sowie der Mutante drastische Unterschiede im Vergleich der Reinkulturen mit der
Konkurrenzsituation in der Cokultur mit Stamm 4D9. Im Gegensatz zu den jeweiligen
Reinkulturen zeigten beide Aeromonas-Stdamme in Cokultur mit Stamm 4D9 kein
Wachstum. Besonders auffallend war die kontinuierliche Abnahme der Aeromonas-CFU
im Biofilm. Diese Abnahme ging lediglich nach 48 h einher mit einer Zunahme der
suspendierten Aeromonas-Zellen, anschlieRend jedoch war ausschlief3lich eine Abnahme
der Gesamt-CFU zu vermerken. Stamm 4D9 hingegen zeigte in der Cokultur ein
ahnliches Wachstumsverhalten wie die Reinkultur und wurde demnach nicht durch die
Anwesenheit eines zweiten Stammes beeinflusst. Die Verdrangung der Aeromonas-
Stdmme kann nicht ausschlief3lich einen Vorteil des Stammes 4D9 bei der Anheftung an
die Kugeloberflaiche bedeuten, da die CFU des Biofilms beider Bakterien zun&chst
ahnliche Werte zeigen und Stamm AH-1N erst allmahlich verdréngt wurde. Daher ist die
aktive Verdrangung des Stammes AH-1N durch Stamm 4D9, beispielsweise durch die
Produktion inhibitorischer Substanzen sehr wahrscheinlich. Viele Stdmme der
Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe produzieren eine Reihe von Sekundarmetaboliten, wie
beispielsweise B-Laktame, die eine inhibitorische Wirkung auf andere Bakterien haben
kénnen (Reichenbach 2006b). Die tatséchliche Inhibierung eines Bakteriums durch einen
Cytophaga-Stamm wurde bereits in einem marinen Biofilm untersucht (Burchard und
Sorongon 1998).
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6.2 Metabolische und physiologische Interaktionen b eim Abbau von
Chitin

6.2.1 Abbau von Chitin durch  Aeromonas hydrophila AH-1N

Der in unseren Experimenten verwendete Stamm Aeromonas hydrophila AH-1N wuchs
mit kolloidalem Chitin als alleiniger Kohlen- und Stickstoffquelle. Im Kulturiberstand des
Stammes konnten extrazellular vorliegende chitinabbauende Enzyme mittels spezifischer
Enzymtests nachgewiesen werden. Die Produktion extrazellularer chitinolytischer Enzyme
durch Aeromonas spp., unter anderem Aeromonas hydrophila wurden bereits in einigen
Studien beschrieben. Untersucht wurden vor allem zwei Endochitinasen, welche durch die
Gene chiA bzw. chi92 kodiert werden (Lan et al. 2006, Wu et al. 2001), sowie eine [3-N-
Acetylglucosaminidase (Lan et al. 2004), welche die Hydrolyse von GIcNAc, zu GIcNAc
katalysiert. Diese Studien beziehen sich jedoch hauptsachlich auf Sequenzanalysen der
Chitinbindedoméanen dieser Enyzme sowie auf Studien zur Bindekapazitdt nach
ortsgerichteter Mutagenese dieser Doménen. Uber die genaue Funktionsweise all dieser
Enzyme sowie Uber den Transport der Oligosaccharide und Monosaccharide und deren
weitere Verstoffwechselung ist fir Aeromonas hydrophila bis dato nichts bekannt.
Biochemische und physiologische Studien, insbesondere zur Charakterisierung der
Abbauprodukte wurden bisher kaum bzw. lediglich mit in E. coli exprimierten Chitinasen
aus verschiedenen Aeromonas-Stammen durchgefihrt (Chen et al. 1991). Einige wenige
Studien beschaftigten sich mit dem Abbau von Chitin durch Aeromonas hydrophila und
der physiologischen Charakterisierung des Abbaus (Kuk et al. 2005, Sashiwa et al. 2002).
Hier wurden durch zellfreie Uberstande vor allem das Produkt GIcNAc, zu einem geringen
Anteil auch die Oligomere GIcNAc, und GIcNAcs, bei der Hydrolyse von Chitin freigesetzt.
Dies entspricht unseren Beobachtungen bei der Inkubation zellfreien Kulturiberstandes
des Stammes AH-1N mit kolloidalem Chitin und den Oligomeren. Aus Chitin wurden
sowohl die beiden Oligomere GIcNAc, und GIcNAc; sowie das Monomer GIcNAc
freigesetzt, wobei das Endprodukt nach langerer Inkubation ausschliel3lich das Monomer
war. Demnach werden von Stamm AH-1N neben Polymer-hydrolysierenden Endo- oder
Exoenzymen auch solche Enzyme freigesetzt, welche die Entstehung des Monomers
katalysieren. Diese konnen einerseits Exoenzyme oder Chitobiasen sein, welche
Monomere von langerkettigen Oligomeren abspalten, oder das Dimer hydrolytisch
spalten. Da durch die Aktivitdt der Chitinasen im Kulturiberstand auch Dimere
extrazellular entstehen, ist die Anwesenheit einer Chitobiase, welche ausschlielRlich
Dimere spaltet, auch aufRerhalb der Zelle zu vermuten. Vermutlich liegen jedoch die
Oligomer-abbauenden Enzyme des Stammes AH-1N hauptsachlich intrazellular bzw.

periplasmatisch vor. Durch den Einsatz von Rohextrakt und somit periplasmatischer und
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intrazellularer Enzyme erhdhte sich die spezifische Aktivitat fir den Abbau des Dimers zu
GIcNAc um etwa das 20-fache, die des Abbaus des Trimers um etwa das 5-fache. Auch
beim Einsatz kinstlicher Substrate fiir den Nachweis von Chitinase und Chitobiase
erhdhte sich nach Behandlung der Zellen mit einem Detergenz die Chitobiase-Aktivitat.
Grundsatzlich wurden diese chitinolytischen Enzyme des Stammes AH-1N nicht nur beim
Wachstum mit Chitin oder Chitinabbauprodukten, sondern ebenfalls beim Wachstum mit
Trypton oder Glucose gemessen. Daher lasst sich vermuten, dass diese Enzyme in
Stamm AH-1N nicht induziert werden wie beispielsweise die durch Chitin induzierte
Chitinase eines anderen Aeromonas hydrophila- Stammes (Hiraga et al. 1997) oder die
durch Chitin-Oligomere induzierte Chitinase aus Serratia marcescens (Monreal und
Reese 1969).

Stamm AH-1N setzte beim Wachstum mit Chitin sowohl Ammonium als auch Acetat in
den Kulturiiberstand frei. Allein durch die Aktivitat extrazellularer Enzyme des Stammes
AH-IN war dies nicht zu beobachten, daher lasst sich schlussfolgern, dass die
Deacetylierung und die Deaminierung intrazellular bei diesem Stamm vonstatten gehen.
Moglicherweise fiihren hohe Aktivitaten der hydrolytischen Deacetylierung bzw.
Deaminierung zu einer Akkumulation von Acetat und Ammonium innerhalb der Zelle,
welche zundchst exportiert werden. Eine ahnliche Beobachtung wurde fir
Chromobacterium violaceum beim Wachstum mit Chitin gemacht (Streichsbier 1983). Hier
wurde diskutiert, dass der Katabolismus fir Acetat durch die Anwesenheit von Chitin und
Abbauprodukten reprimiert sein konnte und Acetat daher erst nach Erschopfung des
eigentlichen Substrates genutzt wird. Die Akkumulation von Ammonium wurde durch das
enge C:N-Verhéltnis von Chitin begriindet, wodurch der Stickstoff-Bedarf der Zelle unter
dem Angebot lage. Im Falle des Stammes AH-1N jedoch verschwand das freigesetzte
Ammonium vollstandig aus dem Kulturiberstand beim Wachstum mit GIcNAc oder Chitin
gegen Ende der exponentiellen Phase, wodurch ein Uberschuss an Ammonium fir
Stamm AH-1N nicht zu vermuten ist.

Durch die Freisetzung der Chitinabbauprodukte GIcNAc, GIcNAc, und GIcNAcsz durch
extrazellulare Enzyme des Stammes AH-1N sowie der Exkretion von Ammonium und
Acetat entstehen frei verfligbare Substrate, welche durch Diffusion leicht verloren gehen
kénnten und zusatzlich unter natirlichen Bedingungen auch anderen Bakterien zur
Verfigung stiinden. In dieser Konkurrenzsituation kann Stamm AH-1N beispielsweise
durch die Ausbildung eines Biofilms eine direkte Aufnahme der Substrate begleitend zum
Abbau des Polymers gewéhrleisten. Tatsdchlich konnte beim Wachstum mit Chitin in
Flassigkultur mikroskopisch beobachtet werden, dass dieser Stamm dichte Biofilme auf
den Chitinpartikeln ausbildete. Die Freisetzung von Chitin-Oligomeren und Monomeren

war ausschlielich bei der Inkubation des Substrates mit zellfreien Enzymen, nicht aber in
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Gegenwart von Zellen zu vermerken. Dies spricht fur ein effektives Aufnahmesystem der
Substrate ohne Verluste in die Umgebung. Die Ausbildung eines Biofilms auf Chitin steht
bei untersuchten Vibrio-Spezies in Zusammenhang mit Bindung an Chitin durch Zucker-
spezifische Lektine. In Vibrio furnissii ist dieser Lektin-Bindeapparat nicht nur fur die
Adhesion an Chitin, sondern auch fir die Uberprifung des Nahrstoffzustandes der
naheren Umgebung zustandig (Yu et al. 1991).

Uber die komplexen Vorgange der Wahrnehmung des Substrates Chitin und der Bindung
an selbiges sowie der Zusammenhang mit dem Abbau des Polymers und der Aufnahme
der Oligosaccharide ist fir Aeromonas hydrophila bisher nichts bekannt. Daher wurde zur
naheren Charakterisierung des Chitinabbaus durch Stamm AH-1N eine
Transposonmutagenese durchgefihrt. Es konnte eine Mutante isoliert werden, welche
weder in Flussigkultur noch auf Festmedium mit Chitin wachsen konnte. Durch Klonierung
genomischer DNA-Fragmente der Mutante in E.coli und anschlieRender Sequenzierung
konnte das Transposon in einem Gen lokalisiert werden, dessen Sequenz eine 100 % ige
Ubereinstimmung auf Proteinebene mit dem Gen gspL aus dem Typstamm Aeromonas
hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 aufwies. Eine ebenfalls sehr hohe Ahnlichkeit
konnte zu exeL aus einem weiteren Aeromonas hydrophila Stamm festgestellt werden.
Diese Gene codieren fir Proteine des general secretion pathway- (GSP) Systems Gram
negativer Bakterien. In einem zweistufigen System werden extrazellulare Proteine
zunachst Uber das sec-System in den periplasmatischen Raum dberfihrt und
anschlieBend uber das GSP-System uber die &uf3ere Membran transportiert (Pugsley
1993). Die Proteine dieses Systems werden von einem Gencluster, bestehend aus 12 bis
14 Genen (gspC — gspN in A. hydrophila ATCC 7966) codiert. In Aeromonas hydrophila
ist dieses Gencluster fur die Sekretion nahezu aller extrazellularen Enzyme
verantwortlich, welche bei der Pathogenitat dieses Bakteriums eine wichtige Rolle spielen
(Howard et al. 1993). Da die von uns isolierte Mutante keinerlei Wachstum mit Chitin
zeigte, werden bei diesem Bakterium demnach auch chitinolytische Enzyme Uber dieses
System transportiert. Der Transport einer Chitinase tUber das GSP-System konnte bereits
fur einen Vibrio-Stamm gezeigt werden (Connell et al. 1998), fir Aeromonas hydrophila
war dies bisher nicht bekannt. Da lediglich der Transport, nicht aber die Produktion der
Enzyme defekt ist, akkumulieren die von der Mutante produzierten Chitinasen vermutlich
im periplasmatischen Raum, wie es bereits flr verschiedene Enzyme eines Aeromonas
hydrophila-Stammes gezeigt wurde (Howard und Buckley 1983). In der Tat konnte zu
Beginn des Wachstums der Mutante mit Trypton oder GIcNAc keine Aktivitat
extrazellularer chitinolytischer Enzyme festgestellt werden, nach langerer Inkubation von
etwa drei Tagen war jedoch eine mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivitdt messbar und

kam vermutlich durch die Lyse der Zellen in der stationdren Phase zustande. Die
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Fahigkeit der Mutante, trotz des Defekts mit den Chitinoligomeren zu wachsen, spricht wie
bereits oben diskutiert fir die Anwesenheit Oligomer-hydrolysierender Enzyme im
Periplasma oder Cytosol. Ob gspL tatsachlich fir den Transport chitinolytischer Enzyme
des Stammes AH-1N bendtigt wird, kdnnte durch Komplementation der Mutante mit dem
Wildtyp-Gen untersucht werden. Geeignete Primer zur Amplifikation des Gens kdnnten
aufgrund der Ubereinstimmung aus gspL des Typstammes abgeleitet werden. Ein polarer
Effekt durch das Transposon ist eher nicht zu vermuten, da dieses keine Terminator-
Sequenz besitzt und daher das Transkript der nachfolgenden Gene (gspM und gspN)
nicht beeinflussen sollte.

Die Isolierung einer ,echten“ Chitinabbaumutante wird mit einer Transposonmutagenese
nicht zu erreichen sein, da Stamm AH-1N vermutlich mehrere Chitinasen besitzt. So sind
im Genom des Typstammes drei putative Chitinasen und wenigstens zwei Oligomer-
abbauende Enzyme zu finden. Zur weiteren Untersuchung des Chitinabbaus durch
Stamm AH-1N waére beispielsweise das Screening nach einer Mutante, welche einen

Defekt in der Bindung an Chitin aufweist, erfolgversprechender.

6.2.2 Abbau von Chitin durch Cytophaga sp. 4D9

Viele Stamme der Cytophaga-Flavobacterium Gruppe sind bekannt fur die Fahigkeit,
Polysaccharide wie Chitin abzubauen (Reichardt 1974). Auch Stamm 4D9 konnte mit
freiem kolloidalem Chitin als alleiniger Kohlen- und Stickstoffquelle wachsen. Ein
bemerkenswerter Unterschied zu Stamm AH-1N beim Wachstum mit Chitin war jedoch,
dass Stamm 4D9 keine extrazellularen chitinabbauenden Enzyme zu sekretieren schien.
Im Kulturlberstand dieses Stammes konnte keinerlei chitinolytische Aktivitat mit
kinstlichen Substraten einerseits sowie mit natirlichen Substraten wie GIcNAc,, GIcNAc;
und Chitin gemessen werden. Durch Einsatz von Rohextrakt jedoch konnte die Aktivitat
einer Chitobiase beim Einsatz des kunstlichen Substrates 4-MU-GIcNAc nachgewiesen
werden. Auch bei der Inkubation von Rohextrakt mit dem natlrlichen Substrat GIcNAc,
wurde dieses vollstandig zu GIcNAc umgesetzt. Demnach liegt die Dimer-spaltende
Chitobiase bei Stamm 4D9 wahrscheinlich ausschlieBlich periplasmatisch bzw.
intrazellular vor. Die Anwesenheit einer Oligomer-abbauenden GIcNAcidase, welche
Monomere vom nicht-reduzierenden Ende spaltet, ist nicht anzunehmen, da das Trimer
auch nach langerer Inkubationszeit durch den Einsatz von Rohextrakt nicht umgesetzt
wurde. Stamm 4D9 besitzt demnach weder eine extrazellulare polymerabbauende
Chitinase, noch eine frei vorliegende intrazellulare oligomerabbauende GIcNAcidase. In
der Tat ist das Fehlen freier extrazellularer Chitinasen trotz eines offensichtlichen
Chitinabbaus bei Stammen der Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe kein unbekanntes

Phanomen (Sundarraj und Bhat 1972). In dieser Studie wurden einerseits Stamme von
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Cytophaga johnsonii beschrieben, welche freie Enzyme in den Kulturiiberstand
sekretierten und andererseits einige Stamme, bei denen keine Aktivitat im Uberstand
nachgewiesen werden konnte. Zweitere zeigten auf Chitin-Agarplatten keine
Hydrolysezone, sondern lediglich eine Hydrolyse des Chitins direkt unterhalb der Kolonie.
Die Autoren postulierten, dass fur diese Stamme ein direkter Kontakt zum Substrat
vonnoten ist. Dies deckt sich nur teilweise mit den von uns gemachten Beobachtungen
zum Abbau von Chitin durch Stamm 4D9. Dieser zeigte auf Agarplatten mit Chitin als
einzigem Substrat kein Wachstum und auch keine Hydrolyse des Chitins. In Fllssigkultur
war mikroskopisch lediglich ein loser Kontakt, keinesfalls aber eine starke Bindung an die
Partikel kolloidalen Chitins zu beobachten. Da eine polymerabbauende Chitinase des
Stammes 4D9 weder extrazellular noch frei vorliegend intrazelluldar vorhanden ist, liegt
diese wahrscheinlich zellassoziiert vor. Eine membranassoziierte Cellulase eines
Cytophaga-Stammes wurde bereits naher untersucht, auch hier setzten die Autoren einen
engen Kontakt zum Substrat voraus (Chang und Thayer 1977). Mdglicherweise ist fir
Stamm 4D9 eine Biofilmbildung auf Chitinpartikeln nicht obligatorisch, sondern ein loser
Kontakt zur Funktionalitdét des Enzyms ausreichend. Dies wiirde auch die Beobachtung
erklaren, dass Stamm 4D9 nicht in der Lage war, in Agar oder Agarose eingebettetes
Chitin abzubauen, da hier ein direkter Kontakt der Zellen zum Substrat durch die Matrix
verhindert wird, zumal Stamm 4D9 keine Biofilmbildung auf den im Versuch eingesetzten
Agarosekugeln aufwies. Einige wenige Studien machen deutlich, dass die Beweglichkeit
durch Schwéarmen in engem Zusammenhang mit der Ausbildung von Biofilmen und dem
Abbau von Polymeren wie Chitin steht. Eine Flavobacterium gliding motility-Mutante
wurde zur Biofilmbildung induziert (Alvarez et al. 2006), wahrend eine andere Mutante die
Eigenschaft des Chitinabbaus verlor (Nelson und McBride 2006). Da sowohl die
Biofilmbildung (Dunne 2002), als auch die gliding motility die Produktion von
Oberflachenproteinen erfordern (McBride 2004), kénnte hier ein Zusammenhang mit
ebenfalls zellassoziierten Chitinasen einiger Cytophaga/Flavobacterium-Stamme
vorliegen.

Grundsatzlich scheint die Nutzung verschiedener Chitinase-Systeme in der
Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe weit verbreitet zu sein. Auch bei den von uns
isolierten Stdmmen dieser Gruppe zeigten einige eine Hydrolyse des Chitins auf
Agarplatten, wahrend andere ein &hnliches Verhalten wie Stamm 4D9 aufwiesen. In
vielen Studien wurden Stamme dieser Gruppe lediglich beim Wachstum auf Agarplatten
auf ihre Fahigkeit, Chitin abzubauen, untersucht. Daher wird die Haufigkeit
chitinabbauender Stamme innerhalb der Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe
moglicherweise unterschétzt. Eine Uberpriifung des Wachstums mit Chitin sollte folglich

auch in Fluassigkultur mit freiem Chitin erfolgen.
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6.2.3 Abbau von Chitin durch Pseudomonas aeruginosa PAO1

Das opportunistisch pathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa kommt ubiquitér in
der Natur vor. Durch die Pathogenitat der Stamme von Pseudomonas aeruginosa ist
dieses Bakterium ein Parameter bei der mikrobiologischen Qualitdtsbestimmung von
Badegewassern. In Zusammenhang mit dem Abbau organischer Partikel ist der Stamm
P. aeruginosa PAO1 besonders interessant, da dieser Stamm extrazellulare Chitinasen
sowie Chitin-Bindeproteine sekretiert (Folders et al. 2001, Folders et al. 2000, Nouwens et
al. 2002). Umso erstaunlicher ist, dass eine systematische Studie zum tatsachlichen
Abbau von Chitin durch diesen Stamm nicht existiert. Der von uns untersuchte Stamm
PAQO1 zeigte keinerlei Wachstum mit freiem kolloidalem Chitin in Flissigkultur oder in
eingebetteter Form auf Festmedium. Auch die Chitinoligomere GIcNAc, und GIcNAc;
wurden nicht verwertet. Das Monomer GIcNAc hingegen wurde sowohl als Kohlen- als
auch als Stickstoffquelle verwendet. In Kulturiberstanden des Stammes PAO1 nach
Wachstum mit LB-Medium oder Minimalmedium mit GIcNAc konnte keinerlei
chitinolytische Aktivitat festgestellt werden. Daher stellt sich die Frage, ob Stamm PAO1
Uberhaupt chitinolytisch aktive Enzyme sekretiert. Moglicherweise spielt auch die
Unfahigkeit dieses Stammes, Chitin-Oligomere als Substrat zu nutzen, eine Rolle. Fir
Vibrio furnissii wurde die Benotigung spezifischer Porine fir den Transport der
Oligosaccharide in den periplasmatischen Raum postuliert. Fir dieses Bakterium wurde
auch die Induktion der Chitin-abbauenden Enzyme durch GIcNAc, festgestellt (Bassler et
al. 1991). Sollte Stamm PAOL1 ein d@hnliches regulatives System besitzen, so wirde durch
einen Defekt im Chitin-Oligomer Transport auch keine Induktion zur Produktion

chitinolytischer Enzyme stattfinden.

6.2.4 Charakterisierung der Interaktionen der Stamm e AH-1N, 4D9 und PAO1 beim
Chitinabbau

Fur die Stamme AH-IN und 4D9 waren bereits in Zusammenhang mit den
Mikrokosmosexperimenten einige interessante Wechselwirkungen bezlglich der
Koloniebildung und gegenseitiger Beeinflussung bei der Besiedlung der Algen-
Agarosekugeln gemacht worden. Die Untersuchung des Wachstums einer Mischkultur
beider Stamme mit in Agarosekugeln eingebettetem Chitin lag daher nahe. Konnte
Stamm 4D9 in Reinkultur kein eingebettetes Chitin nutzen, so war er teilweise dominant in
Suspension und Biofilm auf der Kugel bei Anwesenheit des Stammes AH-1N. Die
Anwesenheit des Aeromonas-Stammes war fir Stamm 4D9 jedoch nicht obligatorisch, da
dieser eingebettetes Chitin allein durch die Aktivitat der chitinolytisch aktiven Enzyme des
Stammes AH-1N nutzen konnte. Hier verwertete Stamm 4D9 vermutlich die entstehenden

Produkte GIcNAcsz;, GIcNAc, sowie GIcNAc, nicht jedoch das im Uberstand vorhandene
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Acetat. Da Stamm AH-1N beim Wachstum mit eingebettetem Chitin jedoch neben
Ammonium ausschliel3lich Acetat in den Kulturiiberstand freisetzte, stellt sich die Frage,
welche Substrate Stamm 4D9 im Falle des Wachstums in Cokultur mit Stamm AH-1N
nutzte. Die Antwort kénnte im veranderten Wachstumsverhalten von Stamm 4D9 in
Cokultur zu finden sein. Im Gegensatz zur Reinkultur war Stamm 4D9 hier ebenfalls in der
Biofilm-Fraktion zusammen mit Stamm AH-1N zu finden. Innerhalb des Biofilms dirften
die durch extrazellulare Enzyme des Stammes AH-1N freigesetzten Chitin-Abbauprodukte
wie GIcNACc,, GIcNAc; und GIcNAc zu finden sein. Durch die Integration in den Biofilm
hatte Stamm 4D9 somit auch Zugang zu diesen Substraten. Unklar ist nun, was der
Induktor fur die Bildung eines Biofilms durch Stamm 4D9 ist. Vibrio furnissii zeigt eine
starke Chemotaxis zu Chitinoligomeren (Bassler et al. 1991), durch die Unbeweglichkeit
des Stammes 4D9 schlief3t sich aber eine aktive Bewegung zum Substrat aus. Mdglich
ware ein zuféalliges Zusammentreffen und einer gleichzeitigen Erkennung der Substrate.
Die Umstellung von der planktonischen zur an die Kugel angehefteten Lebensweise kann
aber nicht allein durch die Aktivitat der Enzyme des Stammes AH-1N und der damit
verbundenen Freisetzung der Substrate begriindet werden, da Stamm 4D9 ausschlieflich
bei Anwesenheit des Stammes AH-1N einen Biofilm bildete. Moglicherweise erkennt
Stamm 4D9 spezifische durch Stamm AH-1N ausgebildete Oberflachenmerkmale, wie es
bereits fur die Ausbildung einiger Biofiime (Dunne 2002) oder die Co-Aggregation
unterschiedlicher Bakterien (Rickard et al. 2003) beschrieben wurde. Weiterhin bleibt
zudem aufzuklaren, ob Stamm 4D9 lediglich die durch die Enzyme des Stammes AH-1N
freigesetzten Substrate nutzt, oder durch die umgestellte Lebensweise aktiv am Abbau
von Chitin beteiligt ist.

Die Fahigkeit, in Cokultur mit Stamm AH-1N mit eingebettetem Chitin zu wachsen, konnte
auch fur Stamm PAOL bestatigt werden. Da dieser Stamm jedoch die freigesetzten
Chitinoligomere nicht nutzen konnte, stellte sich die Frage, welches Wachstumssubstrat
Stamm PAOL1 in Cokultur nutzte. Bei Wachstumsexperimenten, in denen ein zellfreier
Uberstand einer mit Chitin gewachsenen Kultur des Stammes AH-1IN als Substrat
verwendet wurde, verbrauchte Stamm PAO1 rasch das im Uberstand vorhandene Acetat.
Die Zelldichte, die dadurch erreicht wurde, war jedoch hoher, als mit der vorhandenen
Menge an Acetat moglich ware. Daher missen weitere Abbauprodukte im Uberstand
vorhanden sein, welche das Wachstum von Stamm PAO1 ermdglichen. Eine Mdglichkeit
ware das Chitinabbauprodukt Glucosamin, welches aufgrund seiner positiven Ladung mit
dem von uns verwendeten HPLC-System nicht detektierbar ist. Glucosamin konnte
einerseits sekretiert werden, oder auch ein extrazelluldres Produkt durch den Abbau von
nicht vollstandig acetyliertem Chitin und Chitin-Oligosacchariden sein (Mitsutomi et al.

1990). Auch die Nutzung des durch die Enzyme des Stammes AH-1N freigesetzten
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Monomers GIcNAc ist denkbar. Hierzu misste Stamm PAO1 &hnlich wie Stamm 4D9 in
den Biofilm integrieren. Dies wurde bereits andeutungsweise mittels Fluorszenz in situ
Hybridisierung bestatigt. Da Stamm PAO1 in Cokultur Zellzahlen von bis zu 10° CFU ml™*
erreichte, muss fir dieses Bakterium auch der Aspekt der Umwelthygiene bedacht
werden. Durch das kommensale Wachstum mit chitinabbauenden Bakterien in der
Umwelt konnte Pseudomonas aeruginosa beispielsweise bei Zooplanktonbliten
gesundheitsgeféahrdende Zellzahlen auch im Bodensee erreichen.

Aus den Beobachtungen der Reinkulturen und der Cokulturen beim Wachstum mit Chitin
kann ein hypothetisches Bild der erfolgenden metabolischen und nicht-metabolischen

Interaktionen zwischen den Stammen AH-1N, 4D9 und PAO1 aufgestellt werden.

O stamm 4D9 @B Stamm AH-1N O Stamm PAO1 B Enzyme

Abbildung 6-1 Hypothetisches Bild metabolischer und nicht-metabolischer Interaktionen beim
Abbau von Chitin. Stamm AH-1N wéachst sowohl suspendiert, als auch im Biofilm auf in Agarose
eingebettetem Chitin. Extrazellulare Enzyme des Stammes setzen die Chitinabbauprodukte
GIcNAc, GIcNAc, und GIcNAcs, moglicherweise auch Glucosamin (GIcN) frei. Diese diffundieren
jedoch durch die Anwesenheit des Biofilms nicht ins umgebende Medium. Um Zugang zu den
Substraten zu bekommen, andert Stamm 4D9 seine Lebensweise und integriert in den Biofilm,
maoglicherweise induziert durch Oberflichenmerkmale des Stammes AH-1N. Im Biofilm hat Stamm
4D9 Zugang zu den gebildeten Substraten und ist eventuell aktiv am Chitinabbau beteiligt. Stamm
PAO1 nutzt das durch Stamm AH-1N sekretierte Acetat als Substrat in der Suspension, zusatzlich

findet er Zugang zu den Abbauprodukten GIcNAc sowie GIcN innerhalb des Biofilms.
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6.3 Ausblick

Die in dieser Arbeit beobachteten Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Bakterien
beim Abbau von Chitin weisen auf die hohe Komplexitét der zwischen den Mitgliedern des
Biofilms  vorgehenden Interaktionen hin. Uber die Rolle des Stammes
AH-1IN in dieser bakteriellen Gemeinschaft konnte die nahere Untersuchung des
Chitinabbaus durch diesen Stamm Aufschluss geben. Hierzu ware die Herstellung
weiterer Mutanten hilfreich, welche einerseits einen Defekt im Chitinabbau aufweisen,
andererseits in ihrer Biofilmbildung auf den Chitinpartikeln inhibiert sind. Diese kénnten
Aufschluss Uber die fur die Coaggregation des Stammes AH-1N mit anderen Bakterien
wichtigen Parameter, wie beispielsweise der Ausbildung spezifischer Zelloberflachen-
Molekiile, geben.

Uber den Chitinabbau der Cytophaga/Flavobacterium-Stamme ist bisher nur sehr wenig
bekannt. Auch hier kdénnte die Herstellung von Mutanten des Stammes 4D9 mit einem
Defekt im Chitinabbau hilfreich sein. Weiterhin sollten fir diesen Stamm weitere
Untersuchungen zur Lokalisierung der Chitinase durchgefihrt werden. Auch der Vergleich
mit weiteren isolierten Stdmmen der Cytophaga/Flavobacterium-Gruppe, welche
unterschiedliche Strategien des Chitinabbaus nutzen, kénnte zur Untersuchung des
Chitinabbaus durch Stamm 4D9 beitragen.

Aufgrund der Verfiugbarkeit beliebiger Mutanten des sequenzierten Stammes PAO1 sind
viele Wachstumsversuche einer Cokultur dieses Stammes mit Stamm AH-1N und Stamm
4D9 denkbar, um die fur das kommensale Wachstum des Stammes PAO1 mit

chitinabbauenden Bakterien notwendigen Parameter zu untersuchen.
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