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Zusammenfassung

Biofilme am falschen Ort oder mit pathogenen Keimen verursachen volkswirtschaftliche
Schaden und sind gesundheitsgefahrdend. Haufig angewandte Bek&mpfungsstrategien, wie
die mechanische oder die chemische Reinigung, sind in ihrer Anwendung und Effektivitét
eingeschrankt: Biofilme konnen oftmals nicht vollstdndig entfernt werden oder bilden
Resistenzen gegenuber den eingesetzten Chemikalien, welche zudem oft stark toxisch und

hochkorrosiv sind.

Bakterien konnen in Abhéangigkeit von der Populationsdichte ihr Verhalten Uber extra-
zelluldre Signalmolekiile steuern (Quorum Sensing, QS). So wird eine Vielzahl an

20, 99, 150, 173, 213

bakteriellen Verhaltensweisen wie die Biofilmbildung und die Expression von

Virulenzfaktoren®: 192 337. 340. 342

reguliert, die durch eine Stoérung der Zell-Zell-Kommuni-
kation beeinflusst werden konnen. Typische Strategien zur Bekampfung der Biofilmbildung
Gram-negativer Organismen Uber das QS beinhalten die kompetitive Inhibition des Signal-
molekiilrezeptors durch ein Strukturanalogon® und den enzymatischen Abbau des
235

Signalmolekiils N-Acylhomoserinlacton (AHL)"™.

Grundvoraussetzungen flr den praktischen Einsatz eines biofilmreduzierenden Wirkstoffes
sind seine Verfiigbarkeit und seine Wirkung, idealerweise mit einem breiten Wirkspektrum,
sowie ferner seine Darreichungsform, beispielsweise als Oberflachenbeschichtung oder in
Form einer Formulierung. Die Wirkung von AHL-Lactonasen auf die Biofilmbildung und
die Produktion von Virulenzfaktoren sind in der Literatur beschrieben als Untersuchungen,
in denen entsprechende Gensequenzen, vor allem aiia, in die untersuchte Zielspezies kloniert
und das Verhalten dieser Mutanten mit ihren jeweiligen Wildtypen verglichen®® 323 9. 98 243,
%9 wurden. Diese Art der Wirkungsbestimmung wurde angewandt, da AHL-Lactonasen
derzeit nicht kommerziell verfligbar sind. Die Expression der AHL-Lactonasen erfolgte in
bisherigen Studien vor allem mit Escherichia coli im SchittelkolbenmaBstab mit geringen
Ausbeuten von bis zu 54 mg/I***?**3%" um die Struktur von AiiA**° und AiiB*** aufzuklaren

und ihre Aktivitat zu bestimmen.

Ziel dieser Arbeit war es in das QS Gram-negativer Bakterien einzugreifen, um deren
Biofilmwachstum zu hemmen und die Bildung von Virulenzfaktoren zu reduzieren. Dartber
hinaus wurde das Potential von AHL-Lactonasen, beispielhaft an AiiA, AiiB und BicC
(ehemals AttM), als antibakterielle Wirkstoffe ermittelt. Um dies zu erreichen, wurden die
AHL-Lactonasen AiiA, AiiB und BlcC zunéchst in E. coli in einem 7 |-Bioreaktor exprimiert
und Uber chromatographische Methoden aufgereinigt. Anschlielend wurde ihre Wirkung auf
das QS anhand der Biofilmbildung und der Produktion unterschiedlicher Virulenzfaktoren an

ausgewahlten Gram-negativen Bakterienstdmmen untersucht. Fir einen praktischen
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industriellen Einsatz wurden sie zur Demonstration der Machbarkeit an Partikeloberflachen
und mit Maltose ausgeristeten Flachsubstraten physisorbiert, an COOH- und NH,-
funktionalisierten Oberflachen gebunden sowie in ein Hydrogel eingeschlossen. Auch diese
Oberflachenbeschichtungen und Formulierungen wurden auf ihre Biofilm-reduzierenden

Eigenschaften analysiert.

Zunéchst wurden AiiA, AiiB und BlcC in einer Hochzelldichtefermentation mit bis zu 1,2 g/l
exprimiert und auf eine Reinheit von 99 % aufgereinigt. Anschliefend wurden die mit
MALDI-TOF verifizierten AHL-Lactonasen AiiB und BIcC hinsichtlich ihrer hydro-
dynamischen Radien (2,42 +0,12 nm fir AiiB und 2,37 £ 0,12 nm fir BIcC), ihrer iso-
elektrischen Punkte (5,45 fur AiiB und 5,75 fur BlcC) und ihrer Sekundéarstruktur (AiiB mit
11,4422 % a-Helix und 36,2 £2,9 % p-Faltblatt, BlcC mit 4,4 +4,2% a-Helix und
32,4 0,7 % B-Faltblatt) charakterisiert. Bei der Bestimmung der spezifischen Aktivitat mit
Pyranin als pH-Indikator und mit Hilfe des Reporterstammes A. tumefaciens NTL4
(pCF218)(pCF372) im ONPG- und X-Gal-Assay zeigte sich BlcC stets um einen Faktor von
2 bis 3 aktiver als AiiB.

In der mikrobiologischen Bewertung wurde fiir AiiB und BlcC eine Reduzierung der
Biofilmbildung, gemessen durch die metabolische Aktivitdt und die Biofilmmasse, von
P. aeruginosa, P. pseudoalcaligenes, P. fluorescens, E.aerogenes und C. violaceum
nachgewiesen. Sie besaRen jedoch keinen Einfluss auf Bakterien, die nicht tber AHL
kommunizieren, wie S. lutea, E. coli, P. mirabilis und die QS-defizienten Mutanten von E.
coli und C. violaceum. Neben der Biofilmbildung in P. aeruginosa reduzierten AiiB und
BlcC auch dessen Virulenzfaktoren wie Pyocyanin, Pyoverdin, Pyochelin und
Rhamnolipide. In C. violaceum verminderte sich in Anwesenheit von AiiB und BlcC die
Bildung von Violacein signifikant um 18 %. Weiterhin storten AiiB und BlcC das

Schwimm- und Schwarmverhalten von P. aeruginosa und P. mirabilis.

Die Immobilisierung tber Physisorption und Chemisorption sowie durch den Einschluss in
eine polymere Matrix wurde zundchst mit Hilfe von Modellenzymen erarbeitet und auf ihre
Eignung untersucht. Zur Immobilisierung Gber Physisorption wurden verschiedene polymere
und anorganische Partikel ausgewdahlt und charakterisiert. Der pH-Wert des Immobi-
lisierungspuffers und die spezifische BET-Oberflache der Partikel besallen den groften
Einfluss auf die Immobilisierung von Enzymen. Das Desorptionsverhalten der physi-
sorbierten Enzyme variierte in Abhédngigkeit der zugrundeliegenden physikalischen
Wechselwirkungskréfte. Es zeigte sich jedoch, dass 50 bis 90 % des gesamten
physisorbierten Enzyms innerhalb der ersten 24 Stunden desorbierten. Lediglich die

Immobilisierung tGber ionische Wechselwirkungen fiihrte zu einer verzégerten Freisetzung.
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Siliziumsubstrate, welche Uber eine Silanisierung aus der Flissigphase, mit COOH-
beziehungsweise NH,-Gruppen ausgeriistet wurden, dienten zur chemisorptiven Anbindung
von AHL-Lactonasen. Es wurden hier Belegungsdichten von 3,3 —6,3 funktionellen
Gruppen/nm? erzielt. Eine Freisetzung des immobilisierten Enzyms ist hier per Definition

nicht moglich und wurde folglich nicht untersucht.

Hydrogele, basierend auf Poly(ethylenglykol)diacrylat, mit Polymergehalten zwischen 25
und 50 % wurden als Depotsystem hergestellt. Sie zeigten eine moderate Quellung von
200 % und waren in ihrer Maschenweite von 4,4 bis 7,1 nm tber den Polymeranteil ein-
gestellt. Bei einer Deformation < 1 % verhielten sich die Hydrogele wie weiche visko-elas-
tische Feststoffe und wiesen mit zunehmendem Polymeranteil eine héhere, mechanische Sta-
bilitat auf. Die UV-Einwirkung wahrend der Netzwerkbildung besaR weder auf die Sekun-
darstruktur noch auf die spezifische Aktivitdt von Enzymen einen gravierenden negativen
Einfluss. Durch eine geeignete Kombination der Maschenweite und des hydrodynamischen
Radius des Proteins wurde ein Ausbluten des Hydrogels in der Anfangsphase vermieden und

eine gleichméRige Freisetzung von aktivem Enzym Uber eine Dauer von 14 Tagen erreicht.

Letztlich wurden AHL-Lactonasen mit geeigneten Methoden immobilisiert und ihre Biofilm-
reduzierende Wirkung auf P. aeruginosa PAO1 untersucht. AiiB und BlcC, welche auf
Kalksodaglaskigelchen und Siliziumdioxidpartikeln immobilisiert wurden, reduzierten die
Biofilmbildung und die Produktion von Virulenzfaktoren signifikant, wohingegen sich
Polystyrolacrylsaurepartikel fur diese Anwendung als ungeeignet herausstellten. AHL-
Lactonasen, welche Ober ihr Tag an Maltose immobilisiert wurden, reduzierten zwar die
Biofilmbildung, jedoch nicht statistisch signifikant. AiiB und BlcC, welche kovalent (ber
ihren N-Terminus gebunden wurden, fuhrten zur einer reduzierten Biofilmbildung und einer
verminderten Produktion von Virulenzfaktoren. Auch ein Einschluss von AiiB und BlcC in
einem Hydrogel verminderte die Bildung von Virulenzfaktoren und des Biofilms nach 16 h
und nach 88 h.

Mit dieser Arbeit wurden die VVoraussetzungen geschaffen, die fiir einen industriellen Einsatz
von AHL-Lactonasen im Einsatz gegen Biofilme bisher fehlten: Zundchst wurde anhand
verschiedener Bakterienspezies systematisch gezeigt, dass sie als biofilmvermeidende Wirk-
stoffe in das QS Gram-negativer Baktrien eingreifen und das Biofilmwachstum und die
Virulenzfaktorbildung reduzieren. Das hier entwickelten Herstellungsverfahren ermdglicht
ein weiteres Upscaling zur grofitechnischen Herstellung der AHL-Lactonasen, um deren
kommerzielle Verfugbarkeit zu ermoglichen. Letzlich wurden beispielhaft Immobili-
sierungsansétze gezeigt, die nach ihrer Weiterentwicklung, in technischen wasserfiihrenden

Systemen eingesetzt werden kdnnen.
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Summary

In many economic sectors biofilm formation leads to financial losses, potential pollution
problems as well as health and safety hazards. The mechanical and the chemical treatment
are the common strategies to eradicate biofilms, though their application is limited.
Mechanical treatment is limited by their design, while high concentrations of highly toxic
and corrosive chemicals used for cleaning are often not appropriate.

Bacteria are able to control their behavior with respect to population density using
extracellular signal molecules (quorum sensing, QS). QS controls different behaviors like
biofilm formation and the expression of virulence factors, which can be affected by
disrupting the bacterial cell-to-cell communication. Typical strategies for combating biofilm
formation in Gram-negative bacteria using QS include competitive receptor inhibition using
a structural analog and the enzymatic degradation of N-acylhomoserine lactone signal
molecule (HSL).

Its availability and effectiveness are major basic requirements for the application of an anti-
biofilm agent as well as its wide range of use and its form of presentation, such as surface
coatings or formulations. So far the effect of HSL lactonases on biofilm formation and
virulence factors has been studied by cloning corresponding genes, particularly aiia, in the
examined target species and then comparing their behavior with wild strains. This
experimental set-up was used due to the inadequate commercial availability of these
enzymes. Early studies of the expression of HSL lactonases in Escherichia coli were
conducted in shake flasks with only minor yields of up to 54 mg/l in order to study the

structure and the activity of AiiA and AiiB.

In this work the reduction of biofilm formation and of virulence factors of Gram-negative
bacteria by disrupting their QS. Anti-bacterial properties of HSL lactonases, using as
examples AiiA, AiiB and BlcC (former AttM), was investigated. Therefore, AiiA, AiiB and
BlcC were expressed in E. coli using a 7 L reactor and subsequently purified via a
combination of chromatographic procedures. The purified AiiB and BlcC were then tested
for their anti-bacterial properties, both against biofilm formation and against the production
of virulence factors in selected Gram-negative strains. HSL lactonases were immobilized via
physisorption onto particles and surfaces coated with maltose, were covalently linked to
COOH- and NH,-functionalized surfaces and were incorporated into hydrogels to show the
feasibility of their industrial application. These surface coatings and formulations were

subsequently analyzed for their anti-biofilm properties.
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AiiA, AiiB and BlcC were expressed using high cell density fermentation, yielding up to 1.2
g/l, and they were purified to 99 %. The HSL lactonases that were identified by MALDI-
TOF analysis were characterized according to their hydrodynamic radius (2.42 +0.12 nm for
AiiB and 2.37 £ 0.12 nm for BlcC), their isoelectric point (5.45 for AiiB and 5.75 for BlcC)
and their secondary structure (AiiB with 11.4 +2.2 % a-helix and 36.2 +2.9 % [-sheet, BicC
with 4.4 +4.2 % o-helix and 32.4 £0.7 % B-sheet). The specific activity was analyzed using
pyranine as pH indicator as well as A. tumefaciens NTL4 (pCF218)(pCF372) as the reporter
strain performed in an ONPG- and X-Gal assay. Here BlcC was two to three times more

active than AiiB.

In terms of their microbiological evaluation, the enzymes AiiB and BlcC significantly
reduced the metabolic activity and the biofilm mass of P. aeruginosa, P. pseudoalcaligenes,
P. fluorescens, E. aerogenes and C. violaceum. But there was no effect on bacteria that do
not communicate via HSL like S. lutea, E. coli, P. mirabilis and QS-deficient mutants of E.
coli and C. violaceum. Besides biofilm formation in P. Aeruginosa, AiiB and BlcC reduced
the virulence factors like pyocyanin, pyoverdin, pyochelin and rhamnolipids. AiiB and BlcC
also reduced violacein production in C. violaceum by 18 %. Additionally they disrupted the

ability to swim and swarm in P. aeruginosa and P. mirabilis.

The immobilization via physisorption and chemisorption, and through incorporation into a
polymeric matrix was developed and its appropriateness evaluated. Different polymeric and
inorganic particles were characterized and used as substrate material for physisorption. The
strongest influence on the physisorption process was determined by varying the pH of the
immobilization buffer and the specific BET-surface of the particles. The desorption rate was
dependent on the physical interaction of enzyme and particle. Between 50 and 90 % of
physisorbed protein was desorbed during the first 24 h. Immobilization via ionic interactions

led to a retarded desorption rate.

For the chemisorptive immobilization of HSL lactonases, silicon-based substrates were used,
which had been previously modified with carboxyl and amine groups by liquid silanization

with 3.3 to 6.3 functional groups/nm?. Protein releasing was not possible per definition.

Hydrogels that were based on poly(ethylenglycol)diacrylate with a polymer content of
between 25 and 50 % were synthesized as a depot system. A moderate swelling of 200 %
was observed and the hydrogels could be adjusted in their mesh size from 4.4 to 7.1 nm by
varying the polymer content. Using a deformation of less than 1 %, hydrogels acted like soft
viscoelastic solids. With increasing polymer content their mechanical stability increased.
Neither the secondary structure nor the specific activity of the enzymes exhibited serious

changes due to UV radiation during network formation. By using an appropriate combination
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of hydrogel mesh size and protein hydrodynamic radius, seeping out could be avoided in the

initial phase and a constant release of active enzyme during 14 days could be achieved.

HSL lactonases were immobilized using suitable methods. Subsequently their anti-biofilm
effect on P. aeruginosa was evaluated. AiiB and BlcC, which were physisorbed onto solid
glass microspheres and silica particles, significantly reduced biofilm formation and inhibited
the production of virulence factors. Particles of polystyrene and acrylic acid did not appear to
be suitable for this application. HSL lactonases that were immobilized via tag onto maltose
coated surfaces reduced the biofilm formation, but this was not statistically significant. AiiB
and BlcC, which were covalently linked by their N-terminus, significantly reduced both
biofilm formation and the production of virulence factors. Through their incorporation into a
hydrogel, AiiB and BlcC reduced biofilm formation and inhibited the production of
virulence factors after 16 and 88 hours of incubation.

With this research, requirements were set that were so far missing for using HSL lactonases
in industrial applications to combat biofilms. Initially HSL lactonases as anti-biofilm agents
were shown to act on QS Gram-negative bacteria, to reduce biofilm formation and to inhibit
the production of virulence factors. The production process, which was developed in this
thesis, enables further scaling up of HSL lactonases to industrial-level production to offer
their commercial availability. Finally, different approaches to immobilize HSL lactonases
were shown, which could be quickly applied to technical water systems after further

development.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund — Das ubiquitare Vorkommen des Biofilms

Mikroorganismen charakterisierte man in der Mikrobiologie lange Zeit ausschlief3lich als
planktonisch suspendierte Zellen. Heute jedoch gehen Wissenschaftler davon aus, dass 99 %
der Mikroorganismen in so genannten Mikrotkosystemen wie Biofilme, Flocken und
Schlamme leben™. Diese bestehen aus miteinander agierenden Mikroorganismen wie
Bakterien und Pilzen, die von einer selbstproduzierten Schutzschicht umgeben sind (siehe
auch Kapitel 3.1.1). An Grenzflachen, natiirlichen und kinstlich geschaffenen, in wassriger
oder feuchter Umgebung sind Biofilme allgegenwartig. Denn Uberall dort, wo es feucht und
warm ist sowie ein Minimalangebot an Nahrstoffen vorhanden ist, lassen sich Bakterien

bevorzugt nieder, breiten sich aus und bilden gréRere Kolonien (Biofilme).

Nach dem Vorkommen und der Anwendung werden Biofilme in nitzliche und schédliche

unterteilt. So kénnen sie beispielsweise unterstiitzend bei der Biodegradation schadlicher

18.8% nd der Bioremediation?3® 2% 289.317 'im Bio-

Chemikalien , in der Abwasseraufbereitung

264, 312 272,324

mining und in biotechnologischen Herstellungsprozessen eingesetzt werden.

Biofilme am falschen Ort oder mit pathogenen Keimen sind verantwortlich fur
Materialschdden und daraus resultierende volkswirtschaftliche Schaden. Sie kénnen sogar zu
einer Gefahr fur die menschliche Gesundheit werden. Ungewollter Biofilmbewuchs an

Wirmetauschern setzt deren Wirkungsgrad herab'®

und erhoht bei Rohrleitungen den
Druckverlust'®. Durch Biokorrosion entstehen allein in Deutschland jéhrlich Schaden in
Hohe von 2-4 Milliarden Euro™. Durch Biofouling erhdhen sich die Betriebskosten in der

Wasseraufbereitung tiber Membranverfahren bis zu 30 %",

Neben Auswirkungen von Biofilmen in Industrie und Technik ist ihre Bedeutung in der
Medizin nicht zu vernachlassigen: 60 % aller Infektionskrankheiten wie Mukoviszidose,
Plaquebildung in der Mundhéhle oder chronische Wundinfektionen sind mit Biofilmen

assoziiert'??

. Darlber hinaus fiihrt Biofilmbewuchs auf Implantaten und Kathetern zu
schwerwiegenden Infektionen. Allein der Austausch biofilmbewachsener Implantate

verursacht in den Vereinigten Staaten jahrlich Kosten von 900 Millionen Dollar®™.
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1.2 Problematik — Biofilm als liberlegene Lebensweise fiir
Mikroorganismen

Ein Biofilm ist eine Anlagerung von miteinander agierenden Mikroorganismen auf Ober-
flachen, welche in einer selbstproduzierten Matrix aus extrazelluléren polymeren Substanzen
(EPS) eingebettet sind™’. Diese Lebensweise bietet den Mikroorganismen gegeniiber dem
planktonischen Wachstum eine Reihe von Vorteilen wie:

die Versorgung mit Né&hrstoffen insbesondere in oligotrophen Habitaten durch

Adsorption aus dem umgebenden Medium,
¢ die Bildung 6kologischer Nischen fiir symbiotisch lebende Mikroorganismen,

e die Anpassung an ungiinstige Umweltbedingungen wie hydraulische Belastungen,

osmotischer Stress und pH-Schwankungen,
e die Gewihrleistung des Uberlebens unabhéngig von der Fliissigkeitsphase,

e der Schutz der Mikroorganismen durch die EPS-Matrix als Barriereschicht beispiels-

weise gegeniber Bakteriziden,

o die gesteigerte Mdglichkeit zum Gentransfer aufgrund der Existenz verschiedener

Organismen auf engstem Raum und

e die Anderung des physiologischen Zustandes der Mikroorganismen wie geringere
Wachstums- und Vermehrungsrate oder die Expression von Virulenzfaktoren als

Verteidigungsstrategie.

Diese Vorteile jedoch fiihren dazu, dass Mikroorganismen in Biofilmen sowohl in
technischen Systemen als auch im oder am lebenden Organismus nur sehr schwer zu

bek&mpfen sind.

Die EPS-Matrix schiitzt die Mikroorganismen des Biofilms vor duReren Angriffen. Sie sind

sowohl gegen das Eindringen von Biozid von auRen®: ' 3

als auch vor den moglichen
toxischen Effekten der besiedelten Oberflache geschiitzt. Beispielsweise kdnnen Biofilme in
Kupferleitungen wachsen, da die entsprechenden lonen fur die Bakterien ungeféhrlich in der

Biofilmmatrix akkumulieren™’.

Neben dem Schutz vor Angreifern hat die EPS-Matrix strukturstabilisierende Aufgaben. Sie

fordert die Widerstandsfahigkeit des Biofilms gegeniiber hohen Scherkraften in Rohrlei-

tungen oder bei der physikalischen Reinigung®" 1% 1322%
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In der Biofilmmatrix kénnen Mikroorganismen bei feindlichen Lebensbedingungen wie bei
einem eingeschrankten Nahrungsangebot oder bei extremen Temperaturen langfristig
iiberdauern®®, da durch Transportkanale in der Matrix Nahrstoffe ins Innere transportiert
werden und der Gasaustausch gewahrleistet wird. Dennoch entstehen innerhalb des Biofilms
Nahrstoff-, pH- und Sauerstoffgradienten, welche die mikrobielle Zusammensetzung
beeinflussen® **. Aerobe Organismen leben in den &uBeren, gut durchliifteten Biofilm-
schichten, wohingegen sich anaerobe Mikroorganismen tiefer im Inneren des Biofilms ent-
wickeln konnen. So kann in Abhdangigkeit des Habitats ein extrem komplexes und
heterogenes System von Bakterien, Algen und Pilzen entstehen®’.

Befinden sich Bakterien in einem System hoher Zelldichte, umgeben von einer Schutz-
schicht, bilden sich im Vergleich zu einzelnen planktonisch vorkommenden Zellen vermehrt
Resistenzen gegeniiber Bioziden wie Chlor oder Antibiotika® '8 22" %728 Djese Unemp-
findlichkeit gegenuiber Bioziden kann im ungunstigsten Fall zur Proliferation potentieller
pathogener Bakterien flihren, welche in der Lage sind ihre Resistenzen (ber Plasmide an

andere Bakterien zu iibergeben®.

Im menschlichen Kérper schiitzen die EPS Bakterien vor der Immunabwehr: Es kdnnen nur
Antigene an der duBeren Matrixschicht erkannt werden. Antikorper und lysierende Enzyme
kénnen ebenso wenig direkt am Pathogen angreifen wie Phagozyten. In der Konsequenz
werden von Letzteren grofle Mengen an pro-inflammatorischen Enzymen und Zytokinen
freigesetzt, welche zu Entziindungsreaktionen und im schlimmsten Fall zur Zerstérung des

umgebenden Gewebes fiihren kdnnen'® >,

1.3 Motivation — Beeinflussung der Biofilmbildung iiber das
Quorum Sensing

Etablierte Biofilme sind meist nur schwer und unvollstdndig zu bek&mpfen. Sie erfordern
héufig den Einsatz hoher Konzentrationen von oftmals toxischen Wirkstoffen. Da Biofilme
sich in technischen Systemen meist an schwer zugénglichen Stellen ausbilden, ist ihre
Entfernung zudem nur schwer moglich und mit einem hohen Aufwand verbunden. Ein
vielversprechender Ansatz ist daher die Bildung des Biofilms zu unterdriicken,

beispielsweise durch die Beeinflussung der bakteriellen Zell-Zell-Kommunikation.

Bakterien konnen in Abhangigkeit ihrer Populationsdichte mittels chemischer extra-
zellulérer Signalmolekiile, so genannter Autoinducer (Al), miteinander kommunizieren und
eine Reihe koordinierter Aktionen U(ber kontrollierte Genexpression ausfiihren. Diese
Fahigkeit (ber Pheromon artige Signalmolekiile die Zelldichte der Population zu messen

219, 325

wird Quorum Sensing (QS) genannt . Das QS steuert eine Reihe von bakteriellen
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96, 192, 337, 340, 342

Verhaltensweisen, wie die Sekretion von Virulenzfaktoren und die Biofilm-

2, 20, 99, 150, 173, 213

bildung

Durch Eingriffe in das QS wird die bakterielle Zell-Zell-Kommunikation unterbunden und in
der Folge die Sekretion von Virulenzfaktoren beziehungsweise die Biofilmbildung ver-
mieden”®. Krankheitserreger verlieren dadurch beispielsweise ihre pathogenen Eigen-
schaften'!. Dieses Ausschalten des QS wird Quorum Quenching (QQ) genannt. QQ, das
heiRt der Einsatz von QS-Inhibitoren, ist eine innovative und elegante Strategie Biofilm-
85, 266

wachstum vorbeugend mit nicht toxischen antibakteriellen Wirkstoffen zu verhindern
Sie bietet den Vorteil niedriger Wirkdosen®”.

Im Gegensatz zu herkdbmmlichen Wirkstoffen, die in der Regel bakterizid oder bakterio-
statisch wirken, unterbindet QQ nicht generell das Zellwachstum, sondern verhindert die
Umwandlung nicht-pathogener planktonischer Bakterien in pathogene Biofilmorganismen.
Aufgrund eines geringeren Selektionsdruckes, bedingt durch geringere Zellzahlen, sind
Resistenzbildungen gegen QS-Inhibitoren unwahrscheinlich?® 8 97 2% 261 | etztlich eroffnet
sich durch die speziesiibergreifende Wirkung dieses Ansatzes ein breites Wirkspektrum®®®

bei Bakterien, welche Uber Signalmolekiils N-Acylhomoserinlacton (AHL) kommunizieren.

1.4 Problemstellung — Biofilme Gram-negativer Wasserkeime

Legionellen, Pseudomonaden, Mykobakterien — prominente biofilmbildende Wasserkeime,
insbesondere in technischen wasserfiihrenden Anlagen — zdhlen mehrheitlich zu den Gram-
negativen Bakterien. AHL und dessen Derivate steuern im Wesentlichen deren Zell-Zell-

Kommunikation und dariiber deren Biofilmbildung und die Bildung von Virulenzfaktoren®
56, 95, 104, 119, 135, 213, 247

Eine Mdglichkeit dieses Signalmolekil enzymatisch zu spalten und auf diese Weise der
Biofilmbildung vorzubeugen, kann tiber AHL-Lactonasen (EC 3.1.1.81) erfolgen’® % % 19
204352 Die Wirkung der AHL-Lactonasen auf die QS-regulierte Biofilmbildung und die QS-
abhéngige Bildung von Virulenzfaktoren in unterschiedlichen Bakterienspezies wurde vor
allem fir aiia untersucht. Hierzu wurde aiia, in die entsprechende Zielspezies kloniert und

das Verhalten im Vergleich zu entsprechenden Wildstammen betrachtet®: %26 323246313

Die Wirkung von aufgereinigten AHL-Lactonasen wurde bis heute nur fiir SsoPox und
Pseudomonas aeruginosa®® beziiglich des Biofilmwachstums und der Virulenzfaktoren
sowie AiiA und Vibrio cholerae® beziiglich der Biofilmbildung gezeigt. Es fehlen somit
sowohl systematische Untersuchungen zur Wirkung von AHL-Lactonasen auf die Biofilm-
bildung und die QS-abhéngige Produktion von Virulenzfaktoren als auch Untersuchungen
zur Wirkung der AHL-Lactonasen auf unterschiedliche Bakterienspezies. Dies liegt unter

anderem darin begriindet, dass diese Enzyme derzeit nicht kommerziell verfugbar ist.
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Fur weiterfihrende, wissenschaftliche Untersuchungen und fir einen spéateren anti-bakteri-
ellen Einsatz ist zunéchst eine grofitechnische Herstellung der AHL-Lactonasen mit még-
lichst geringen Produktionskosten notwendig. Doch auch hierzu fehlen die entsprechenden
wissenschaftlichen Erkenntnisse: Bisherige Expressionen von AHL-Lactonasen in E. coli
und ihre Aufreinigungen wurden mit nur geringen Ausbeuten ausschlieflich in Schiittelkol-

204, 241, 299

ben durchgefihrt . Es mussen daher zunéchst die Grundvoraussetzungen einer
industriellen Produktion der AHL-Lactonasen, die Herstellung mit hoher Ausbeute in einem

einfachen und maglichst glinstigen Produktionsprozess, geschaffen werden.

Insbesondere in wasserfiihnrenden Systemen, zum Beispiel zur Gewinnung, zur Aufbereitung,
zum Transport, zur Lagerung und zur Nutzung von Wasser, verursachen Biofilme groRe
Schéden. Sie beeintrachtigen einerseits die asthetische und hygienische Qualitat des Wassers
beziehungsweise des Produktes, andererseits konnen sie durch Biokorrosion Material-
oberfléchen zur friihzeitigen Alterung und Zerstorung fiihren. Hier ware eine vorbeugende
Biofilmvermeidung beziehungsweise —verminderung winschenswert, beispielsweise indem
AHL-Lactonasen unter Erhalt der spezifischen Aktivitat immobilisiert werden und in Form
von Oberflachenbeschichtungen beziehungsweise in Form von Formulierungen fiir die

Zugabe in Wassersysteme bereitgestellt werden kénnten.

1.5 Zielsetzung

Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es, Oberflachenbeschichtungen und Formulierungen
mit biofilmverhindernden Eigenschaften fur den Einsatz in technischen wasserfiihrenden
Anlagen zu entwickeln und zu bewerten. Dabei sollte die Biofilmbildung durch enzyma-
tische Beeinflussung, gezielt unter Nutzung der Zell-Zell-Kommunikation (QS) beziehungs-
weise deren Stdrung (QQ), vorbeugend vermindert oder sogar verhindert werden. Hierzu
wurden die AHL-Lactonasen AiiA, AiiB und BlcC (ehemals AttM) angewendet. Diese
wurden in der Literatur in der Familie der AHL-Lactonasen als erstes beschrieben und sind

im Vergleich zu anderen AHL-Lactonasen am besten charakterisiert.

Konkret sollten AiiA, AiiB und BlcC in einem 7 L-Reaktor in Escherichia coli (E. coli)
exprimiert und mittels chromatographischer Methoden aufgereinigt werden. AnschlieRend

sollten diese Enzyme (ber drei verschiedene Strategien immobilisiert werden:
e Physisorption an Partikeloberflachen,
e kovalente Bindung an Oberfldchen (Chemisorption) und
e Einschluss in eine polymere Matrix (Hydrogel).

Diese unterschiedlichen Immobilisierungsverfahren ergénzen sich bezuglich ihrer Vor- und

Nachteile in verschiedenen Anwendungsfallen (siehe hierzu Kapitel 3.2).
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Gewinnung der AHL-Lactonasen durch Expression in E. coli — Fermentation und
Aufreinigung der Enzyme mittels chromatographischer Methoden

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Expressionsparameter aus Schuttelkolben-
versuchen auf die Expression in einem Bioreaktor zu (bertragen und die so rekombinant
hergestellten Enzyme mit chromatographischen Verfahren aufzureinigen. Hierbei sollten
folgende Aufgaben bearbeitet werden:

1. Ubertragung optimaler Expressionsparameter aus Schiittelkolbenversuchen (Start-
zellzahl, Expressionstemperatur und -zeit sowie Konzentration des Induktors) auf
die Expression der AHL-Lactonasen als l6sliches Protein in einem 7 L-Reaktor.

2. Verfahrensentwicklung zur Aufreinigung der exprimierten AHL-Lactonasen Uber
chromatographische Methoden beziehungsweise die Kombination chromatograph-

ischer Methoden.

Immobilisierung der AHL-Lactonasen unter Erhalt der spezifischen Aktivitat

Das zweite Ziel, die Entwicklung und Charakterisierung der Immobilisierungsstrategien
(Physisorption, Chemisorption, Einschluss im Hydrogel), sollte durch folgende Arbeiten

erreicht werden:

3. Untersuchung der Eignung zur proteinschonenden Immobilisierung der Enzyme

unter Erhalt ihrer spezifischen Aktivitat.

4. Ermittlung und Vergleich der Freisetzungsrate der ausgewahlten Immobilisierungs-

methoden.

Mikrobiologische Bewertung der Immobilisierungsmethoden

Das dritte Ziel ist die Ubertragung der zur Proteinimmobilisierung geeigneten Methoden auf
die Immobilisierung der AHL-Lactonasen AiiA, AiiB und BlcC. Hierbei werden ihre anti-

bakteriellen und biofilmvermeidenden Eigenschaften im Biofilmassay gepruft.

5. Priufung des speziesunabhangigen Wirkspektrums an ausgewahlten Gram-negativen

Organismen.

6. Ermittlung des Einflusses von immobilisierten Enzymen auf die Biofilmbildung und

die Produktion von Virulenzfaktoren.
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1.6 Vorgehen

Abbildung 1 zeigt das generelle VVorgehenskonzept dieser Arbeit. Es unterteilt sich in vier
Vorgehensschritte: die Herstellung und Aufreinigung dreier AHL-Lactonasen, die Ent-
wicklung und Charakterisierung von Immobilisierungsmaterialien, die Immobilisierung der

AHL-Lactonasen und ihre abschlieRende mikrobiologische Bewertung.

4 '
Expression und Aufreinigung der AHL-Lactonasen
~~ 7~
4 N\

Entwicklung und Charakterisierung von Immobilisierungsmethoden
(unter Zuhilfenahme bioinformatischer Methoden)

~_

Immobilisierung der AHL-Lactonasen

durch Physisorption, Chemisorption und Einschluss in ein Hydrogel
L J

Il

Mikrobiologische Wirkungsbewertung der immobilisierten AHL-

Lactonasen auf das Biofilmwachstum Gram-negativer Bakterien
. J

Abbildung 1: Vorgehensweise dieser Arbeit

Fir antimikrobielle Strategien muss als Grundvoraussetzung das Bakterizid in ausreichender
Quantitat bereitgestellt werden. Dies gilt auch fir den Einsatz von AHL-Lactonasen zur
Biofilmvermeidung unter Ausnutzung des Quorum Quenchings. Bisherige Arbeiten zur
Expression und Aufreinigung der AHL-Lactonasen erfolgten ausschlieflich im
KleinmaRstab des Schiittelkolbens'’® 241 2%8-299.3% Daher wurden in dieser Arbeit zunéchst
die Expressionsparameter, welche sich in Schuttelkolbenversuchen als optimal erwiesen
haben'”®, auf die Expression in einem Bioreaktor Ubertragen. Im Anschluss wurden ver-
schiedene chromatographische Methoden zur Aufreinigung der AHL-Lactonasen angewandt,
so dass letztendlich die fur die Immobilisierung ausgewéhlten AHL-Lactonasen in ausrei-

chender Quantitat und in einem hohen Reinheitsgrad verfugbar waren.

Unterschiedliche Enzym-Immobilisierungsmethoden wie Physisorption, Chemisorption und
Einschluss in eine polymere Matrix wurden auf ihre Eignung zunéchst anhand von Modell-
enzymen (Subtilisin, DNase und Lysozym) getestet. Geeignete Immobilisierungsmethoden
wurden nachfolgend unter Zuhilfenahme von bioinformatischen Methoden an die Zielen-
zyme AiiA, AiiB und BlcC angepasst. Diese wurden abschlieRend auf ihre biofilmver-

meidenden Eigenschaften untersucht und bewertet.
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Zur Bekampfung von Biofilmen unterscheidet man grundlegend zwischen zwei Strategien:

e Malnahmen zur Entfernung von bereits etablierten Biofilmen und

e vorbeugende MalRnahmen zur Vermeidung der Biofilmbildung.
Die antimikrobielle Ausriistung von Oberflachen ist eine wichtige vorbeugende MaRnahme
zur Vermeidung der Biofilmbildung. Aufgrund ihrer Bedeutung fur diese Arbeit wird sie in
einem eigenen Kapitel (Kapitel 2.3) gesondert betrachtet.

2.1 MaRnahmen zur Entfernung von etablierten Biofilmen

Ziel von Malinahmen zur Entfernung von bereits etablierten Biofilmen ist es, die Qualitat
des flieRenden Mediums sicherzustellen und/oder einzelne Anlagenteile in ihrer Funktion zu
erhalten. Diese MalRnahmen beruhen in der Regel auf der mechanischen Reinigung. Dies ist
zwar die effektivste Reinigungsmethode, sie ist aber, je nach Zugénglichkeit der Anlage,
nicht immer anwendbar. Im Fall der chemischen, thermischen und physikalischen Reini-
gungsverfahren werden die Biofilmorganismen lediglich abget6tet und verbleiben als tote
Biomasse weiterhin im System. In dieser Weise konnen sie als Nahrstoffe fur weitere
Organismen dienen, die wiederum zu einer erneuten Biofilmbildung fihren. Als Losung flr
dieses Dilemma bieten sich Kombinationsverfahren an wie die Kombination von chemischen
Reinigungsverfahren mit der mechanischen Reinigung. Alle hier vorgestellten Reinigungs-
verfahren haben zum Nachteil, dass sie oftmals den Biofilm nicht vollstdndig entfernen
kénnen und die jeweiligen Mikroorganismen sich an die eingesetzten Chemikalien sowie
angewandten Umgebungsbedingungen sehr schnell anpassen konnen und entsprechende

Resistenzen ausbilden.

2.1.1 Mechanische Reinigungsverfahren

Bei der einfachsten mechanischen Reinigung wird das System mit hohem Wasserdruck
durchgespiilt. Die daraus resultierenden hohen Scherkrafte kénnen den Biofilm abtragen'®.
Bei der Wasserstrahlreinigung wird das System aktiv mit Wasser in hoher Geschwindigkeit

und Wasserdruck gereinigt”””. Beide Methoden sind nur bedingt wirksam.

Weit effektiver, aber in ihrer Anwendung eingeschrénkt, sind die mechanischen Reinigungs-
verfahren mit Reinigungskérpern. Im einfachsten Fall wird mit einer Birste der Biofilm
durch hin- und her bewegen abgeldst. In der Industrie werden haufig spezielle querschnitts-
fiullende Reinigungsgerate, so genannte Molche (englisch: pig), zur Reinigung von Rohr-
leitungen eingesetzt. Diese Lauf- oder Passkoérper werden in aller Regel passiv unter

Zuhilfenahme von Luft- oder WasserdruckstéRen durch die Leitungen getrieben®’
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Weiterhin werden ferngesteuerte Roboter zur Reinigung bei gréferen Querschnitten
eingesetzt. Diese bieten den Vorteil, dass gleichzeitig Uber eine Kamera das Leitungssystem

inspiziert werden kann.

2.1.2 Chemische Reinigungsverfahren

Zunéchst muss zwischen der Reinigung, dem Entfernen unerwiinschter Substanzen einerseits
und der Desinfektion, dem Abtdten von (potentiell) pathogenen Mikroorganismen, anderer-

seits unterschieden werden.

Durch eine grindliche Reinigung unter Verwendung von mechanischen Hilfsmitteln wie
Birsten oder Ahnlichem kann bereits ein GroRteil der Mikroorganismen und ihrer Stoff-
wechselprodukte entfernt werden. Die hierzu verwendeten Reinigungsmittel werden ihrem
Aufbau entsprechend in alkalische, neutrale und saure Reinigungsverfahren eingeteilt.
Alkalische Reinigungsmittel wie Natronlauge, Soda, Wasserglas oder Disilikate sind die am
haufigsten beniitzten Reiniger®®. Ihre Wirkung beruht auf der Aufquellung und der

Zersetzung der Schmutzriickstande®®.

Zusatzlich werden ihnen zur Steigerung der
Reinigungsleistung Nitrilotriessigsaure oder Ethylendiamintetraessigséure als Komplex-
bildner, welche die Hartebildner des Wassers komplexieren, oder Tenside zur Herabsetzung
der Oberflachenspannung zugegeben®?®. Hauptkomponenten neutraler Reinigungsmittel sind
Tenside. Daruber hinaus kdnnen sie zur Verbesserung der Reinigungsleistung Enzyme,

Komplexbildner und Schaumregulatoren enthalten™" 2

. Organische oder anorganische
Sduren wie Phosphor- oder Salpetersiure werden als saure Reinigungsmittel zur Entfernung
kalkhaltiger Riickstéande eingesetzt'® 3%* 3 |hnen werden aufgrund ihres niedrigen pH-

Wertes haufig Korrosionsinhibitoren zugesetzt.

Desinfektionsmittel unterscheiden sich sowohl in ihrem chemischen Aufbau als auch in ihrer
physikalischen Wirkung — sie wirken im Allgemeinen multifaktoriell. Es missen vorge-
gebene Einwirkzeiten und Wirkkonzentrationen eingehalten werden, um eine Anpassung
beziehungsweise Adaption der Organismen an das Desinfektionsmittel zu verhindern. Eine
eingetretene Anpassung kann durch Anderung der Umgebungsbedingungen, zum Beispiel
durch Anderung der Temperatur oder der Dosierung, rasch wieder verloren gehen®®. Der
Erfolg der Desinfektion wird durch die Faktoren pH-Wert, Temperatur, Konzentration und
Einwirkzeit bestimmt®®, Bei optimalen Bedingungen konnen 99 % der Mikroorganismen
abgetotet werden®. Tabelle 1 zeigt einen Uberblick tber die wichtigsten Desinfektionsmit-

telgruppen und deren Wirkungsweise.

Kombinierte Reinigungs- und Desinfektionsverfahren bieten den Vorteil von Reinigung und

Desinfektion in nur einem Arbeitsschritt. Als kombinierte Reinigungs- und Desinfektions-

mittel werden oftmals alkalische Reiniger mit Aktivchlorzusatz eingesetzt®?.
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Tabelle 1: Wirkungsweisen der wichtigsten Desinfektionsmittelgruppen nach Wildbrett®**

Desinfektionsmittel ~ Wichtigste Vertreter Wirkung
Aldehyde Formaldehyd, Glutaraldehyd, Reaktive Aldehydgruppe reagiert mit Amino- und
Glyoxal Amidgruppen von Proteinen und fihrt zur
Schadigung der Zellwand
Alkohole Ethanol, Propanol, Isopropanol ~ Denaturierung von Proteinen im
Konzentrationsbereich 50-80 %
Amphotenside Betaine Interaktion mit der Zellmembran
Guanidine Alkylguanidin, Polyguanidin Interaktion mit der Zellmembran
Halogene Chlor, Chlor-Abspalter, Wirkung als starkes Oxidationsmittel, Bildung von
Jodophore unterchloriger Saure in wassriger Umgebung,
Reaktion von Chlor mit Thiolgruppen von Enzymen
Laugen Natronlauge, Kalilauge Proteindenaturierung bei pH > 10
Peroxide Wasserstoffperoxid, Wirkung als starkes Oxidationsmittel
Peressigsaure
Phenole Kresole, Xylenole Interaktion mit der Zellmembran, Reaktion mit
Proteinen
Quaternare Alkyldimethylbenzyl- Interaktion mit der Zellmembran
Ammoniumsalze ammoniumchlorid
Séuren Ameisenséure, Essigséure, Proteindenaturierung bei pH < 4

Milchsdure, Propionséure

2.1.3 Thermische Desinfektion

Bei der thermischen Desinfektion werden Biofilmorganismen durch Erhitzen des Systems
beispielsweise auf 100 °C abgetttet. Dies muss mit ausreichend langen Einwirkzeiten

(mehrere Minuten) geschehen®’.

2.1.4 Physikalische Reinigungsverfahren

Physikalische Reinigungsverfahren spielen in der Anwendung eine eher untergeordnete
Rolle, dennoch werden sie hier der Vollstandigkeit halber kurz aufgefiihrt. Hierzu zahlen das
Anlegen von elektrischen oder magnetischen Feldern'®, die Anwendung von Ultraschall*®®
" und die Plasmareinigung®. Das am haufigsten angewandte physikalische Reinigungs-

verfahren ist die Reinigung tiber UV-Desinfektion im Bereich von 200 - 300 nm?®? 1% 22,

2.15 Kombinierte Reinigungs- und Desinfektionsverfahren

Die Reinigungsleistung kann verbessert werden, wenn Reinigungs- mit Desinfektionsver-
fahren kombiniert werden. Eine Vielzahl an Kombinationsmdglichkeiten ist in der Theorie
maoglich und wird auch in der Praxis angewandt. Beispielsweise wird die Effektivitat der
mechanischen Reinigung durch heiRe Reinigungsmittel erhdht® oder die Reinigungsleis-

tung der UV-Desinfektion durch die Kombination mit Chlor verbessert™’.
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2.2 Vorbeugende MaBBnahmen zur Vermeidung und Vermin-
derung von Biofilmen

Ist der Biofilm in einem System ausgebildet, kann er wie in Kapitel 2.1 beschrieben nur sehr
schwer wieder entfernt werden. Daher wird versucht, der Biofilmbildung von Beginn an
vorzubeugen. Hierzu gibt es drei Ansatze: Die konstruktive Gestaltung der Anlage, die
Optimierung der Umgebungsbedingungen und die Auswahl des Anlagenmaterials.

221 Konstruktive Gestaltung der wasserfiihrenden Anlage

Die bedeutendste vorbeugende MalRnahme zur Vermeidung der Biofilmbildung ist die kon-
struktive Gestaltung der wasserfiihrenden Anlage. Bei der Konstruktion wird die einfache
Zuganglichkeit fiur die ReinigungsmalRnahmen beziehungsweise die generelle Reinig-
ungsfahigkeit der Anlage miteinbezogen®’. Dariiber hinaus werden Bereiche mit niedriger
FlieRgeschwindigkeit wie Totrdume, starke Stau- und Totwasserstromungen sowie Spalten
vermieden®®’. Es werden in der Anlage nach Mdglichkeit erhéhte FlieBgeschwindigkeiten
und Scherkréfte angestrebt.

2.2.2 Optimierung der Umgebungsbedingungen

Biofilme wachsen bevorzugt an feuchten und warmen Stellen, sofern dort ein Minimum an
Nahrstoffen gewéhrleistet ist. Diese Grundvoraussetzungen des Biofilmwachstums sind die
Angriffspunkte der Biofilmvermeidung durch Optimierung der Umgebungsbedingungen.
Durch Verénderungen der Prozesstemperatur oder durch periodisches Trockenlegen des
Systems kann der Biofilmbildung wirksam begegnet werden. Die Minimierung des anorgan-
ischen und organischen Né&hrstoffeintrages sowie des Eintrages von Sauerstoff ist ebenfalls
eine geeignete Methode der Biofilmbildung entgegen zu wirken® % % Organische und
anorganische Partikel kbnnen zum Beispiel vor dem Eintritt in das System abfiltriert werden.

Bei geeigneter Filterporenweite lassen sich selbst Mikroorganismen abtrennen.

2.2.3 Auswahl des Anlagenmaterials

Uber die Auswahl des Materials kann die Biofilmbildung beeinflusst werden. MaRgeblich
hierfir sind die freie Oberflachenenergie, die Topographie und die Korrosionsbestandigkeit
des Materials. Mikroorganismen adhéarieren verstéarkt auf hydrophilen Oberflachen, das heifit
auf Oberflachen mit hoher freier Oberflachenenergie und guten Benetzungseigenschaften®.
Oberfldchen mit geringer freier Oberflachenenergie sind dennoch geeignet die bakterielle
Adhésion zu erschweren. Dies wird durch die Oberflachentopographie noch verstarkt: Je
glatter und sauberer eine Oberflache ist, desto unwahrscheinlicher ist die mikrobielle

Kolonisierung® % %7  Je korrosionsbestandiger ein Material ist, desto langer bleibt dessen
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Glattheit erhalten. Dies bedeutet, dass ein korrosionsbestdndiges Material die Biofilmbildung

mittelfristig erschwert.

2.3 Antimikrobielle Oberflachen

Im vorangegangenen Kapitel 2.2.3 wurde beschrieben wie durch die Materialauswahl die
Biofilmbildung auf Oberflachen verringert beziehungsweise ganz vermieden werden kann.
Gezielte antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen respektive -behandlungen kénnen diese
Wirkung noch verstarken. Man unterscheidet generell zwischen aktiven wirkstoffbeladenen
Oberflachenbeschichtungen, welche je nach Beschichtungsart freigesetzt werden konnen,
und passiven Materialien, bei denen der antimikrobielle Effekt auf Oberflachenstruktur-

ierungen basiert.

A B C

Bakterium biozider Wirkstoff

ﬁ abgetotetes Bakterium ‘ Materialoberflache

Abbildung 2: Schematische Darstellung von antimikrobiellen Oberflachenausriistungen
A) Oberflachenbeschichtungen mit freisetzbaren Wirkstoffen; B) Oberflachenbeschichtungen ohne Freisetzung

des Wirkstoffes; C) Oberflachenbeschichtung zur Adhésionsreduzierung

Abbildung 2 zeigt drei Mdglichkeiten zur antimikrobiellen Oberflachenausristung:
e  Oberflachen mit freisetzbarem Wirkstoff,
e Oberflachen ohne Freisetzung eines Wirkstoffes und

e Oberflachen zur Adhasionsreduzierung.

2.3.1 Oberflachen mit freisetzbarem Wirkstoff

Zur Herstellung von Oberflachen mit freisetzbarem Wirkstoff wird auf einer Material-
oberflache aus Metall, Kunststoff oder anorganischen Trégermaterialien eine pordse Matrix
aus organischen oder polymeren Schichten aufgetragen. So entsteht ein Bioziddepot in einer
geeigneten Immobilisierungsmatrix. Hieraus oder direkt aus dem Material diffundieren
biozide Wirkstoffe in das umgebende Medium, die entweder die Zellwand, den Stoffwechsel
oder das Genom von Mikroorganismen angreifen. Diese antimikrobiellen Substanzen

kénnen in Nano- oder Mikrokapseln aus Polymeren eingeschlossen in der Matrix eingebettet
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sein. Zur Verkapselung kénnen beispielsweise Polyethylenglykol und Polyanhydridimide®®,

Liposome? oder Cyclodextrine®” angewandt werden. Bioabbaubare Polymere, basierend auf
Polymilchséaure oder Carboxymethylcellulose™ **® beschleunigen, zusétzlich die Freisetzung
der verkapselten Wirkstoffe. Zumeist befinden sich diese Depotsysteme noch in der
Entwicklung. Marktreife Oberflachen mit freisetzbarem Wirkstoff beschranken sich im
Wesentlichen auf Antifouling-Anstriche im marinen Bereich: Aus diesen Farbanstrichen
werden verschiedene Wirkstoffklassen zu Biofilmbekdmpfung freigesetzt.

Als freisetzbare antimikrobielle Substanzen eignen sich biologische Wirkstoffe (Antibiotika,
antimikrobielle Peptide, biogene Antifouling-Substanzen und Enzyme), Ubergangsmetall-
ionen (Kupfer, Silber und Bismut) und deren Salze, oxidierende Agenzien (Halogene) und
reduzierende Agenzien, Tenside, quartarnere Ammoniumsalze und verschiedene organische

Verbindungen (Nitroverbindungen, Aldehyde und weitere).

Antibiotika sind nattrliche wachstumshemmende Biozide, die von Mikroorganismen zum
Selbstschutz gebildet werden. Sie spielen in der Medizin eine sehr grofle Rolle bei der
Infektionsbekampfung®®. In der Industrie werden sie hingegen kaum zur Biofilm-
bekdmpfung eingesetzt: Zum einen ist die Gefahr der Bildung von multiresistenten Keimen
sehr gro und zum anderen sind sie wirkungslos gegenuber Biofilmorganismen, welche

durch die sie umgebende EPS-Matrix gut geschiitzt sind**.

Zur enzymatischen Biofilmbekdampfung eignen sich Proteasen wie Trypsin und a-Amyla-
sen? 8198 | ipasen® 1% Cellulasen® ?*, Hydrolasen'*® sowie Glycosidasen wie Lysozym
und Dispersin B % 221 gje alle kénnen die Polysaccharide der EPS-Matrix® zerstoren.
Erste Produkte zur enzymatischen Biofilmbekampfung sind bereits auf dem Markt, wie das
Koi-Enyzm von Fish-Pharma B.V. (Landhorst, NL), welches zur Bekdmpfung von
Aeromonas- und Pseudomonas-Biofilmen in Teichen angewandt wird oder die Biorem-
Produktlinie der Firma S.A. Realco N.V. (Louvain-la-Neuve; BE) zur Biofilmentfernung in

Filtersystemen der Nahrungsmittelindustrie und Trinkwasseraufbereitung.

Eine zunehmend an Bedeutung gewinnende Strategie zur Adhasionsverhinderung durch
freigesetzte Wirkstoffe ist das biogene Antifouling. Darunter versteht man das Verhindern
der Anhaftung und Ansammlung von Organismen auf biotischen und abiotischen Ober-
flachen durch nicht oder nur gering toxische biogene Substanzen®* *. Diese metabolischen
Substanzen, welche oftmals aus Mikroalgen wie Cyanobakterien’’ oder aus Makroalgen
gewonnen werden, gehdren zu den Fettsduren, Terpenen, Terpenoiden, Lipoproteinen,
Glycolipiden, Phenolen, Lactonen, Peptiden, Steroiden, Amiden, Alkaloiden, Pyrrolen und
Furanonen® " *®_Obwohl in den vergangenen Jahren zur Entwicklung der Marktreife von
ungiftigen Antifoulingfarben basierend auf biogenen Wirkstoffen intensive Anstrengungen

unternommen wurden, ist deren Einsatz derzeit noch verschwindend gering.



Stand der Technik 35

Salze und lonen von Ubergangsmetallen, wie Kupfer, Silber und Zink*" 78 2% 283.313 '\yerden
als biozide Agenzien verwendet und sind bereits in Gebrauchsgegenstéande eingebracht. Eine
Sonderrolle fallt hier Silber zu: Es wird in Deodorants, Haushaltsgegenstanden und Kleidung
eingebracht, um nur einige wenige Beispiele zu nennen. Die antimikrobielle Wirkung dieser
lonen beruht auf dem oligodynamischen Effekt. Das Silber bindet an schwefelhaltigen funkt-

ionellen Gruppen von Aminoséuren und Proteinen und fiihrt so zu deren Inaktivierung® '*.

Die antibakterielle Wirkung von oxidierenden Agenzien wie Peroxiden beruht auf der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (OH-Radikal, H,0,, O,-Radikal), welche Lipide,
Proteine® und die DNA schidigen'®. Halogenhaltige Biozide, Wirkstoffe mit Chloratomen
(Natrium- oder Calciumhypochlorit, Chlor, Chlordioxid sowie anorganische und organische
Chloramine), werden im Kampf gegen Mikroorganismen und Biofilme in groen Mengen,
vor allem bei der Trinkwasserdesinfektion, eingesetzt. Sie inhibieren als starke
Oxidationsmittel enzymatische Schlisselreaktionen innerhalb der Zellen und fiihren durch

Reaktion mit Thiolgruppen zur Proteindenaturierung?’>.

Reduzierende Agenzien wie Dithiothreitol (DTT) und B-Mercaptoethanol agieren mit
Disulfidbriicken in Proteinen und denaturieren das Protein. Nitroverbindungen und aroma-
tische Verbindungen wie Benzimidazol, fiihren zu reaktiven und toxischen Nitroso- oder
Hydroxylaminspezies. Diese Reduktionsprodukte kénnen in die intrazelluldare Elektro-
neniibertragung eingreifen®. Aufgrund ihrer unspezifischen Wirkung auf Proteine ist die
Anwendung dieser Agenzien in der Praxis jedoch stark eingeschrénkt.

Weitere Beispiele fiir zur Freisetzung eingesetzter Biozide sind quartare Ammoniumsalze'®®,

d307

Polyhexamethylenbiguanidinhydrochlorid™*, welches mit negativen Lipiden in Gram-nega-

1% und Triclosan (5-Chloro-2-(2,4-Dichlorophenoxy)-phenol)®.

tiven Bakterien interagiert
Letzteres findet einen breiten Einsatz in Hygieneartikeln wie Zahnpasta und Deodorants
sowie in Gebrauchsgegenstanden des Alltags®. Es inhibiert in Bakterien das NADH- oder

NADPH-abhangige Enoyl-Acyl-Carrierprotein Reduktase*™.

2.3.2 Oberflachen ohne Freisetzung des Wirkstoffes

Bei kontaktaktiven, antimikrobiellen Oberflachen ohne Freisetzung eines Wirkstoffes
werden die Anhaftung und das mikrobielle Wachstum durch den direkten Kontakt der
Mikroorganismen mit der Oberfliche unterbunden. Der Wirkstoff, das antimikrobielle
Polymer oder die photokatalytisch aktive Schicht wird kovalent an das Material (Metall,

Polymer oder anorganische Tragermaterialien) gebunden.

Antimikrobielle Peptide und Enzyme sind die h&ufigsten Wirkstoffklassen, welche zur
Biofilmvermeidung kovalent an Oberflachen gebunden werden. Antimikrobielle Peptide wie

B-Defensine (Magainin, Cecropin A) sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems in
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Wirbeltieren, Pflanzen, Bakterien, Pilzen und Viren. Sie besitzen ein sehr breites Wirk-
spektrum ohne den Nachteil der Resistenzbildung. Sie zerstéren durch Porenbildung die
Zellmembran der Zielzelle. In der Regel werden sie mittels Physi- oder Chemisorption (mit

und ohne Spacer) sowie mittels Layer-by-layer Assembly immobilisiert®® 2. Enzyme wie

52, 83, 198 83, 198

Proteasen oder Lipasen werden haufig zur Biofilmbekdmpfung eingesetzt. Diese
werden, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, in erster Linie frei in Losung angewandt; sie
konnen aber auch uber kovalente Anbindung beispielsweise mittels Glutardialdehyd an
Amino-funktionalisierten Oberflachen immobilisiert werden®". In der Praxis spielt ihr Ein-

satz derzeit eine stark untergeordnete Rolle; es sind derzeit noch reine Forschungsansatze.

Neben der Ankopplung von antimikrobiell aktiven Substanzen sind Beschichtungen mit
antimikrobiellen Polymeren eine weitere Moglichkeit zur Biofilmbek&mpfung ohne Freisetz-
ung eines Wirkstoffes. Diese Kontaktbiozide sind tiber funktionelle Gruppen kovalent an der
Oberflache gebunden. Beispiele hierflr sind an Polymere kovalent gebundene quaternére

133, 349

Ammoniumgruppen , Polymere mit kationischen Funktionen beispielsweise Poly-

ethylenimine, welche die bakterielle Zellwand zerstéren'?® 1% 18. 220

, Guanidin-kompo-
nenten® sowie Polymere mit Betainstrukturen'?® '?’. Hierbei handelt es sich bisher lediglich

um Forschungsansétze, welche noch keine Produktreife erlangt haben.

Eine Sonderrolle nehmen Poly-(3-1-4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose, kurz Chitosan,
und dessen Derivate ein, welche begrenzt sowohl antimikrobiell als auch fungizid wirken.
Diese Wirkung beruht auf mehreren Faktoren, vor allem auf seiner positiven Ladung und
den chelatbildenden Eigenschaften. Je nach Molekulargewicht, dem Deacetylierungsgrad
und Substituenten am Chitosan variieren die antimikrobiellen Eigenschaften: hochmole-
kulares Chitosan beispielsweise umhiillt den Mikroorganismus und unterbindet so dessen
Né&hrstoffaufnahme, wohingegen niedermolekulares Chitosan in die Zelle eindringen kann
und dort sein antibakterielles Potential entfaltet. Aufgrund seiner biologischen Abbaubarkeit,
seiner Biokompatibilitit und seiner nicht-toxischen Eigenschaften findet es heutzutage einen
weitverbreiteten Einsatz in der Lebensmittelindustrie, beispielsweise als Konservierungs-
mittel oder in Lebensmittelverpackungsmaterialien, in der Medizintechnik vor allem als
Partikel zur Wirkstofffreisetzung in Wundauflagen und Wundverbandsmaterialien sowie in

der Textilindustrie®.

AuBerdem konnen antimikrobiell aktive Oberflachen durch photokatalytische Schichten
erzeugt werden. Sie bestehen aus photokatalytisch aktiven Metalloxiden wie Titandioxid in
Anatas-Modifikation oder Selendioxid'®. Die antimikrobiellen Eigenschaften solcher
Schichten beruhen auf dem katalytischen Effekt in Gegenwart von Wasser und Sauerstoff
auf der Bildung von reaktiven OH-Radikalen, welche die bakterielle Zellwand schadigen'®’.

Dieser Ansatz besitzt, im Vergleich zu den beiden bisher vorgestellten, praktische Relevanz.
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So setzt beispielsweise MOL Katalysatortechnik GmbH, Schkopau, auf ein lichtinduziertes
katalytisches Verfahren zur Vermeidung von Biofilmen auf Anlagenoberflachen im Bereich

der Wasserversorgung sowie der Kuhl- und Klimatechnik.

2.3.3 Oberflachen zur Adhasionsreduzierung

Durch Oberflachenmodifizierungen zur Adhésionsreduzierung wird ausschliellich das
Anhaften von Mikroorganismen und Schmutzstoffen an der Materialoberflache verhindert,
wohingegen der Mikroorganismus selbst nicht angegriffen wird?®. Typische Ansatze hierfiir
sind die Ausristung von Bauteiloberflaichen aus Metall, Kunststoff oder Keramik mit
hydrophoben oder hydrophilen Beschichtungen oder die Strukturierung ber Mikrodoménen

wie bei dem so genannten Lotuseffekt?®.

Die Herstellung hydrophiler Oberflachen wird in der Literatur beispielsweise durch Hydro-
gele mit Polyethylenglykolen® 2", Polyglykolsaure und Polymilchsaure beschrieben'™® '8,
Hydrogele besitzen zusatzlich durch die Kompression der Polymerketten die Fahigkeit zur
elastischen AbstoRung. Erste Anwendungen finden hydroviskose Beschichtungen in Schiffs-

und Bootsanstrichen.

Hydrophobe Oberflachen lassen sich Uber die Beschichtung mit beispielsweise unterschied-
lichen fluorhaltigen Polysiloxanen und -silanen wie Polytetrafluorethylen oder Silikonen
herstellen. Fir den marinen Anwendungsbereich sind beispielsweise Silikon- und Teflon®-

Farben weit verbreitet.

So genannte ,,easy-to-clean““-Oberflachen besitzen per se keine bioziden Eigenschaften. In
Kombination mit der mechanischen Reinigung in regelmaRigen Intervallen kann der Biofilm
hierdurch effektiv entfernt werden. Hierzu zéhlen beispielsweise antimikrobielle Beschich-
tungen mit diamantahnlichen Kohlenstoffschichten, welche mittels Plasmaverfahren erzeugt
werden kénnen® und antiadhasive Oberflachen mit einer negativen Ladung, welche beispiels-
weise Uber die Ausriistung mit Indium- oder Zinnoxid hergestellt werden kénnen'”’. Bei
negativ geladener Bakterienwand verhindert die elektrostatische Abstofung die Anhaftung

negativ geladener Mikroorganismen auf negativ geladenen Oberflachen.

Intelligente oder Stimulus-responsive Materialien sind in der Lage, ihre physikochemischen
Eigenschaften bei Anderungen der Umgebungsbedingungen schnell und reversibel zu
andern®’. Fir Antibewuchs-Anwendungen im marinen Bereich werden wie bei Schiffs- und
Bootsanstrichen in erster Linie Polymere, welche auf pH- oder Temperaturwechsel reagieren,
genutzt. In der Literatur wird fur diese Anwendung am hdufigsten das Polymer Poly(N-
Isopropylacrylamid) beschrieben, welches in Abhangigkeit der Umgebungstemperatur seine

Benetzungseigenschaften dndern kann .
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3  Theoretische Grundlagen dieser Arbeit

3.1 Molekular- und mikrobiologische Grundlagen

Im Folgenden werden der Biofilm und seine Entstehung nédher erldutert sowie das Quorum
Sensing Gram-negativer Bakterien beschrieben. Weiterhin wird die Stérung des QS, das
Quorum Quenching, vorgestellt und es werden die in dieser Arbeit verwendeten N-Acyl-
homoserinlacton-Lactonasen beschrieben.

3.1.1 Der Biofilm und seine Entstehung

Bei einem Biofilm handelt es sich um eine strukturierte Gemeinschaft von Mikroorganismen,
welche in einer selbstproduzierten polymeren Matrix eingebettet sind und an einer inerten
oder biologischen Oberflache anhaften. Sie besitzen im Vergleich zu planktonischen Zellen

eine spezielle Genexpression und unterscheiden sich in ihrem Phanotyp '%.

Diese bakterielle Lebensform ist in der Natur sehr weit verbreitet. Nahezu alle Bakterien
sind in der Lage Biofilme zu bilden®, da es sich hierbei um eine Strategie handelt, widrigen
Umwelteinfliissen und Umgebungsbedingungen wie extremen Temperaturen, pH-Werten®,

Austrocknung oder antibakteriellen Substanzen™®’

zu begegnen. Mittels Biofilmbildung
kénnen selbst oligotrophe Habitate besiedelt werden, da durch die negativ geladene und
hydrophobe EPS lonen und organische Kohlenstoffe aus nahrstoffarmen Medien akkumu-
liert werden'®. Es kénnen sich synergistische Mikrokonsortien verschiedener Spezies
ausbilden, die gemeinsam durch Kombination ihrer Stoffwechselwege in der Lage sind,
komplexe Substrate, wie Polysaccharide, Proteine oder Glykoproteine, als Nahrungsquelle

148

zu nutzen™*. Die raumliche Nahe im Biofilm beglinstigt den genetischen Austausch und den

lateralen Gentransfer zur Weitergabe von beispielsweise Antibiotikaresistenzen*.

Die EPS-Matrix ist eine Schutzschicht fur die eingebetteten Mikroorganismen, beispiels-
weise gegen Phagozyten**® sowie gegeniiber Bioziden. Dies liegt darin begriindet, dass der
Wirkstoff aufgrund von niedrigen Diffusionsraten oder frihzeitiger Degradation in den

Randschichten nicht in das Innere des Biofilms gelangen kann.

Zusétzlich befindet sich ein Teil der Biofilmorganismen in einem Stadium der metabolischen
Ruhe und ist dadurch nicht durch Biozide angreifbar. Ein weiterer Teil der Zellen in einem
Biofilm weisen eine Art Biofilm-Phanotypus auf, der sich vom planktonischen Typus durch
eine verdnderte Genexpression unterscheidet. So kdnnen beispielsweise antibiotikaabbau-

ende Enzyme in ihrer Expression hochreguliert sein™ ',
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Der Hauptbestandteil des Biofilms ist mit bis zu 98 % Wasser. Dieses wird durch
extrazellulare polymere Substanzen wie Exopolysaccharide, Proteine und Nukleinsiuren’
gebunden und bildet um die Biofilmmikroorganismen eine gelartige hydratisierte Matrix, die
zur mechanischen Stabilisierung dient'®®. Neben den EPS konnen organische und anorgan-
ische Partikel exogenen Ursprungs sowie geléste Stoffe in die Matrix eingebaut werden'®.
Diese EPS bilden die Grundlage der dreidimensionalen Struktur des Biofilms, welche in
Form von turm- und pilzartigen Gebilden und filamentésen Auswiichsen (streamers)™® ',
als flachendeckende flache Bewiichse'®, als kompakter und dichter Biofilm in Form eines
Maiskolben (corn cob), in Form von Borsten einer Birste (bristle brush), als Rosette oder in

Pallisadenform vorkommen konnen®%,

Wassergefillte Kanéle innerhalb der EPS-Matrix gewahrleisten den Nahrstoff- und
Sauerstofftransport bis in die tiefen Regionen des Biofilms und sorgen fur den Abtransport

von Stoffwechselprodukten’ **'

. Dieser komplexe Aufbau beglnstigt die metabolische
Kooperation verschiedener Bakterienspezies, da hierdurch unterschiedliche Kompartimente

mit unterschiedlichen Umgebungsbedingungen gebildet werden®®’.

Die Bildung dieser stark unterschiedlichen Biofilmstrukturen wird durch die Umgebungs-
bedingungen, wie FlieRgeschwindigkeit und Scherkréfte, Néhrstoffangebot und Substrat,
sowie die Biofilmorganismen beeinflusst. Hohe Scherkréfte beglnstigen die Ausbildung von
visko-elastischen Streamer-Biofilmen, wohingegen unter stehenden oder nur langsam

139,148 Unter nahrstoffreichen

flieBenden Bedingungen sich pilzférmige Biofilme bilden
Bedingungen sind die Biofilme allgemein dicker und dichter als unter nahrstoffarmen
Bedingungen**®. Neben den Umgebungsbedingungen kénnen intrinsische Faktoren wie die
Zell-Zell-Kommunikation (Quorum Sensing) und der horizontale Gentransfer Form und

AusmaR des Biofilms beeinflussen*®.

Bei der Entstehung des Biofilms handelt es sich um einen Entwicklungsprozess in funf
Phasen®*: Besiedlung durch Primaradhésion, irreversible Anhaftung, Bildung von Mikro-
kolonien, Reifung des Biofilms und Ablésung mit anschlieBender Neubesiedlung nicht

kontaminierter Flachen. Abbildung 3 zeigt schematisch diesen Entwicklungsprozess.

Innerhalb von Sekunden bildet sich auf einer sauberen Oberfldche eines wasserfiihrenden
Systems durch Adsorption von Wasserinhaltsstoffen wie Proteinen, Huminsauren, organ-
ischen und anorganischen S&uren ein so genannter Conditioning Film'*. Dieser erméglicht
es planktonischen Zellen aufgrund von Van-der-Waals-Kréaften und der negativen Ober-
flachenladung der Bakterienzelle an Oberflachen zu adhérieren. Begunstigt wird diese
Anhaftung durch die Prandtl‘sche Grenzschicht direkt an der Materialoberflache, wo die

Stromung gegen Null tendiert. Die Anhaftung der Bakterienzelle wird durch Umwelt-
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bedingungen wie Osmose, pH-Wert, Anwesenheit von Eisen und Sauerstoff und der

167

Temperatur beeinflusst™".
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Abbildung 3: Entstehung eines Biofilms nach Hentzer*®

Planktonische Bakterienzellen adhérieren an der Materialoberfldche in einer Monolage. Daraus erwachsen erste
Mikrokolonien, welche durch weitere Vermehrung zum Biofilm reifen. Hier sind die Mikroorganismen in einer
Matrix aus extrapolymeren Substanzen eingebettet und vor Umwelteinfllissen geschiitzt. Gleichzeitig wird tber
das Quorum Sensing eine gemeinsame konzertierte Genexpression ausgeldst, welche unter anderem zur Bildung
von Virulenzfaktoren fihrt. In diesem Stadium kénnen durch &uRere Einfliisse sowohl komplette Biofilmteile
abgeldst werden als auch einzelne Mikroorganismen als so genannte Schwarmerzellen sich vom Biofilm lésen
und im weiteren Systemverlauf neuen Biofilm bilden.

Bei dieser Anhaftung handelt es sich um einen reversiblen Prozess, da sich die Bakterien-
zellen durch aktive Bewegung, durch Twitching, mit Hilfe von Flagellen oder Typ IV Pili,
wieder von der Oberflache entfernen kdnnen. Durch diese Fortbewegungsarten kénnen sich
an Oberflachen adhérierte Bakterien aufeinander zubewegen und erste Mikrokolonien bilden.

Mit der Anhaftung an Oberflachen und der gesteigerten Zell-Zell-Kommunikation durch
vermehrte Zellzahlen verandert sich der Stoffwechsel aufgrund einer veranderten Genex-
pression'®”: Es werden verstarkt extrazellulare polymere Substanzen und Rhamnolipide
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produziert™. Diese ermdglichen es dem Biofilm aus der ruhigen Prandtl‘schen Grenzschicht

in die Strdmung zu wachsen.

Die Vermehrung bereits adhérierter Zellen und das Anhaften zusatzlicher Bakterien, auch
aus anderen Spezies aus dem Medium, flihren zu einer Akkumulation von Zellen: Es entsteht
der Biofilm in seiner maximalen Dichte. Durch die Zell-Zell-Kommunikation kommt es in
dieser Phase in den einzelnen Zellen zu einer koordinierten Genexpression. Diese unter-
scheidet sich sehr stark sowohl von der Genexpression im planktonischen Zustand als auch
von der Genexpression wéhrend der Phase der ersten Besiedlung und der Bildung der Mikro-
kolonien'®. So werden nun QS-abhangig verstarkt Virulenzfaktoren wie die Sekretion von

Antibiotika und Pathogenitatsfaktoren wie lysierende Enzyme oder Toxine gebildet®*.
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In der letzten Phase der Biofilmbildung, der Abl6sung und Neubesiedelung nicht konta-
minierter Flachen, wird der Biofilm in seinem Dickenwachstum begrenzt — es beginnt seine
Flachenausbreitung. Es kdnnen sich sowohl einzelne Zellen, als so genannte Schwarmer-
zellen selbststandig aus dem Biofilm 16sen, als auch grofere Aggregate aus dem Biofilm
durch mechanischen Abrieb geldst werden'®. Der mechanische Abrieb kann durch Reinig-
ung, durch erhohte Scherkréfte aufgrund von durch Biofilm verengten Querschnitten oder
durch im Medium schwebende Partikel erfolgen'®. Letztlich kénnen sich ganze Biofilm-
strukturen Giber die Oberflache bewegen (Surface Dispersal)***. Durch Abldse- und Wander-
mechanismen konnen weiter entfernte, nicht kontaminierte Oberflachen neu besiedelt

werden.

3.1.2 Zell-Zell-kommunikation Gram-negativer Bakterien (Quorum
Sensing)

Quorum Sensing (QS) bezeichnet ein System, welches Bakterien erlaubt, mit Hilfe von
chemischen Autoinducer-Molekiilen miteinander zu kommunizieren. Uber diese Signalmole-
kile konnen Bakterien in Abhéangigkeit der Populationsdichte ihre Genexpression

koordiniert regulieren*®

. Die meisten QS-regulierten Verhaltensweisen wie Biolumineszenz,
Sekretion von Virulenzfaktoren, Biofilmbildung, Konjugation oder Pigmentbildung sind nur
dann effektiv, wenn eine Bakterienpopulation sie synchron wie ,,ein multizellularer Orga-
nismus* ausfiihrt?®. Hierzu steigt mit der Populationszellzahl die Konzentration an Signal-
molekdilen, welche durch Diffusion oder aktive Transportmechanismen in das umgebende
Medium gelangen. Wird dann eine definierte Grenzwertkonzentration Uberschritten, docken
die Signalmolekiile an ihren spezifischen Transkriptionsregulator an, welcher in der Lage ist
entsprechende Zielgene zu aktivieren oder zu reprimieren™. Dabei ist ein positiver auto-

induktiver Feedback-Kreislauf in Gang gesetzt, der die Signalmolekiilsynthese verstarkt>.

QS-Systeme werden, basierend auf der Art des Signalmolekiils und ihrer Detektion, in drei
Klassen unterteilt*’: Das Luxl/luxR-QS Gram-negativer Organismen, das QS basierend auf
modifizierten Oligopeptiden Gram-positiver Bakterien und ein Hybridsystem, durch welches
Gram-positive Bakterien in der Lage sind mit Gram-negativen zu kommunizieren. Im QS-
System Gram-positiver Bakterien werden die Signalmolekule als Precursoren im Cytoplasma
gebildet und wiéhrend ihrer Sekretion zum Signalpeptid modifiziert®. Akkumuliert das
Oligopeptid an der Zelloberflache, kann es durch einen membrangebundenen Histidin-
Sensorkinase-Komplex eines Zwei-Komponenten-Signalsystems erkannt werden®’. An-
schlielend wird das Antwortregulatorprotein tber eine Phosphorylierungs-/Dephosphoryl-
ierungs-Kaskade phosphoryliert. Dieses ist daraufhin in der Lage, an die DNA zu binden und

die Transkription der Zielgene zu veranlassen®.
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Gram-positive Bakterien sind nicht nur in der Lage miteinander sondern auch artiber-
greifend mit Gram-negativen Bakterien zu kommunizieren. Dieses gemeinsame QS-System
basiert auf dem Autoinducer-2, welcher in beiden Bakterienklassen zu finden ist. Abbildung
4 zeigt die Strukturen dreier Signalmolekile: Der Spezies-unspezifische Autoinducer-2 von
Vibrio harveyi und zwei weitere Beispiele fir Autoinducer-2-Molekdle, welche in E. coli
detektiert wurden. Dieses Autoinducer-2-QS-System besitzt analog dem QS-System Gram-
negativer Bakterien mit luxS eine Autoinducer-2-Synthase. Die Signalkaskade erfolgt analog
dem QS-System Gram-positiver Bakterien ({ber die Detektion mit einem Zwei-
Komponenten-Sensorkinase-System und anschlie3ender Transkriptionsaktivierung tber eine
Phosphorylierungskette.

HO\ OH
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Abbildung 4: Struktur dreier Autoinducer-2-Molekle

A) Der Spezies-unspezifische Autoinducer Al-2; B) Tri-Hydroxymethylfuranon; C) 5-Methyl-4-Hydroxy-3-
Furanon

Das QS-System Gram-negativer Bakterien basiert auf den beiden Regulatoren Luxl und
LuxR*. Lux! oder ein entsprechendes Homologon synthetisiert N-Acylhomoserinlactone
(AHL) als Signalmolekiile, welche Autoinducer-1 genannt werden. Diese gelangen je nach
Lange der Acylkette Uber Diffusion oder Sekretion in das umgebende Medium. Nach Er-
reichen der kritischen Grenzkonzentration der Signalmolekiile konnen sie wieder in die Zelle
zuriickgelangen, um dort an den LuxR-Rezeptor oder einem entsprechenden Homologon zu
binden. Der aktivierte LuxR-AHL-Komplex aktiviert oder unterbindet die Transkription der
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Zielgene™". Abbildung 5 zeigt den Regulationsmechanismus des QS Gram-negativer Bakte-

rien bei niedriger und hoher Zelldichte.

Viele Gram-negative Bakterien haben nicht nur ein QS-System, sondern besitzen zwei oder
mehrere. Durch multiple QS-Systeme, bestehend aus einem eigenen Paar Autoinducer und
Rezeptor, kdnnen Bakterien sensorische Informationen tibermitteln?®. Die Hierarchien kon-
nen in Reihe geschaltet sein, um die Genregulation zeitlich zu steuern wie LuxI/luxR und

Lasl/lasR bei Pseudomonas aeruginosa. Sie konnen parallel geschaltet sein, um bestimmte
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Gene zu regulieren oder um identische Gene gemeinsam zu regulieren wie LuxM/luxN,
LuxS/luxP/luxQ und CgsA/CqsS bei Vibrio harveyi*”. Der Vorteil eines parallel geschal-
teten QS-Systems ist das Abgrenzen der eigenen Zell-Zell-Kommunikation von der Umgeb-
ung. Der Vorteil eines in Reihe geschalteten QS-Systems liegt in der zeitlichen Abfolge der
Genexpression, beispielsweise wahrend einer friihen oder spéten Infektion. Ferner existieren
bei Gram-positiven Bakterien zusétzlich kompetitive QS-Systeme mit mehreren Signalmole-
kiilen, welche synergistisch zusammenarbeiten und QS-Systeme mit An-/Ausschaltern®®,

niedrige Zelldichte Transpoaupore
AT >
|/ [ \ |
\ Zielgene" )
= luxl —_— —> l Lux| .
y
AHL Signal Zellwand
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\
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Y

AHL Signal Zellwand
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Abbildung 5: Das Luxl-LuxR-QS-System Gram-negativer Bakterien

LuxR-Gene kodieren den Transkriptionsregulator, wohingegen luxI-Gene die Acylhomoserinlacton-Synthase
kodieren. Bei niedrigen Zelldichten wird das Signalmolekil durch Diffusion oder aktiven Transport in das
umgebende Medium abgegeben. Bei hoher Zelldichte akkumulieren die exprimierten Signalmolekiile im
umgebenden Medium, von wo sie aus in grofler Anzahl zuriick in die Zelle gelangen. Hier binden sie an den
Transkriptionsaktivator LuxR. Dieser bindet an die jeweiligen Zielgene und aktiviert deren Transkription.
Zusétzlich findet durch den LuxR-AHL-Komplex eine Autoinduktion der LuxI-Synthase statt.
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Diese chemische Kommunikation wird sogar zwischen Prokaryoten und Eukaryoten bei
pathogenen und symbiotischen Beziehungen angewandt. Das menschliche Immunsystem
kann beispielsweise durch AHL zur Produktion des Zytokins Interleukin-8 aktiviert
werden*"’. Dieser Entziindungsmediator ist einer der Hauptvermittler bei Entziindungen, da

er durch seine chemotaktischen Eigenschaften Leukozyten in das entzlindete Gewebe zieht.

AHL werden aus Precursoren, welche aus dem Aminoséuren- und Fettsdurenmetabolismus
stammen, exprimiert. Hierbei katalysieren LuxI-Proteine und deren Homologe die Synthese
der AHL, in dem sie das geladene Acyl-Acyl-Carrierprotein (acyl-ACP) als Acylkettendonor
und S-Adenosylmethionin (SAM) als Quelle fir Homoserinlactone verwenden®. N-Acyl-
homoserinlactone bestehen aus einem Homoserinlacton, welches Uber eine Peptidbindung
mit einer Fettsdure variierender L&nge verbunden ist. Am ersten und am dritten Kohlen-
stoffatom kann diese eine Hydroxy- oder Oxogruppe tragen. Sie werden daher in drei Grup-
pen eingeteilt: N-Acylhomoserinlactone, N-(3-Oxoacyl)homoserinlactone und N-(3-Hydro-
xyacyl)homoserinlactone. In den meisten Féllen bestehen die Kohlenstoffketten aus einer ge-
raden Anzahl an Kohlenstoffatomen (4-18C). Abbildung 6 zeigt die Grundstruktur der AHL.

0
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Abbildung 6: Allgemeine Struktur von N-Acylhomoserinlactonen

N-Acylhomoserinlactone bestehen aus einem Homoserinlacton und einer Fettsdure, welche (ber eine
Peptidbindung miteinander verbunden sind. Diese kann Oxo- und/oder Hydroxyfunktionen tragen.

Die Schlusselkomponente des QS Gram-negativer Bakterien ist die spezifische Auspragung
und die spezifische Erkennung der AHL. Einzelne Bakterien missen in Gemeinschaft
anderer Bakterienspezies, welche dhnliche AHL verwenden, in der Lage sein, ihre eigenen

Kommunikationswege sicher verwenden zu kénnen.

3.1.3 Quorum Sensing-Regulation von Virulenzfaktoren

Virulenzfaktoren bestimmen die pathogenen Eigenschaften eines Mikroorganismus. Hierzu
zahlen einerseits Strukturelemente wie Adhéasine, Bestandteile der Bakterienzellwand, und
andererseits sekretierte Stoffwechselprodukte wie Exo- und Endotoxine oder Invasions-

faktoren wie DNase oder Proteasen. Sekretierte Virulenzfaktoren kénnen, insbesondere zu
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Beginn einer Infektion, zu massiven Gewebeschaden im Wirtsorganismus fihren. Die
Expression vieler extrazelluldrer Virulenzfaktoren ist nicht konstitutiv, sondern Zellzahlab-
héngig und damit durch das QS gesteuert. Sie werden daher verstéarkt in der spaten logarith-

mischen und frilhen stationdren Wachstumsphase des Bakteriums gebildet®? 3%,

Aufgrund seiner umweltrelevanten und klinischen Bedeutung ist P. aeruginosa ein Muster-
beispiel um das Sozialverhalten von Bakterien zu untersuchen®®. Es zhlt daher beziiglich
des QS, der Biofilmbildung und der Virulenzfaktoren zu den am besten untersuchten
Organismen®. Daher werden die weiteren Ausfiihrungen zu den Virulenzfaktoren an P.
aeruginosa gezeigt. P. aeruginosa, ein ubiquitér vorkommendes Gram-negatives Bakterium,
wadchst bevorzugt als Biofilm auf unterschiedlichen Oberflachen wie Wasserleitungen oder
Bodenpartikeln'®. Es kann sich, aufgrund seiner Fahigkeit zu unterschiedlichem Sozial-
verhalten uber das QS, an die verschiedensten Umweltbedingungen anpassen. P. aeruginosa
ist ein opportunistisches Humanpathogen, welches sowohl chronische als auch akute

Infektionen, vor allem an immungeschwachten Personen, hervorrufen kann?%,
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Abbildung 7: Siderophore von P. aeruginosa
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A) Pyocyanin; B) Pyochelin; C) Pyoverdin
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P. aeruginosa besitzt eine Vielzahl an Zell-assoziierten Virulenzfaktoren®, wie Lipopolysac-
charide und Flagellen, und extrazelluldren Virulenzfaktoren, wie Exoproteasen, Siderophore,

249, 340

Exotoxine und verschiedene Sekundarmetabolite sowie die Fahigkeit Biofilme zu bil-

den208

. All diese Stoffe werden durch das QS sowohl zeitlich als auch in ihrer Produktions-
rate reguliert®® % 119 282 295,318 330 Hjerhej steuert der Signalmolekiil-Rezeptor-Komplex
LasR-3-ox0-C12-Homoserinlacton beispielsweise die Virulenzgene lasA (Elastase A), lasB
(Elastase B), aprA (alkalische Phosphatase A), toxA (Exotoxin A)%* 12 20 301 per
Signalmolekiil-Rezeptor-Komplex RhIR-C4-Homoserinlacton hingegen reguliert beispiel-
weise die Expression der Virulenzgene rhlAB (Rhamnosyltransferase zur Produktion von
Rhamnolipiden), lasB (Elastase B), aprA (alkalische Phosphatase A), rpoS (Sigmafaktor
RpoS) sowie Sekundarmetabolite wie Pyocyanin®® 19t 192 234 251 341 “ Aphildung 7 zeigt drei
Siderophore (Eisenchelatoren) von P. aeruginosa, Abbildung 8 zeigt das Rhamnolipid I, eine
grenzflachenaktive Substanz. Auch das Schwimm- und Schwarmverhalten sind wichtige
Virulenzfaktoren. Diese dienen Bakterien zur Oberflachenausbreitung der Zellen und sind

eng mit der Rhamnolipidproduktion verkniipft** %183,

HO

HO o

Abbildung 8: Rhamnolipid 1

3.1.4 Quorum Quenching - Storung des Quorum Sensings bei Gram-
negativen Bakterien

Wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben kénnen Bakterien ihre Populationsdichte (iber das Quorum
Sensing messen und die Expression ihrer Gene zum Beispiel zur Bildung von Virulenz-
faktoren koordiniert steuern. Verschiedene Bakterien haben aufgrund des stetigen Wettbe-
werbs um limitierte Ressourcen Strategien entwickelt, um das QS anderer Bakterien zu

storen.

Diese Strategien werden unter Quorum Quenching (QQ) beziehungsweise Quorum Sensing
Inhibition zusammengefasst. Entsprechend den Schliisselkomponenten des QS-Systems

haben sich verschiedene QQ-Strategien entwickelt. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die
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ver-schiedenen QQ-Strategien®” und deren Angriffspunkte im QS Gram-negativer Bakterien,

Abbildung 9 stellt schematisch die QQ-Strategien dar.
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Abbildung 9: QQ-Strategien zur Zerstérung des QS Gram-negativer Bakterien

Generell kann das QS auf zwei verschiedenen Ebenen gestort werden: In der Signalgenerierung (B, C) und im
Signalempfang (D, E, F). A) QS Gram-negativer Bakterien; B) Inhibition der AHL-Synthese durch Blockierung
des | Proteins; C) Inhibition des Exports langkettiger AHL; D) Bindung des AHL durch beispielsweise
Antikorper; E) Kompetitive Inhibition des AHL-Rezeptors durch ein Strukturanalogon; F) Abbau des AHL

beispielsweise durch Enzyme.
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Tabelle 2: Schiisselkomponenten des QS Gram-negativer Bakterien und QQ-Strategien®

QS-Prozess

Schlusselkomponente

QQ-Strategie

Niedrige Populationsdichte

Hohe Populationsdichte

Signalgeneration

Signalakkumulation

Signalempfang

Proteine und Enzyme, die an
der Biosynthese von Acyl-
Ketten und S-Adenosyl-
methionin (SAM) beteiligt
sind; Luxl Homologe

Proteine, die in der
Ausschleusung langkettiger
AHL beteiligt sind

LuxR Homologe

Inhibition der
Fettsauresynthese;
Inhibition der SAM
Biosynthese; Protein |
Inhibition

AHL abbauende
Enzyme; Inhibition der
aktiven Ausschleusung

Protein R Inhibition

Transkriptionsfaktoren

R und I Proteine, die an der
verstarkten AHL-Produktion
beteiligt sind; QS-abhéangige
Transkriptionsfaktoren

AHL abbauende
Enzyme, Inhibition der |
und R Proteine

Autoinduktion und
Aktivierung des
QS-Regulons

QQ-Strategien konnen entweder bereits in der Signalgenerierung eingreifen oder erst
wahrend des Signalempfangs. Der erste Schritt im QS Gram-negativer Bakterien ist die
AHL-Synthese durch Luxl oder eines seiner Homologe aus S-Adenosylmethionin (SAM). S-
Adenosylhomocystein und Sinefungin sind wirksame SAM-Strukturanalogon, welche das
I Protein blockieren und somit die AHL-Synthese verhindern. Diese Art des QQ fiihrt hdufig
zu unerwiinschten Nebeneffekten®'. Kleine chemische Molekiile wie Triclosan, welches die
Enoyl-ACP Reduktase inhibiert, kénnen die AHL-Biosynthese blockieren®. Der nachste
Schritt im QS ist der aktive Export langkettiger AHL. Durch eine Inhibition dieses

Transportmechanismus kann ebenfalls das QS gestort werden®.
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Abbildung 10: AHL-Strukturanaloga, welche den AHL-Rezeptor blockieren kénnen

"o

A

Es gibt verschiedene Klassen von Strukturanaloga: A) AHL mit modifiziertem Lactonring; B) AHL mit
modifizierten Seitenkette; C) Halogenierte Furanone aus der marinen Riesenalge Delisea pulchra; D) Inhibitoren
ohne strukturelle Verwandtschaft; E) Andere Inhibitoren wie Tobramycin
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Auf regulatorischer Ebene ist die Rezeptor-Ligand-Bindung ein weiterer Angriffspunkt des
QQ. Hier wird der Rezeptor durch ein AHL-Strukturanalogon blockiert. Der gebildete Kom-
plex kann nicht an die jeweiligen Zielgene binden und die Transkription aktivieren. Hierzu
kann das Signalmolekil am Lactonring, an der Acylseitenkette oder an beidem strukturell

verandert werden®!

. Weiterhin kénnen natirliche und synthetische halogenierte Furanone,
Inhibitoren ohne strukturelle Verwandtschaft zur AHL sowie bestimmte Antibiotika den
LuxR-Rezeptor und seine Homologe blockieren. Dies verhindert die Aktivierung der AHL-

231

regulierten Gene**". Abbildung 10 zeigt Beispiele fur oben genannte AHL-Strukturanaloga.

Die Spaltung, das heilt die Inaktivierung, des sekretierten AHL kann auf verschiedenen

Yin ihrer Struktur verandert

Wegen erfolgen: AHL konnen durch Antikorperbindungen®
werden, sie kdnnen sowohl chemisch als auch enzymatisch inaktiviert werden. Bereits die
Anderung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich bewirkt die Ring6ffnung des
Lactonringes durch Hydrolyse der Esterbindung®®. Die Meeresalge Laminaria digitata
produziert beispielsweise Haloperoxidasen, welche die Oxidation von Chloriden und Brom-
iden mit Wasserstoffperoxid katalysieren und zu Hyperbrom- und Hyperchlorsaure fuhren.
Diese wiederum koénnen mit dem 3-oxo-Homoserinlactonen (3-oxo-HSL) reagieren und es

tiber Reaktion mit der 3-oxo-Funktion inaktivieren®,

Eine der wichtigsten QQ-Strategien ist die enzymatische Inaktivierung des Signalmolekiils.

Diese kann in Form einer Anderung der chemischen Struktur des Signalmolekiils durch
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Oxidoreduktasen wie BpiB09*, Amidohydrolasen®° oder Oxidasen erfolgen oder durch eine

enzymatische Spaltung®®

. Aufgrund der chemischen Struktur des AHL-Signalmolekiils gibt
es vier mogliche Angriffsstellen zur enzymatischen Spaltung (siehe Abbildung 11) . In vivo
sind derzeit lediglich zwei Mechanismen nachgewiesen: Die Spaltung des AHL am

Lactonring (1) und die Hydrolyse der Peptidbindung (4).

Y X

Abbildung 11: Mdgliche enzymatische Angriffsstellen des AHL

Dargestellt sind mdgliche Angriffsstellen zur enzymatischen Spaltung. Unterbrochene Linien markieren
theoretische Spaltungsstellen, wohingegen fur die mit durchgezogener Linie markierten Spaltungsstellen
entsprechende Enzyme bereits nachgewiesen wurden. 1) Lactonase; 2) Decarboxylase; 3) Deaminase; 4) Acylase

N-Acylhomoserinlacton-Acylasen (EC 3.5.1.-) spalten das Signalmolekil durch Hydrolyse
der Peptidbindung in eine Fettsdure und ein Homoserinlacton. Haufig werden diese Produkte

weiter metabolisiert und als Kohlenstoff-, Stickstoff- und/oder Energiequelle verwendet.
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Abbildung 12 zeigt den Mechanismus der AHL-Acylase”. Bisher sind fiinf AHL-Acylasen
naher beschrieben: AiiD (Ralstonia eutropha)®®, PvdQ™® und QuiP (Pseudomonas

aeruginosa)™*®, AhIM (Streptomyces sp.)**® und AiiC (Anabaena sp.)*".
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Abbildung 12: Enzymatische AHL-Spaltung durch eine AHL-Acylase

AHL-Acylasen spalten die Peptidbindung des Signalmolekiils durch Hydrolyse. Steh fiir X ein Sauerstoffatom
mit einer Doppelbindung entsteht eine Fettséure und ein Homoserinlacton.

Die zweite Klasse der AHL-spaltenden Enzyme, die AHL-Lactonasen, wird im folgenden

Kapitel beschrieben.

3.15 Rolle der N-Acylhomoserinlacton-Lactonasen

AHL-Lactonasen wurden sowohl in verschiedenen Bakteriengenera als auch in Pflanzen®’
und eukaryotischen Zellen nachgewiesen®. Sie besitzen hydrolytische Aktivitat gegen ein
weites Spektrum an AHLs, unabhéngig von deren Acylkettenlange und des Oxidations-
zustandes des C3-Atoms in der Acylkette. Dennoch wirken sie sehr spezifisch gegen AHLs
und besitzen keine oder nur sehr geringe Aktivitat gegen nicht acetylierte Homoserinlactone
und nicht zyklische Ester'®. Abbildung 13 zeigt schematisch die hydrolytische Ringdffnung

des N-Acylhomoserinlactons, Tabelle 3 eine Zusammenstellung von AHL-Lactonasen.

AHL Lactonase Y
11
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Abbildung 13: Enzymatische AHL-Spaltung durch eine AHL-Lactonase

AHL-Lactonasen hydrolisieren die Esterbindung des Lactonrings des N-Acylhomoserinlactons zu einem
Acylhomoserin.

In Prokaryoten wurden bisher zwei AHL-Lactonase-Familien beschrieben: Metallohydro-
lasen der B-Lactamase-Superfamilie und Phosphotriesterasen. Letztere wurden in verschied-
enen Bakterienspezies, beispielsweise in Geobacillus sp., Sulfolobus solfataricus und

Rhodococcus erythropolis nachgewiesen® % 14229311,

Lactonasen der [B-Lactamase-Superfamilie wie AiiA und BlcC lassen sich in phylogen-

etischen Analysen in zwei Cluster einteilen: dem AiiA und dem BlcC Cluster. AHL-Lacton-
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asen des AiiA Clusters entstammen alle ausschlieflich Bacillus Spezies und weisen unter-

einander eine Peptidsequenzidentitat von 90 % auf. AHL-Lactonasen des BlcC Clusters hin-

gegen finden sich beispielsweise in Agrobacterium tumefaciens, Klebsiella pneumoniae und

Arthrobacter sp. wieder und weisen 30-58 % Homologie auf. Beide Cluster zeigen zuein-

ander weniger als 25 % Homologie™.

Tabelle 3: Zusammenstellung von AHL-Lactonasen

Modifiziert nach Bijtenhoorn®”

AHL- Herkunft Cofaktor/Bindu Superfamilie/ Referenz
Lactonase ngsmotiv Familie

AhID Arthrobacter sp. " MBL; AttM-Familie 246

AhIK Klebsiella pneumoniae zn* MBL; AttM-Familie 246

AidH Ochrobactrum sp. Co®* ,Mn?* MBL; a/B-Hydrolase Familie 214

AiiA Bacillus sp. co*, zn* 95, 98, 179,

MBL; AiiA-Familie 195, 203, 222,
299, 309
AiiB Agrobacterium tumefaciens zn* MBL; AttM-Familie 51, 144, 204
AiiM Microbacterium testaceum - MBL; o/B-Hydrolase Familie 322
- - 2+ 2+

BlcC (AttM)  Agrobacterium tumefaciens Co™, Zn MBL: AttM-Familie g;z 1375% 204,

BpiB01 Bodenmetagenom; Ca®,zn* MpL 280
Nitrobacter sp.

BpiB04 Bodenmetagenom; ca®*,zn* MBL; Glycosylhydrolase 280
Pseudomonas fluorescens Familie

. 2
BpiB05 Bodenmetagenom Ca MpL 37
BpiB09 Bodenmetagenom Ca?,zn* . .. 280
P Xanthomongas campestris MBL; Dehydrogenase Familie

Dr0930 Deinacoccus radiodurans Fe*; Mn*, Zn”*  Amidohydrolase; PTE 344

GKL Geobacillus kaustophilus Zn* Amidohydrolase; PTE 64

GSP Geobacillus Co*, Mn** . , 146
stearothermophilus Amidohydrolase; PTE

PON1-3 Human Ca* Paraoxonasen 101

PPH Rhodococcus erythropolis Mn?*, Zn®* Amidohydrolase; PTE 5

QlcA Bodenmetagenom; zn* ) - 268
Bradhyrhizobium sp. MBL; AttM-Familie

. 2
(Q,:gli) Rhodococcus erythropolis Zn Amidohydrolase; PTE 311
SSoPox Sulfolobus solfarius Co*, zn* Amidohydrolase; PTE 5,229

MBL: Metallo-B-Lactamase-Superfamilie PTE: Phosphotriesterase-ahnliche Lactonasefamilie

AH-Lactonasen, unabhéngig von ihrer Cluster- oder Familienzugehdrigkeit, bendtigen fir
ihre Aktivitat das Zinkbindungsmotiv HXHXDH~60aa~H'® **. Tabelle 3 zeigt eine Uber-
sicht ausgewahlter Lactonasen bezuglich ihrer Herkunft, ihres Cofaktors und ihrer Familien-
zuordnung. Die in dieser Arbeit angewandten AHL-Lactonasen AiiA, AiiB und BICC(AttM)
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(EC 3.1.1.-) gehoren zu den Metallohydrolasen der B-Lactamasen. Sie werden in Kapitel 5.3

charakterisiert.

3.2 Immobilisierung von Enzymen

In diesem Kapitel werden maogliche Strategien zur Immobilisierung von Enzymen kurz
vorgestellt und die angewandten Immaobilisierungsmethoden Physisorption, Chemisorption

und die Immobilisierung in einer polymeren Matrix genauer beschrieben.

Bei der Immobilisierung sind einerseits die physikalisch-chemischen Eigenschaften des zu
immobilisierenden Enzyms und anderseits die physikalisch-chemischen Eigenschaften des
Trégermaterials von Bedeutung. Auf Enzymseite sind dies die GroRe, der isoelektrische
Punkt (pl), die Flexibilitdt der Konformation, die Oberflachenladungen, die funktionellen
Gruppen, die hydrophoben und hydrophilen Bereiche und die Stabilitat bei den gegebenen
Reaktionsbedingungen. Fur das Trégermaterial sind es hingegen die Hydrophobie und
Hydrophilie, der Oberflachenladungen und -funktionalisierungen, die chemische und mecha-
nische Stabilitdt und die geometrischen Eigenschaften. Da nicht alle Parameter zugleich
optimiert werden kdénnen, gilt es einen moglichst guten Kompromiss zwischen Stabilitét,

Aktivitat, einfacher Handhabung der Immobilisierung und geringen Kosten zu finden *°.

Zur Immobilisierung stehen flnf verschiedene Methoden zur Verfligung, welche Abbildung

14 schematisch verdeutlicht:
e Adsorption (zum Beispiel tber ionische Wechselwirkungen),
e Chemisorption (gegebenenfalls unter zu Hilfenahme eines Spacers),
e Crosslinking von (physisorbierten) Enzymen,
o Verkapselung,
e Einbettung in polymere Matrizen oder porgsen Beschichtungen sowie

o Kombinationen der oben genannten Methoden.
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Abbildung 14: Mdglichkeiten der Immobilisierung von Enzymen

A) Adsorption; B) Chemisorption (kovalente Bindung); C) Crosslinking von physisorbierten Enzymen; D)
Verkapselung; E) Einbettung in polymere Matrizen
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Beim Crosslinking von Enzymen werden einzelne Molekile chemisch zum Beispiel mittels
Glutardialdehyd aneinander gebunden, um groRRe dreidimensionale und komplexe Strukturen

zu bilden. Diese Methode wird haufig mit anderen oben aufgelisteten Methoden kombiniert.

Die Verkapselung von Enzymen wird durch die Umgrenzung dieser mit einer semi-
permeablen Membran erreicht, so dass die verkapselten Enzyme zwar frei in Losung jedoch
ortsgebunden vorliegen. Uber die Membranen ist ein Austausch von ausreichend kleinen
Molekdilen zwischen den beiden Kompartimenten maglich.

3.2.1 Enzymimmobilisierung durch Adsorption

Bei der Adsorption (siehe Abbildung 15) werden das zu immobilisierende Enzym und das
Tragermaterial unter geeigneten Bedingungen (Temperatur, lonenstarke, etc.) innerhalb einer
geeigneten Inkubationszeit in Kontakt zueinander gebracht. Nach der Adsorption wird nicht
gebundenes Enzym in der Regel durch Waschschritte von dem Trégermaterial entfernt. Die
Physisorption basiert auf physikalischnen Wechselwirkungen zwischen Enzym und
Trégermaterial. Bei diesen Wechselwirkungen handelt es sich um elektrostatische
Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Wechselwirkungen und ionische Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen.

Methodisch kann die Adsorption in folgende Arten unterteilt werden®®:

¢ Nicht spezifische Physisorption,

bio-spezifische Adsorption (zum Beispiel Antikrper-Antigen-Bindung),

Affinitatsadsorption (zum Beispiel Streptavidin-Avidin-Bindung),

elektrostatische Bindung und

hydrophobe Bindung.

Abbildung 15: Immobilisierung durch Adsorption

Immobilisierung eines Enzyms auf einem flachen Trégermaterial und auf Partikeln.

Die wichtigsten Reaktionsparameter sind die Oberflachenchemie und -topographie des

Trégermateriales, das Reaktionsmedium und die biochemischen Eigenschaften des Enzyms,
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das heif3t sein Verhalten bei unterschiedlichen Temperaturen und pH-Werten. Tabelle 4 gibt

einen Uberblick tiber die Vor- und Nachteile dieser Immobilisierungsmethode.

Tabelle 4: Vor- und Nachteile der Adsorption

Vorteile Nachteile
Einfache, schnelle und kostengiinstige Methode Begrenzte immobilisierte/freisetzbare Enzymmenge
Einfache Freisetzung durch Desorption Unerwiinschte Freisetzung, Ausbluten (Leacking);

keine Kontrolle der Freisetzung méglich
Keine chemische Modifizierung des Enzyms nétig Sterische Hinderung des Enzyms méglich

Anderung der Mikrobedingungen méglich (z. B. pH-
Anderung durch Anlagerung von Protonen)

Die Physisorption von Proteinen wird durch drei Dinge bestimmt: die physikalischen und
chemischen Eigenschaften des Tragermaterials, die physiko-chemischen Eigenschaften des
zu immobilisierenden Proteins und die Immobilisierungsbedingungen (siehe Abbildung 16).

Chemische Eigenschaften des
Tragermaterials

Chemische Zusammensetzung
Oberflachenchemie
Oberflachenfunktionalisierung

Physikalische Eigenschaften Enzymeigenschaften
des Trdgermaterials Hydrophilie /
Oberflache Hydrophobie
PorengrofRe Isolektetrischer Punkt

Partikelgrolie

Abbildung 16: Adsorptive Immobilisierung eines Enzyms auf einem Trégermaterial

Bei den physikalischen Eigenschaften sind die PartikelgroRe, die verfligbare (spezifische)
Oberflache und die Poren (Grole, Volumen, GrolRenverteilung, Art) sowie die Dichtebe-
legung der Bindungsfunktionalitdten maRgeblich, wohingegen die Zusammensetzung des
Trégermaterials und seine Oberflachenchemie auf Seite der chemischen Eigenschaften von
Bedeutung sind und den Adsorptionstyp aufgrund von attraktiven Wechselwirkungen be-
stimmen. Deren Bindungsstarke nimmt in folgender Reihenfolge ab: ionische Wechselwirk-
ungen > Wasserstoffbriickenbindung > polare Wechselwirkungen > Van-der-Waals-Bind-

ungen > hydrophoben Wechselwirkungen.

Daneben bestimmt die Immobilisierungsbedingungen, wie pH-Wert, Temperatur, lonen-
starke des Puffers und die Anwesenheit von Additiven, die Art und Auspragung der Physi-
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sorption unter anderem dadurch, dass sie die Konformation des Enzymes zum Zeitpunkt der
Immobilisation beeinflussen. Nach der Immobilisierung ist eine Konformationséanderung des
Enzyms meist nur sehr schwer zu erreichen, da die Struktur oftmals durch eine Bindung Uber
mehrere Bereiche im Enzym stattfindet, was zu einer Versteifung der Proteinstruktur flihren
kann. Dadurch kann es zur Storung der nativen Enzymstruktur kommen, wodurch sich im
ungunstigsten Fall Stabilitat, Selektivitdt und Aktivitat &ndern. Es ist daher von grof3er
Bedeutung die Parameter der Immobilisierung sehr sorgfaltig auszuwahlen, um eine giinstige

Konformation des immobilisierten Enzyms zu erhalten.

3.2.2 Enzymimmobilisierung durch Chemisorption

Bei der Immobilisierung durch Chemisorption entstehen kovalente Bindungen zwischen
Enzym und Tragermaterial, genauer zwischen deren funktionellen Gruppen, (siehe Ab-
bildung 17). Auf Seite des Enzyms sind zugéngliche funktionelle Gruppen der Aminoséuren
wie Amino-, Carboxyl-, Hydroxyl- und Thiolgruppen beteiligt. Die Immobilisierung erfolgt
hé&ufig Uber eine Isoharnstoffverbindung, eine Diazoverbindung, eine Peptidbindung oder
eine Alkylierungsreaktion®. Bei der Immobilisierung werden zunéchst reaktive funktionelle
Gruppen des Tragermaterials erzeugt. AnschlieRend wird das Enzym zugegeben, damit sich
eine kovalente Bindung ausbildet. Zur VergroRerung des Abstandes und somit zur Gewahr-
leistung der Enzymkonformation kann zwischen Enzym und Trégermaterial ein Spacer als
Abstandshalter eingebaut werden. Die wichtigsten Reaktionsparameter bei dieser Immobi-
lisierungsmethode sind die funktionellen Gruppen des Tragermaterials, die funktionellen
Gruppen des Enzyms und die Reaktionsbedingungen. Tabelle 5 zeigt Vor- und Nachteile

dieser Immobilisierungsmethode.
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Abbildung 17: Immobilisierung durch Chemisorption

Das Enzym wird Uber kovalente Bindungen an das flache Trégermaterial oder an Partikel gebunden. Zusétzlich
kann ein Spacer als Abstandshalter zwischen Enzym und Trégermaterial eingebracht werden.

Durch kovalente Bindung mit Bindungsstarken von 50-1000 kJ/mol kann im Vergleich zur
Physisorption eine stabilere Immobilisierung von Proteinen erzielt werden. Diese basiert auf
einer chemischen Reaktion zugénglicher funktioneller Gruppen von exponiert liegenden

Aminosduren mit den funktionellen Gruppen des Immobilisierungstragers. Da in Proteinen
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haufig mehrere identische Seitengruppen existieren, ist die Orientierung der Proteine

aufgrund mehrerer gleichartiger Bindungen an der Oberflache meist zufallig und ungerichtet.

Tabelle 5: Vor- und Nachteile der Chemisorption

Vorteile Nachteile

Keine unerwiinschte Freisetzung, kein Ausbluten Chemische Modifizierung des Enzyms und/oder
des Tragermaterials notwendig

Einsatz eines Spacers zum Erhalt der Enzymkonformation ~ Gegebenenfalls denaturierende Reaktionsbedin-
gungen

Theoretisch dauerhafte Funktionalitat moglich Inaktivierung der Enzyme durch unerwiinschte
Physisorption von Fremdmolekiilen hierauf

Abbildung 18 zeigt die einzelnen Parameter, welche einen Einfluss auf eine erfolgreiche
kovalente Anbindung eines Enzyms an einer Oberflache haben. Generell ist die wichtigste
Voraussetzung dieser Immobilisierungsmethode, dass die funktionellen Gruppen des Tréger-
materials und des zu immobilisierenden Enzyms, welche miteinander reagieren sollen,
chemisch zueinander kompatibel sind. Die spezifischsten Bindungen lassen sich Uber die

Bindung von Cystein- und Lysinseitenkettengruppen erzielen.

Tabelle 6 listet klassische Kombinationen von Oberflachenfunktionalisierungen und aktiven

funktionellen Proteinseitengruppen auf.

Enzymeigenschaften
Konformation zum Zeitpunkt der
Immobilisierung

Orientierung

Reaktionsmedium

pH-Wert

lonenstarke

Chemische Zusammensetzung

Chemische Bindung
Art
Anzahl

4 Spacer

Chemische Eigenschaften des
Trégermaterials

Chemische Zusammensetzung Phyﬂkallsche Elgenschaften des Trégermaterials
Funktionelle Gruppender Oberfliche Oberfléche
PorengrolRe

PartikelgréRRe

Abbildung 18: Kovalente Immobilisierung eines Enzyms auf einer Tragermatrix

1) Enzym; 2 ) Aktiver Aminosdurerest; 3) Oberflachenfunktionalitdt des Tragermaterials; 4) Spacer;
5) Immobilisiationstrager



Theoretische Grundlagen 57

Abbildung 19 zeigt die einzelnen Reaktionsschritte, welche bei der hier angewandten Silan-
isierung aus der Flussigphase auftreten. Zundchst hydrolisiert die Silangruppe in Anwesen-
heit von Spuren von Wasser in der Reaktionsldsung zum Silantriol, welche sich nachfolgend
uber Physisorption auf hydrolisierten Oberflachen abscheiden kénnen. Uber die Ausbildung
von kovalenten Bindungen durch Kondensation sind die abgeschiedenen Silane nun fest an
der Oberflache gebunden. Es entstehen so genannte durch Selbstorganisation erzeugte
Monolagen (self assembled monolayers), welche sich durch ihre hohe innere Organisation

und Stabilitat auszeichnen®%,

Tabelle 6: Kombinationen von Oberflachenfunktionalisierung und Proteinseitengruppen

Oberflachen-  Funktionelle Aminosdureseitengruppe Kopplungs-/Aktivierungsreagenz,
aktivierung des Enzyms Kopplungsreaktion
-NH, -NH; z. B. Lys oder N-Terminus des Enzyms Glutardialdehyd, Aminierung
-COOH z. B. C-Terminus des Enzyms, Asp und Glu  Carbodiimid z. B. EDC, Peptidbindung
-COCH -NH; z. B. Lys oder N-Terminus des Enzyms Carbodiimid, z .B. EDC, Peptidbindung
-SH z. B. Cys Carbodiimid, z. B. EDC,
Thiol-Bindung iiber Schiff’sche Base
Epoxid -NH; z. B. Lys oder N-Terminus des Enzyms Epoxid-Amin-Bindung
-SH -COOH z. B. C-Terminus des Enzyms, Asp und Glu  Carbodiimid, z. B. EDC,

Thiol-Bindung iiber Schiff’sche Base
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Abbildung 19: Silanabscheidung auf hydroxylierten Silanoberflachen aus der Flissigphase

X = hydrolysierbare Gruppe, hdufig Halogen, Methoxy- oder Ethoxyfunktion; R = Alkylkette als Spacer mit einer
funktionalisierten Kopfgruppe, zum Beispiel Allyl-, Phenyl-, Epoxy-, Aminogruppen und viele weitere; Zunéchst
wird die Silangruppe zu Silanonen hydrolisiert. Nachfolgende scheiden sie sich mittels Physisorption auf der
hydrolisierten Oberflaiche ab, wo sie kovalente Bindungen ausbilden koénnen. H&ufig bilden sich durch
Kondensation in der Lésung bereits polymere Aggregate, welche ebenfalls auf der Oberflache abgeschieden
werden kdénnen und fiir Inhomogenitéten in der Silanschicht verantwortlich sind.
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Abbildung 20: Zur Oberflachefunktionalisierung verwendete Silane

Befindet sich in der Reaktionslésung eine erhdhte Konzentration an Wasser kénnen Silanole
zu polymeren Aggregaten kondensieren. Diese filhren, sobald sie auf der Oberflache ge-
bunden sind, zu Inhomogenitaten und Defekten in der Silanschicht. Es ist daher wichtig, die
einzelnen Reaktionsparameter genau zu kontrollieren. Hierzu zéhlen die Wahl des Ldsungs-
mittels, der Wassergehalt des Losungsmittels, das Alter der Losung, die Reaktionstemperatur
und die Reaktionszeit, sowie die Reinheit und die Anzahl der Hydroxidgruppen auf dem
Material. Abbildung 20 zeigt die in dieser Arbeit zur Oberflachenfunktionalisierung ver-

wendeten Silane.

3.2.3 Enzymimmobilisierung durch Einschluss

Durch Einschluss wird das Enzym durch ein dreidimensionales polymeres Netzwerk oder
einem pordsen Trager zwar frei in Losung doch zugleich ortsgebunden gehalten (siehe Ab-
bildung 21). Durch dieses Netzwerk ist das eingeschlossene Enzym in der Lage, den
Massentransfer, in der Regel durch Diffusion kleiner Molekiile, zu gewahrleisten. Tabelle 7

listet Vor- und Nachteile der Immobilisierung in einem Hydrogel auf.

Es gibt im Allgemeinen vier Methoden zur Herstellung einer polymeren Matrix®:
¢ lonotropische Gelierung von Makromolekilen mit multivalenten Kationen,
e temperaturinduzierbare Gelierung,
e Polymerisation durch chemische/photochemische Reaktionen und
o Ausfallung aus nicht mischbaren Lésungsmitteln.

Bei dieser Immobilisierungsmethode kann das Enzym bereits in die Polymerisationslésung

zugegeben oder nachtraglich in das Netzwerk durch Diffusion eingebracht werden.
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Abbildung 21: Immobilisierung durch Einschluss in eine Matrix

Einschluss des Enzyms in eine polymere oder keramische Matrix. Diese kann als Beschichtung auf einem
Flachsubstrat oder in Form eines Partikels vorliegen.

Die wichtigsten Parameter dieser Immobilisierungsmethode sind die Maschenweite und das
Diffusionsfreisetzungsverhalten des Hydrogels, der hydrodynamische Radius und die bio-

chemischen Eigenschaften des Enzyms sowie die Reaktionsbedingungen der Polymerisation.

Zur Immobilisierung der Enzyme in einer polymeren Matrix wurde das System des
Hydrogels ausgewahlt. Dies ist ein dreidimensionales Netzwerk aus wasserunldslichen Poly-
merketten, das in der Lage ist unter betréchtlicher VVolumenzunahme groRe Mengen an
Wasser aus dem umgebenden Medium in seinem Inneren zu binden (siehe Abbildung 22).
Die Flissigkeit als Dispersionsmittel und das Polymer als dispergierte Substanz bilden ein
kohé&rentes System, das heif3t sie hdngen stark zusammen und durchdringen sich gegenseitig.

Tabelle 7: Vor- und Nachteile der Immobilisierung durch den Einschluss in eine Matrix

Vorteile Nachteile

Gesteuerte und langfristige Freisetzung mdéglich (Depot) Komplexes System

Lagerféhigkeit Gegebenenfalls denaturierende Reaktions-
bedingungen

Enzym ist frei in Lésung jedoch ortsgebunden Freisetzung ist uber die Diffusionskinetik limitiert

Wiederbeladung des Hydrogels ist gegebenenfalls mdglich

Ein weiteres Kriterium des Hydrogels sind seine mechanischen Eigenschaften, insbesondere
die Formbestandigkeit unter seinem Eigengewicht und die Deformierbarkeit durch mecha-
nische Belastung. In rheologischer Hinsicht spricht man von einem Hydrogel, wenn der

Speichermodul des Systems betragsméRig groRer ist als der Verlustmodul™®.

Aufgrund des Gerustaufbaus im Netzwerk unterscheidet man zwischen chemisch und
physikalisch verkniipften Gelen sowie Gele basierend auf unspezifischen Verschlaufungen.
Die Gelbildung chemisch vernetzter Matrizen ist aufgrund der kovalenten Bindungen

irreversibel, sie sind elastisch bei vergleichsweise hoher mechanischer Stabilitét.
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Wichtige physikalische Parameter des Hydrogelsystems zum Einschluss von Enzymen sind
die Maschenweite, die Morphologie und die mechanische Stabilitat*. Die wichtigsten
chemischen Parameter sind die Hydrophobie und Hydrophilie, das Wasserbindungs-
vermdgen sowie die aktiven und inaktiven funktionellen Gruppen®. Diese Eigenschaften
werden in erster Linie durch die chemischen Eigenschaften der Hydrogelprekusoren

bestimmt.

Quellung

—
Schrumpfung

Abbildung 22: Quell- und Schrumpfverhalten von Hydrogelen

Fur die Immobilisierung der AHL-Lactonasen wurde ein Hydrogelsystem basierend auf
Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEG-DA) ausgewdhlt. Solche Systeme wurden, wie in der
Literatur beschrieben, bereits erfolgreich zur Zell- und Proteinimmobilisierung verwendet

und als Biomaterial angewandt® " 1% 21,

Hydrogele aus PEG-DA zeichnen sich durch ihre Hydrophilie, Ladungsneutralitit,

Biokompatibilitat, Permeabilitat, mechanischen Eigenschaften sowie ihre einfache Herstel-

lung mittels freier radikalischer Polymerisation aus™ 3% 102 72 23 Djese Eigenschaften

basieren im Wesentlichen auf den Eigenschaften von Poly(ethylenglykol) (PEG). Dieses ist

hydrophil, wasserldslich, biokompatibel®® ?*2 immunogenisch und nicht-toxisch bei Mole-
141

kulargewichten grofier 400 Da™™".

" und osmotische* '** AbstoRungseffekte sowie durch die Flexibilitat und

Durch sterische
hohe Beweglichkeit der PEG-Ketten verhalten sich Hydrogele aus PEG-DA passiv gegen-
uber Proteinmolekilen. Es kdnnen sich aufgrund zu geringer Kontaktzeiten keine bindenden

Wechselwirkungen zwischen Protein und PEG ausbilden?.
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Abbildung 23: Radikalischer Zerfall von 2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenon

Durch die endstandigen Acrylatfunktionen kann PEG-DA in Gegenwart von UV-Licht und
Photoinitiatoren zu einem dreidimensionalen Hydrogel vernetzt werden. Die Photopoly-
merisation erlaubt eine zeitliche und rdumliche Kontrolle der Reaktion unter milden Beding-

ungen®*® mit variabel einstellbaren mechanischen?® und biologischen®*

Eigenschaften sowie
einstellbarer Maschenweite und Quellverhalten™. Zur Polymerisation des Hydrogels wird
2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenon (DMPA) als Photoinitiator eingesetzt. Abbildung 23
zeigt den Zerfall von DMPA in das aktive radikalische Bezoylfragment und das inaktive
radikalische Acetalfragment. Im weiteren Reaktionsverlauf startet das aktive Bezoylfragment
durch Angriff der Acrylatbindung die radikalische Polymerisation. Durch Kettenwachstum
entsteht ein dreidimensionales polymeres Netzwerk, welches durch Rekombination zweier

Radikale abgebrochen wird (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Radikalische Polymerisation von Poly(ethylenglykol)diacrylat
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4 Material und Methoden

Im Folgenden werden das Vorgehen, die angewandten Methoden und die verwendeten
Materialien beschrieben, die benutzt wurden, um die Ziele dieser Arbeit zu erreichen.

4.1 Verwendete Materialien

4.1.1 Plasmide und Bakterienstaimme

Die in dieser Arbeit verwendeten pMAL-c2x-Vektoren wurden von Walter Fast, Universitat
Texas, USA freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Sie codieren die AHL-lactonasen mit
einem maltosebindenden Protein-Tag (MBP-Tag), mit einer Schnittstelle flr die tabacco
etch virus (TEV) Protease. Das exprimierte rekombinante Protein akkumuliert im
Cytoplasma des Expressionsstamms. Tabelle 8 zeigt die drei in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide.

Tabelle 8: Rekombinante Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz

PMAL-c2x-aiia  Expressionsvektor fir MBP-AIiA, P-lac, AmpR ~ **°
PMAL-c2x-aiib  Expressionsvektor fir MBP-AIiB, P-lac Amp? 2%

PMAL-c2x-attm  Expressionsvektor fir MBP-AttM, P-lac Amp®  Walter Fast, Division of Medical
Chemistry, University of Texas,
Austin, USA

In Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Bakterienstimme verwendet.
Sie wurden zur Expression der AHL-lactonasen, als Biosensoren und als Testorganismen im
Biofilmassay eingesetzt. Tabelle 8 im Anhang | gibt einen Uberblick Gber die verwendeten
Bakterienstdmme, deren Eigenschaften sowie deren Bezugsquelle. Sie wurden hier nach
ihrer Anwendung in dieser Arbeit in drei Gruppen unterteilt: Expressions-, Biosensor- und

Bakterienstdmme zur Biofilmuntersuchung.

4.1.2 Medien und Zuséatze sowie Puffer und Losungen

Alle Medien und Zuséatze sowie die Puffer und Lésungen, welche in dieser Arbeit verwendet
wurden, sind im Anhang Il gelistet.

4.1.3 Verwendete Chemikalien und Materialien

Anhang 11 listet in den Tabellen 39 bis 44 die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

und Materialien in Gruppenzuteilungen auf:

o Kommerzielle Nachweis- und Reaktionskits (Tabelle 39),
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e Chemikalien, welche zur Expression und deren Kontrolle verwendet wurden

(Tabelle 40),

e Verwendete Chromatographiesaulen (Tabelle 41),

e Verwendete Enzyme und deren Substrate (Tabelle 42),

o Verwendete Chemikalien zum Nachweis und der Quantifizierung des Quorum

Sensing sowie des Biofilms (Tabelle 43) und

o Verwendete Chemikalien zur Immobilisierung (Tabelle 44)

4.1.4

Verwendete Gerdte und deren zugehorige Software

Anhang IV Tabelle 46 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Geréte, in thematischen

Gruppen unterteilt.

4.1.5

Software und Datenbanken

Zur Betrachtung der theoretischen physiko-chemischen Eigenschaften und der Struktur-

eigenschaften der AHL-lactonasen im Hinblick auf die Anwendung geeigneter Immobi-

lisierungsmethoden wurden verschiedene Software und die RCSB Protein Datenbank

herangezogen. Tabelle 9 listet die in dieser Arbeit hierzu angewandte Software auf.

Tabelle 9: Angewendete Software und Datenbank

Software/Datenbank

Referenz/Hersteller

URL

Discovery Studio Visualizer 2.0
Freeware

Geneious v5.4

ProtParam

PyMol 1.5
RCSB Protein Data Bank
Swiss PDB Viewer

Accelrys, Inc., San Diego, USA

Biomatters Ltd, Auckland, NZ; 1

ExPASy Proteomics Server des
Schweizerischen Instituts fiir
Bioinformatik; 3%

Schrédinger K.K, Mannheim, BRD
32

ExPASy Proteomics Server des
Schweizerischen Instituts fiir
Bioinformatik; %

http://accelrys.com

http://www.geneious.com/

http://web.expasy.org/protparam/

http://www.pymol.org/
http://www.pdb.org/
http://www.expasy.org/spdbv/



http://accelrys/
http://www/
http://web/
http://www/
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4.2 Angewandte Methoden

4.2.1 Kulturbedingungen der verschiedenen Bakterienstamme

Die verschiedenen Agrobacterium tumefaciens Stdmme, siehe hierzu Tabelle 37, wurden alle
in AT-Medium unter der Zugabe des jeweilig benétigten Antibiotikums (siehe Tabelle 38)
bei 28 °C kultiviert. Escherichia coli SoluBL21 mit den jeweiligen MBP-AHL-lactonase
kodierenden Plasmiden wurde in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C
angezogen. Alle weiteren Gram-negativen Wild- und mutierten Stamme (siehe Tabelle 37)

wurden in LB-Medium unter Zugabe des notwendigen Antibiotikums bei 37 °C kultiviert.

4.2.2 Expression und Aufreinigung der AHL-lactonasen

Die rekombinanten Plasmide wurden von W. Fast freundlicherweise zur Verfiigung stellt?*

2% Diese wurden ber die Hitzeschock-Methode in den Expressionsstamm E. coli SoluBL21
transformiert. Durch einen starken tac Promotor im Vektor und den malE Translations-
initiationsignalen von E.coli ist eine Expression der AHL-lactonasen mit maltose-
bindendem Protein (MBP) als Tag bis zu 200 mg/I Fermentationsbriihe méglich®*®. Aufgrund
des MBP als Tag mit seinen Eigenschaften als molekulares Chaperon® wird das
Fusionsprotein frei 16slich im Cytoplasma von E. coli exprimiert und zusatzlich in vivo vor
proteolytischem Abbau geschiitzt'™. Durch die Fusion des MBP am N-Terminus der AHL-
lactonase wird die Loslichkeit des rekombinanten Proteins zusatzlich beginstigt und es
entstehen im Vergleich zur Fusion am C-Terminus weniger unvollstandig gefaltete
Translationsprodukte®. Zur Trennung des Fusionsproteins wurde eine spezifische Protease-
299

Spaltungsstelle fiir die tabacco etch virus Protease eingebaut “~.

1TM

Als Expressionsstamm wurde E. coli SoluBL21"™ gewahlt. Dieser besitzt in seinem Genotyp,

verglichen mit herkdmmlichen Expressionssystemen, wesentliche Vorteile*:

e T7 Lysogen der T7 RNA Polymerase fiir einen hohen Transkriptionsgrad, da hier-

durch die SOS-Kaskade von E. coli gegeniiber toxischen Proteinen ausgeschaltet ist,

o defizient in der OmpT Protease, wodurch eine hoéhere Ausbeute an intaktem

rekombinantem Protein mdglich ist und

o verbesserte Transformationseffektivitdt und verbesserte Représentation von

methylierter DNA, sowie

e uncharakterisierte Mutationen, die es ermdglichen unlgsliche Proteine in einer

I6slichen Form zu exprimieren.
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Durch die Transformation der beschriebenen Vektoren in den ausgewahlten Expressions-

stamm sind AHL-lactonasen gunstig, schnell und milligrammweise herstellbar.

Zur Expression der AHL-lactonasen-Fusionsproteine im Bioreaktor”® muss zunachst der
Expressionsstamm in der exponentiellen Wachstumsphase in mdglichst hoher Zellzahl
vorliegen. Dies wurde mittels zweier Vorkulturen erreicht: Eine erste Vorkultur von E. coli
SoluBL21, transformiert mit dem Vektor pMAL c2x aiia (respektive aiib oder attm), wurde
in 20 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C unter Schatteln (160 rpm) fir
16 Stunden angezogen. Von dieser ersten Vorkultur wurden im Verhéltnis 1:16 eine zweite
Vorkultur in MC2709 Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angeimpft und bis zu einer Zell-
zahl von OD; zg00nm = 2,0 unter Schitteln (160 rpm) bei 37 °C angezogen. Die Beimpfung des
Bioreaktors, in dem bereits 4 L MC2709 Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 37 °C,
pH 7,0 und einem Sauerstoffeintrag von 4 vwm bei einer Rihrerleistung von 500 rpm

vorlagen, erfolgte mit der zweiten Vorkultur in einem Verhéltnis 1:50.

Uber die Iris Software beziehungsweise direkt tiber den Labfors3 Bioreaktor selbst wurden
die Expressionsbedingungen gesteuert und tberwacht. Malgebliche Parameter waren der
pH-Wert, die Temperatur, die Sauerstoffkonzentration, welche an die Rihrerleistung gekop-
pelt war, die Schaumbildung sowie die Glukose- und Stickstofffeedstrome. Der pH-Wert
wurde mit 6 M Natronlauge und 6 M Phosphorséaure eingestellt. Antifoam A wurde zur
Regulation der Schaumbildung bei Bedarf automatisch durch den Bioreaktor zudosiert.
Wéhrend der gesamten Kultivierung im Bioreaktor wurde die Zellzahl mit Hilfe der
optischen Dichte bei A = 600 nm, die Glukosekonzentration mittels Glukose-Teststreifen und

die Ammoniumkonzentration Uber den Dr. Lange Ammoniumtest Uberwacht.

Formel 1: Feedflussrate einer Batch-Kultivierung

Xo Biomasse (g)
Cyo Biotrockenmassekonzentration (g/l)
c. *V.* ell*t Vo Ausgangsvolumen im Bioreaktor (l)
lJ' * XO 0 -1
Feed = (— + Mg ) u Wachstumsrate (h™)
X/S CS0 ms Erhaltungsterm (g/g)

Cso  Substratkonzentration (Feed)

Yyx;s Ausbeutekoeffizient (g/g)

In der ersten Kultivierungsphase, der Batch-Phase, wurde bei konstanten Bedingungen bis
zum vollstandigen Verbrauch der vorgelegten Glukose- und Stickstoffmengen die Zellzahl
erhéht. In der anschlieenden zweiten Kultivierungsphase, der Fed-Batch-Phase, wurde die
Expression des rekombinanten Proteins durchgefuhrt. Zunachst erfolgte eine Zufutterung mit

50 %-iger Glukoseldésung und Stickstoff. Deren Flussrate wurden nach theoretisch
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berechneten Verlaufen (siehe Formel 1) eingestellt, um bei exponentieller Zuflitterung eine

hdchstmdgliche Wachstumsrate zu erreichen.

Zur Expression des rekombinanten Proteins wurde zunéchst die Reaktortemperatur auf 30 °C
gekdhlt, bevor mit 1 mmol/l Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid (IPGT) die Induktion
gestartet wurde. Zusétzlich wurden 20 ml Spurenelemente, 200 mg Ampicillin sowie die
notigen Cofaktoren (100 mmol/l Kobaltchlorid fiur AiiA und BlcC beziehungsweise
500 mmol/l Zinksulfat fiir AiiB) zugegeben.

Zur Uberwachung der Expression wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben fiir SDS-
Gelelektrophorese mit anschliefender Coomassiefarbung und Western Blot Analyse entnom-
men. Nach 6 Stunden wurde die Expression durch Abtrennung der Zellen mittels 30-
mindtiger Zentrifugation bei 4000 x g bei 10 °C in der Avanti J-26XP Zentrifuge beendet.
Das abgetrennte Zellpellet wurde zu je 8 g-Aliquots bei -80 °C bis zur Aufreinigung gelagert.

Vor dem Zellaufschluss wurden die Zellen zunéchst gewaschen. Hierzu wurde das Pellet in
4 ml/g eiskaltem PBS resuspendiert und die Zellmasse bei 5039 x g innerhalb von 15 min in
der Heraeus Multifuge 1 S-R abzentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 4 ml/g gekiihltem
Aufschlusspuffer resuspendiert und die Zellen bei 1200 bar im Hochdruckhomogenisator in
zwei bis finf Wiederholungen aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden letztlich in 30-
60 min in der Sorvall WX Ultra 80 bei 62200 x g abzentrifugiert. Bei einer eventuellen

Triibung des Uberstandes wurde dieser sterilfiltriert.

Entsalzen des Zelllysates
(Fast_Desalting_HR_10/10)

-

Anionenaustauschchromatographie
(Mone_Q_HR_5/5)

-

Affinitdtschromatographie
(MBP-Trap_HP_1_mL}

-

Spaltung des Fusionsproteins
(tobacco etch virus Protease)

N7

GroRenausschlusschromatographie
(Superdex_75_10/300_GL)

Abbildung 25: FlieBschema der chromatographischen Trennung der AHL-lactonasen
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Die chromatographische Trennung der Fusionsproteine erfolgte mittels verschiedener
nacheinander angewandter Methoden (Abbildung 25), die entweder am AKTApurifier™
oder am AKTAexplorer™ 100 durchgefiihrt wurden. Zur Ermittlung der Zielfraktion wurden
jeweils eine SDS-PAGE-Gelelektrophorese mit anschlieRender Western Blot Analyse der
unterschiedlichen Fraktionen durchgefihrt.

Als erstes wurde das Zelllysat fur die nachfolgende Anionenaustauschchromatographie
entsalzt. Das Zelllysat wurde hierzu zu je 1 ml-Aliquots mit einer FlieBrate von 1 ml/min auf
die equilibrierte Fast-Desalting-Séule auftragen und die entsprechend entsalzte Protein-
fraktion aufgefangen.

Zur weiteren Auftrennung der konzentrierten Probe mittels Anionenaustauschchromato-
graphie wurden 20-50 mg entsalztes Protein mit einer FlieRrate von 0,75 ml/min auf die
equilibrierte Mono_Q_HR_5/5-Saule aufgetragen. Als Laufpuffer wurden hier 20 mmol/Il
Triethylamin (TEA) und 20 mmol/I TEA mit 1 mol/I NaCl verwendet.

Bei der nachfolgenden Affintiatschromatographie wurden 4-6 ml der Fusionsproteine
enthaltende Fraktion (maximale Zugabe von 7 mg Protein) auf eine equilibrierte
MBP_Trap HP_1 ml-Séaule mit einer FlieRrate von 0,5 ml/min unter Verwendung von
1 mol/l PBS pH 7,4 als Laufmittel aufgegeben. Im Anschluss wurde mit 5-10 ml einmolarem
PBS gewaschen, um ungebundene Proteine von der Séule zu entfernen. Letztlich wurde zur
Spaltung der AHL-lactonase vom MBP-Tag 15 pug AcTev Protease mit einer FlieRrate von

0,5 ml/min auf die Sdule gegeben und fur 16 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die AHL-lactonase enthaltende Zielfraktion wurde abschlieBend mit PBS pH 7,4 als
Laufpuffer auf eine equilibrierte Superdex 75 10/300_GL-Saule mit einer FlieBrate von

ebenfalls 0,5 ml/min aufgeben und die enthaltenen Proteine der GroR3e aufgetrennt.

AbschlieBend wurden die aufgereinigten Probenvolumina eingeengt und somit die AHL-
lactonasen aufkonzentriert. Hierzu wurden je 500 pL aufgereinigte Probe mit einem Amicon
Ultrazentrifugenréhrchen bei 2000 x g innerhalb von 10 Minuten auf ein Volumen von
100 pL eingeengt. Dies wurde mehrfach wiederholt, um entsprechend aufkonzentriertes

AiiB- und BlcC-Proben zur Charakterisierung und Anwendung zu erhalten.

4.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Bradford-Protein Assay

Sowohl die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit einem 4-12 %
NUPAGE Novex Bis-Tris MiniGel, MES-laufpuffer und je 15-20 g Proteinprobe
beziehungsweise MBP-Standard als auch der Western Blot mit dem iBlot Dry Blotting

System wurden nach dem Standardprotokoll der Invitrogen GmbH durchgefthrt.
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Die Analyse des Western Blots erfolgte mit der Immunodetektion. Hierbei wird das im-
mobilisierte MBP durch einen spezifischen MBP-Antikdrper, welcher mit einer Meerrettich-
peroxidase konjugiert ist, gebunden. Dieser wiederum wurde mit einer Enzym-Substrat-
Reaktion nachgewiesen. Zunachst wurde die Zellulosemembran mit der Blockldsung fur
30 min bei Raumtemperatur unter Schitteln abgesattigt, um die unspezifische Antikorper-
bindung zu reduzieren. Anschlielend wurde sie mit 0,2 pg/ml des Antikorpers fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch je drei 10-minitige Waschschritte mit 50 ml TBS-T-
Puffer wurde die Membran gewaschen. Zur Detektion wurden 1 ml Super West Dura
Extended Duration Substrate (1:1 Peroxidpuffer und Luminollésung) aufgegeben und mit
einem LAS 3000 Imaging System mit einer CCD Kamera die Chemilumineszenz des
umgesetzten Luminols visualisiert und dokumentiert. Die Quantifizierung einzelner Banden
wurden in definierten Flachen mit Hilfe der Aida Image Analyzer Software deren Pixel-
dichtebestimmung in zueinander ins Verhdltnis gesetzt.

Zur Farbung der basischen Proteinendgruppen mit Coomassie wurden die SDS-PAGE-
Gele liber Nacht bei Raumtemperatur in 20 ml Coomassie-l6sung inkubiert und nach-folgend

der Hintergrund mit der Coomassie-Waschlésung wieder entfarbt.

Eine sensitivere Farbung der aufgetrennten Proteine im SDS-PAGE-Gel wurde durch eine
Silber-Farbung erreicht. Hierzu wurde das Gel zunachst 10 Minuten in der Fixierlésung
inkubiert und zweimal in je 50 ml Wasser flir 5 Minuten gewaschen. Danach wurde
innerhalb einer Minute das Gel mit 50 ml Natriumthiosulfat (1 g/I) sensibilisiert und zwei-
mal mit 50 ml Wasser fiir 20 Sekunden gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel mit einer
Silbernitratlésung (1 g/l) fiir 10 Minuten inkubiert und Uberschissiges Silbernitrat mit 50 ml
Wasser und 5 ml Natriumcarbonat (30 g/l) weggewaschen. Mit 45 ml Silber-farbung-
Entwicklerlésung wurde die Silberfarbung bis zur gewiinschten Bandenintensitét entwickelt.
Sobald die Intensitat der Banden zufriedenstellend war, wurde mit 2,5 ml einer 2,3-molaren

Zitronensdureldsung die Farbung abgestoppt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Protokoll des Bradford-Protein

Assays von Bio-Rad oder alternativ photometrisch bei A = 280 nm.

4.2.4 MALDI-TOF-Analyse zur Proteinidentifizierung

Die Identifizierung und die Bestimmung des Reinheitsgrades der aufgereinigten
Proteine erfolgte mittels MALDI-TOF-Tandem-MS. Diese Analysen wurden von Herrn

Dr. Ekkehard Hiller durchgefiihrt und werden hier daher nur kurz vorgestellt'*®

. Von jeweils
10 pg aufgereinigter Probe wurden die enthaltenen Proteine ausgefallt, resuspendiert und
uber Trypsin verdaut. Die Aufreinigung der Peptide in einem Volumen von 10 pL erfolgte

nach einem Standardprotokoll in ZipTipcis-Spitzen. Hiervon wurde je 1 pL auf einer o-
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Cyano-4-Hydroxyzimtsdurematrix auf einem ,,AnchorChip* aufgetragen. Im Anschluss
wurde das Peptidgemisch mittels MALDI-TOF-MS auf das jeweilige Masse/ladungs-
Verhaltnis Uber einen Scanbereich des Massenspektrometers von 700 bis 4000 Da untersucht.
Die Analyse der Daten zur ldentifizierung der Proteine erfolgte mit dem Suchprogramm
MASCOT und wurde mit einer Eubakterien-Datenbank beziehungsweise mit der indivi-
duellen Aminoséurenabfolge der jeweiligen Lactonase abgeglichen.

4.2.5 FT-IR/ATR Analyse der AHL-lactonasen

Die Fourier-Transformation Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) eignet sich zur Analyse der
Sekundarstruktur von Proteinen. Sie beschreibt die konformationelle Anordnung einer
Polypeptidkette von Aminosauren, wobei die raumliche Anordnung von Seitenketten

vernachlassigt wird.

Bei der Infrarotspektroskopie der Polypeptidkette von Proteinen treten verschiedene charak-
teristische Banden auf. Die Amid-I- und die Amid-11-Bande sind hierbei die dominierenden
Banden. Die intensivste Absorptionsbande ist die Amid-1-Bande bei 1600 — 1700 cm™,
welche auf die C=O-Streckschwingung und ferner auf die Streckschwingung der C-N-
Gruppen zuriickzufiihren ist. Sie charakterisiert die Ruckgratkonformation des Proteins. Die
Amid-11-Bande resultiert aus dem Zusammenspiel der N-H-Biegeschwingung, der C-N-
Streckschwindung und der C-C-Streckschwindung. Sie befindet sich bei 1510 — 1580 cm™.

Tabelle 10: Bandenpositionen verschiedener Sekundarstrukturelemente nach Ollesch?’

Strukturelement Amid-1-Frequenz (cm™)
Aggregierte B-Haarnadelschleifen ~ 1685
Antiparalleles B-Faltblatt 1695 - 1675
[-Haarnadelschleifen 1685 — 1655

a-Helix 1658 — 1650
Ungeordnete Struktur 1650 — 1637
B-Faltblatt, intramolekular 1637 — 1620
Intermolekulares B-Faltblatt ~ 1615

Anhand der Amid-I-Bande wurde zwischen charakteristischen lokalen Strukturelementen
zum Beispiel basierend auf intramolekularen Interaktionen wie Wasserstoffbriicken unter-
schieden: a-Helix, B-Faltblatt und Random Coil (Zufallsknduel). Diese besitzen jeweils

charakteristische Absorptionsbanden im Infrarotspektrum (siehe Tabelle 10)

Das am hdaufigsten vorkommende Strukturmotiv von Proteinen ist die a-Helix. Sie besteht

aus einer rechtsgangigen Spirale, die durch eine Wasserstoffbriickenbindung der C=0-
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Gruppe jeder Aminosaure mit der N-H-Gruppe der vierten folgenden Aminosaure stabilisiert
wird. Im Infrarotspektrum besitzen o-Helices ihre C=0O-Absorptionsbanden im Wellen-
zahlbereich von 1658 — 1650 cm™.

Das B-Faltblatt besteht aus einzelnen gestreckten Polypeptidketten (B-Strédnge), die Uber
Wasserstoffbriicken verbunden sind. Es entsteht eine Struktur ahnlich einer Ziehharmonika.
Man unterscheidet weiter zwischen zwei B-Faltbléttern: parallelen (N- und C-Terminus
liegen auf derselben Seite) und antiparallelen (der N-Terminus liegt auf der Seite des C-
Terminus des Partnerstranges). Im Infrarotspektrum befinden sich die Absorptionsbanden
der C=O-Gruppen bei 1637 —1620 cm™. Antiparallele B-Faltblattstrukturen weisen zu-
sétzlich Absorptionsbanden im Bereich 1695 - 1675 cm™ auf.

Das Random Coil weist keine erkennbare Sekundarstruktur auf, dennoch tragt sie
maRgeblich zur Tertidrstruktur des Proteins bei und beglnstigt sehr kompakte Protein-
strukturen. lhre Stabilitat erhalten sie durch lonenbindungen, Wasserstoffbriicken, Dipol-
Dipol- sowie Van-der-Waals-Kréfte zwischen Aminosdurenresten. Im Bereich von 1650 —
1637 cm™ Wellenzahlen weisen sie charakteristische Absorptionsbanden auf.

Bei der Infrarotspektroskopie werden basierend auf Schwingungsanregungen des zu
untersuchenden Molekiils Wellenzahlen und Absorptionsintentisdten im Bereich 4000 -
900 cm™ Wellenzahl gemessen. Hierzu wurde das Equinox 55 Infrarotspektrometer von
Bruker mit einer Diamant-ATR Einheit (DuraSamplIRII™) und einem mit fliissigem
Stickstoff gekihlten MCT-Detektor verwendet. Die Auflésung der Absorptionsspektren
betrug 4 cm™. Es wurden jeweils 5 pL geldstes Protein in wassrigem Lésungsmittel auf den

ATR-KTristall aufgeben und mit einer Scanzahl von 240 aufgenommen.

Die erhaltenen Rohspektren wurden dann zunachst mathematisch bezliglich eventuell im
System enthaltenem Kohlenstoffdioxid und Wasserdampf Kkorrigiert: Aus zwei Einkanal-
spektren, einem Probenspektrum und einem Referenzspektrum, wird mittels atmospharischer
Kompensation ein Differenzspektrum gebildet. Im Anschluss wurde ein weiteres Differenz-
spektrum gebildet: Hier wurde das Probenspektrum um das Spektrum des wassrigen
Losungsmittels korrigiert. Abschliefend wurden zur weiteren Untersuchung die zweiten
Ableitungen der Spektren gebildet. Die Sekundérstrukturanteile von a-Helix und -Faltblatt

wurden Uber spezielle Programmteile der Auswertesoftware OPUS ermittelt.

4.2.6 Methoden zur Quantifizierung der spezifischen Enzymaktivitat

Sowohl die AHL-spaltende Fahigkeit der AHL-lactonasen als auch die spezifische
Aktivitaten wurde durch verschiedene Methoden nachgewiesen. Zum einen wurde mittels

Pyranin Assay die Spaltung des AHL-Substrates chemisch nachverfolgt und die spezifische
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Aktivitat ermittelt. Zum anderen wurde mittels X-Gal- und ONPG-Assay das Eingreifen der
AHL-lactonasen auf das Quorum Sensing Gram-negativer Organismen durch den Einsatz

von A. tumefaciens NTL4 als Reporterstamm betrachtet.

Chemisch wurde der Umsatz von AHL analog der Reaktionsgleichung (siehe Abbildung 13,
Seite 51) Uber zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt: Das Produkt Acylhomoserin wurde
anhand des erniedrigten pH-Wertes mittels des pH-Indikators Pyranin quantifiziert.

A. tumefaciens NTL4" tragt auf einem Plasmid eine tral-lacZ Promotorfusion, so dass die
Aktivierung der tral Gene mit der Produktion von B-Galactosidase assoziiert ist. Die
gebildete B-Galactosidase wurde Uber den Umsatz zweier verschiedener Substrate quanti-
fiziert: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid (X-Gal) zu 5-Bromo-4-chloro-3-
Hydroxyindol, welches weiter zu dem blauen Farbstoff 5,5 -Dibromo-4,4"-dichloro-indigo
oxidiert, oder alternativ 2-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG) zu dem gelben Farb-
stoff o-Nitrophenol.

Die Féhigkeit der AHL-lactonasen zur Hydrolyse des Substrates wurde beim Pyranin-Assay
genutzt. Bei Pyranin (8-Hydroxy-1,3,6-pyrenetrisulfonat) handelt es sich um einen
wasserldslichen fluoreszierenden pH-Indikator, der in sehr starkem MaR von der lonisation
der 8-Hydroxylgruppe (pK, =7,2) abhangt®. Er eignet sich also zur pH-Bestimmung im
Bereich pH 6-10.

Hierzu wurden 0,25 pg AHL-lactonase mit 50 mol/l Pyranin in einmolarem PBS-Puffer mit
einem pH 7,4 und 3 mmol/l N-Acylhomoserinlacton gemischt. Alternativ wurde das
Reaktionsgemisch ohne Lactonase direkt auf in Multiwellplatten-immobilisiertem Enzym
zugegeben. Zu den Zeitpunkten t=0min und t=60 min wurde anschlielend die
Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von A =410 nm und einer Emissionswellen-
lange von A = 465 nm im Biotek-Reader ausgelesen. Die pH-Wert-Anderung wurde anhand

eines 50 umol/l Pyraninstandards (pH-Werte von 6,2 bis 7,8) ausgewertet.

Sowohl X-Gal-Assay als auch ONPG-Assay erfordern eine Vorinkubation der zu unter-
suchenden Lactonase, frei I6slich oder immobilisiert, mit dem Substrat. Hierzu wurden diese
mit einer 10 umol/I C6-Homoserin-16sung in PBS-Puffer bei 22 °C fur 2,5 h inkubiert, um
die Konzentration der Signalmolekile herabzusetzen. Anschlielend wurde mit dieser
verringerten Konzentration an C6-Homoserin (C6-HSL) der X-Gal oder der ONPG-Assay
durchgefihrt.

Der ONPG-Assay wurde nach einem modifizierten Protokoll von Schipper®®

durchgefihrt:
2,5 ml AT-Medium wurden mit 10° Zellen A. tumefaciens je 5 uL vorinkubierter AHL-
I6sung gegeben. Die eingesetzten AHL-Standardkonzentrationen variierten von 107 bis 10°

® molar. AnschlieRend wurde dieser Ansatz bei 28 °C fiir 16 h bei 160 rpm inkubiert.
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Fir die Auswertung wurde zundchst die Zelldichte der Kultur bei einer Wellenlange von
L =600 nm bestimmt. AnschlieRend wurde 1 ml der Ubernachtkultur mit 20 uL Toluol
versetzt und 3 Minuten gevortext. Nach der Phasentrennung wurden 800 pL dieser Lésung
mit 200 pL einer frisch angesetzten ONPG-l6sung (13 nM in Z-Puffer) versetzt und bei
Raumtemperatur im Dunkeln fir 20 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von je 400 pL einer
einmolaren Na,COs-l6sung wurde die Reaktion abgestoppt, Tribstoffe bei 17000 x g
abzentrifugiert und die Extinktion bei einer Wellenldnge von A =420 nm vermessen. Zur

Auswertung wurde das Verhéltnis E; - 600 nm/Ex. = 420 nm ge€bildet.

Alternativ zum ONPG-Assay wurde der X-Gal-Assay durchgefuhrt. Hierzu wurden pro
Kavitdt einer 96-Multiwell-Mikrotiterplatte je 240 uL einer 16 h-Vorkultur von A.
tumefaciens in AT-Medium mit einer OD;=g00nm=0,45 sowie 10 uM C6-HSL-l6sung und
40 pg/ml X-Gal zugegeben. Die jeweilige Probe mit einem Volumen von 50 pL, zum
Beispiel immobilisierte Lactonasen auf funktionalisierten Agarosebeads, wurde zuletzt
zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 28 °C innerhalb von 5 Stunden. Fir die Auswertung
wurde der Quotient E;=g00nm/Es=ss0nm gebildet. Dieser Assay wurde alternativ mit AHL-

lactonase ausgeristeten Multiwellplatten durchgefuhrt.

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat von Lysozym erfolgte anhand der Lyse von
Micrococcus luteus in 0,1 molarem PBS-Puffer pH 7,2. Hierzu wurden zu 50 pL einer
Suspension von lyophilisiertem Micrococcus (0,05 mg/ml) 50 pL einer Lysozymlésung im
Konzentrationsbereich bis 10 pg/ml zugegeben. Bei 24 °C wurde die Abnahme der optischen
Dichte bei einer Wellenlange von A =600 nm innerhalb von 5 Minuten verfolgt. Die

Bestimmung der spezifischen Aktivitét erfolgte nach Formel 2.

Formel 2: Spezifische Aktivitat von Lysozym

A= AODgoo nm * 1000 A Spezifische Aktivitat (U/mg)

Mpysozym AODggonm  Differenz der optischen Dichte zu den
Zeitpunkten 0 und 5 Minuten (-)

Mlysozym Masse des Lysozyms (mg)

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat von Subtilisin modifiziert nach Hintz**

basiert auf der Spaltung des Substrates N-Succinyl-Alanin-Alanin-Prolin-Phenylanalin-p-
Nitroanilid (succAPF) zu 4-Nitroanilin, welches unter alkalischen Bedingungen gelb wird.
Hierzu wurden in einmolarem Tris-Puffer mit 147 mg/l Calciumchlorid 0,138 mg/mi
Substrat und 0,444 mg/ml Subtilisin zugegeben und bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
inkubiert. Die entstandene Gelbfarbung wurde photometrisch bei der Wellenlénge

A =405 nm vermessen. Formel 3 gibt die Bestimmung der spezifischen Aktivitat an.
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Formel 3: Spezifische Aktivitat von Subtilisin

A Spezifische Aktivitat (U/mg)
A= AE4 o5 nm*V *10000 AE 405 nm Differenz der Extipktion zZu den Zeit-
Atxexd*Mgyptilisin punkten 0 und 15 Minuten (-)
Msubtilisin Masse des Subtilisins (mg)
At Inkubationszeit (min)
\Y Volumen in der Kivette, VV = 0,0001 L
d Schichtdicke, d = 1 cm
€ spez. Molarer  Extinktionskoeffizient,

€ = 9600 L*mol**cm™?

4.2.7 Bioinformatische Methoden

In dieser Arbeit wurden bioinformatische Methoden angewandt, um die physiko-chemischen
Eigenschaften der drei AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BlcC (exAttM) zu bestimmen, ihre
Homologie auf der Basis der Priméarstruktur sowie ihre Tertidrstruktur zu visualisieren und
zu analysieren. Die jeweiligen Sequenzinformationen wurden hierfir aus der allgemein
zugénglichen Datenbank NCBI Entrez Protein (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) entnommen. Dies ist eine Protein-Sequenz-
Datenbank, welche auf der Zusammenstellung mehrere Datenbanken wie beispielsweise
SwissProt (SIB; http://www.expasy.org) und PDB (www.rcsb.org/) beruht.

Das Programm ProtParam'® der Internet-Homepage des ExPASy Proteomics Servers des
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB; http://www.expasy.org) listet basierend auf der
Aminosduresequenz physiko-chemische Eigenschaften des Proteins und seiner Sequenz
auf. Hierzu gehoren das Molekulargewicht, der theoretische isoelektrische Punkt, die
Aminosdurenzusammensetzung, die atomare Zusammensetzung, der spezifische molare
Extinktionskoeffizient bei A =280 nm, die erwartete Halbwertszeit in drei Organismen
(Mensch, Hefe und E. coli), der Stabilitatsindex und Einschéatzungen zur Hydrophobizitat
(Grand average of hydropathicity, GRAVY). Das Molekulargewicht berechnet sich aus der
Addition der isotopen Massen der Aminosduren des Proteins und der Wassermolekule. Der
theoretische isoelektrische Punkt wird Uber die pK-Werte der Aminosauren ermittelt. Aus
den Einzelwerten der Extinktionskoeffizienten von Cystein, Tryptophan und Tyrosin setzt

sich der molare spezifische Extinktionskoeffizient zusammen.

Die Analyse der Primarstruktur hinsichtlich Hydrophobie/Hydrophilie und der Ladung

der Aminosaure sowie des pl-Wertes der einzelnen Aminosauren erfolgte mit der Geneious

102

Free Software™ (http://www.geneious.com/).
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Zur Strukturvisualisierung und zur Analyse der Tertiarstrukturen der AHL-lactonasen

136

wurden der Swiss-PdbViewer (aka DeepView; http://www.expasy.org/spdbv)™ und der

Discovery Studio Visualizer (http://accelrys.com) verwendet.

Das Multiple Sequenz Alignment der Primarstrukturen zum Nachweis der Homologie
der AHL-lactonasen untereinander wurde mit der Geneious Free Software'®
(http://www.geneious.com/) durchgefiihrt. Dieses arbeitet mit Parametern wie der Blossum
62 Matrix, Gap open Penalty 12, Gap Extension Penalty 2 und Global Alignment Type mit
Gaps am freien Ende und 10 Iterationsschritten.

Die Abschatzung des hydrodynamischen Radius von Proteinen erfolgte nach einer
Gleichung von Wilkins *° basieren auf der Anzahl der Aminoséuren in der Polypeptidkette
(Formel 4).

Formel 4: Abschatzung des hydrodynamischen Radius von Proteinen nach Wilkins®*®

R, hydrodynamischer Radius
Rn = (4,75 £ 1,11)*N%#0*0.02

N Anzahl der Aminosduren in der Polypeptidkette

4.2.8 Biofilmassay unter statischen Bedingungen

Der Biofilmassay unter statischen Bedingungen wurde zur Untersuchung von drei

Kompartimenten genutzt:

e Kulturiiberstand: Suspendierte Zellen in der Umgebung der immobilisierten AHL-

lactonasen,

o Boden der 96-Multiwellplatte: Biofilm in direktem Kontakt zu immobilisierten

AHL-lactonasen und

e Calgary Biofilm Device™: Biofilm in direkter Umgebung der immobilisierten AHL-

lactonase jedoch ohne direkten Kontakt.

Der Biofilmassay wurde in einem Gesamtvolumen von 300 pL/Kavitat in einer 96-
Multiwellplatte durchgefiihrt. Fir die Untersuchung des Hydrogels oder der Adsorptions-
tragermaterialien wurden diese mit je 50 uL/Kavitdt eingesetzt. Zur Bestimmung des
Einflusses von AHL-lactonasen auf die Biofilmbildung wurden AiiB und BIcC mit einer
Konzentration von 8 ng/ml eingesetzt. Hierzu wurden die Mikroorganismen in LB-Medium
mit einer Endkonzentration von OD;, - ggo nm = 0,03 (10® Zellen/ml) zugegeben und fiir 16 h in
einer 96-Multiwellplatte mit aufgesetztem Calgary Biofilm Device® inkubiert. Nach Ablauf

von 16 h wurde der Kulturiiberstand abgenommen und die Zelldichte bei einer Wellenlange
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von A = 600 nm und ausgewéhlten Virulenzfaktoren (siehe Kapitel 4.2.9) bestimmt, um den

Einfluss der AHL-lactonasen auf suspendierte Zellen und Virulenz-faktoren zu untersuchen.

AbschlieBend wurde entweder die metabolische Aktivitat durch den Umsatz von Fluoresce-
indiacetat (FDA) beziehungsweise 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetra-
zolium-5-carboxanilid (XTT) oder die Biofilmmasse durch Farbung mit Kristallviolett (vor
allem fiir das Calgary Biofilm Device>®) bestimmt.

a) Zur Ermittlung der metabolischen Aktivitat mittels enzymatischer Spaltung von FDA
wurden natrlich vorkommende Esterasen herangezogen: Die Konzentration der Esterasen
ist direkt proportional zur Zellzahl im Biofilm. Es wurde je Kavitat 100 pL einer
1,2 millimolaren FDA-lI6sung in 0,9 %-iger Natriumchloridldsung zugegeben und 30
Minuten bei 30 °C inkubiert. Mit Aanregung = 485 NM uNd Agmission = 535 N wird gebildetes

Fluoreszein mit einem Tecan-Reader vermessen.

b) Die Ermittlung der metabolischen Aktivitat mittels Umsatz von XTT basiert auf dem
Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System in den Mitochondrien von metabolisch aktiven
Zellen. Hierfur wurden je 100 uL XTT-l6sung pro Kavitat gegeben und bei 37 °C fir 20
Minuten inkubiert. In dieser Zeit wurde XTT zu einem orangefarbenem Formazanfarbstoff

gespalten. Die Auswertung erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 492 nm.

¢) Kristallviolett als basischer Farbstoff bindet an Anionen. Somit werden sowohl Gram-
negative Bakterien selbst als auch negativ geladene Teilchen der EPS-Matrix angefarbt. Zur
Ermittlung der Biofilmmasse wurden zunéchst die Platten beziehungsweise das Calgaray
Biofilmdevice unter der Laminarflow fir 30 Minuten getrocknet und die Platten mit je
100 pL, das Device mit 300 uL einer 1 % Kristallviolettldsung in 33 % Eisessig pro Kavitat
flr 20 Minuten angeféarbt. Im Anschluss wird Uberschiissiges Kristallviolett dreimal unter
langsam flieRendem Wasser abgesplilt und die Platte oder das Device 30 Minuten unter der
Laminarflow erneut getrocknet. Der gebundene Farbstoff wird mit je 300 pL einer 33 %-

igen Essigsédure geldst und bei A = 590 nm photometrisch vermessen.

4.2.9 Bestimmung unterschiedlicher Virulenzfaktoren

Der Wirkung der AHL-lactonasen AiiB und BlcC auf der QS wurde zum einen, wie bereits
beschrieben, tber die Beeinflussung der Biofilmbildung untersucht, zum anderen wurde der

Einfluss auf nachfolgende Virulenzfaktoren ermittelt:

o auf die Sekretion der Sekundarmetabolite Pyocyanin, Pyochelin, Pyoverdin und von

P. aeruginosa PAOL1,

o auf die Tensidproduktion der Rhamnolipide von P. aeruginosa PAO1,
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o auf das Bewegungsverhalten, das Schwimmen und Schwéarmen, von P. aeruginosa
PA14 und PAO1 sowie P. mirabilis 4479 und

o auf die Antibiotikaproduktion des Violacein von C. violaceum 12472.

Die Bestimmung der Sekundarmetabolite, der Rhamnolipide und des Gesamtgehaltes der
Proteasen erfolgte im zellfreien Uberstand des statischen Biofilmassays. Hierzu wurden je
200 pL Uberstand bei 17.000 x g fir 10 Minuten abzentrifugiert.

Pyocyanin, ein blauer Sekundarmetabolit von P. aeruginosa, ist direkt durch das QS
kontrolliert und gilt als Schlisselvirulenzfaktor. Es wurde direkt in 100 uL zellfreiem

Uberstand bei A = 690 nm photometrisch nach Bijtenhoorn®” bestimmt.

Der endogene Wachstumspromotor Pyochelin bindet Eisen und ist fir das Infektions-
verhalten von P. aeruginosa notwendig. Zur Bestimmung des Pyochelingehaltes im zell-
freien Uberstand nach Yadav®**® wurden zu 20 pL Uberstand 20 uL 0,5 N HCI, 20 L Mo-
lybdatreagenz, 20 uL 1 M NaOH und 20 pL MilliQ in dieser Reihenfolge zugegeben. Die

Konzentration wurde anschlieBend photometrisch bei A = 510 nm bestimmt.

Pyoverdin, ein fluoreszierender Sekundarmetabolit, wurde direkt in 100 pL zellfreiem
Uberstand bei einer Anregungswellenldnge von A = 405 nm und einer Emissionswellenlange

von A = 465 nm gemessen.

Rhamnolipide gehdren zu der Klasse der Glycolipide von P. aeruginosa und haben
Tensideigenschaften: sie besitzen eine Glycosylkopfgruppe und einen Fettsaurerest'®® 2,
Zur Bestimmung der Rhamnolipide wurden der pH-Wert von 100 pL zellfreier Uberstand
auf pH 2 reduziert, indem 25 pL 1 N H,SO, zugegeben wurde. Hierdurch fallen diese aus

und wurden bei einer Wellenlange von A = 490 nm photometrisch quantifiziert®.

Zur Bestimmung des Schwimm- und Schwarmverhaltens wurden je 500 pL einer
Ubernachtkultur der Organismen, P. aeruginosa PA14, PAO1 beziehungsweise P. mirabilis
DMS 4479, bei 17.000 x g fur 10 Minuten abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
anschliefend in 50 pL LB-Medium resuspendiert und davon je 1 pL auf einer Schwimm-
oder Schwdarmplatte in die Mitte aufgegeben. Das Schwimm- beziehungsweise
Schwarmverhalten wurde nach einer 16- und 48-stindigen Inkubation bei 37 °C

fotodokumentarisch festgehalten.

C. violaceum bildet, gesteuert durch das QS, das violette Pigment und Antibiotika Violacein.

Nach einem Protokoll von Martinelli**® wurde Violacein wie folgt nachgewiesen und

guantifiziert: 200 pL Biofilmiberstand wurde bei 60 °C komplett eingedampft. Violacein
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wurden aus dem Pellet anschliefend in 100 uL DMSO innerhalb von zwei Stunden bei
Raumtemperatur extrahiert. In diesem Extrakt wurde Violacein bei einer Wellenlédnge von

A =590 nm photometrisch quantifiziert.

4.2.10 Immobilisierung der AHL-lactonasen durch Physisorption

Die Immobilisierung der Enzyme Lysozym und Subtilisin als Modellproteine und
anschlieBend die Immobilisierung der AHL-lactonasen als Zielenzyme via nicht spezi-
fischer, elektrostatischer oder hydrophober Bindungen wurde nach einem Protokoll von
Salman durchgefiihrt?”. Das Tragermaterial wurde in einem definierten Tragermaterial-
Enzym-Verhéaltnis jeweils in einem Puffer mit einem pH-Wert, der oberhalb
beziehungsweise unterhalb des pH-Wertes des isoelektrischen Punktes des zu
immobilisierenden Enzyms lag, bei 4 °C unter stetigem Rihren oder Schitteln fiir 24 h
inkubiert. Tabelle 11 listet die zur Immobilisierung eingesetzten Puffer auf. Im Anschluss
wurde das Tragermaterial bei 17000 x g fiur 3 min abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die immobilisierte Proteinmenge wurde aus der Differenz der Proteinmenge im
Uberstand nach der Immobilisierung zu der eingesetzten Proteinmenge mittels Bradford-

Protein Assay bestimmt.

Tabelle 11: Pufferbedingungen der Physisorption

Reaktionsbedingungen/ AHL-lactonase Lysozym Subtilisin

zur Reaktion wichtige Parameter

Isoelektrischer Punkt 4,7-5,8 9,3 9,4

Puffer mit pH < pl Natriumcitrat- 20 mM Tris, 20 mM Tris,
puffer pH 4,0 1 mM CaCl,. pH 7,8 1 mM CaCl,; pH 7,8

Puffer mit pH > pl Natriumcitrat- Glycinpuffer 5 mM NaPOy;
puffer pH 6,5 pH 12,0 0,3 mM CaCl,; pH 6,5

Zur Immobilisierung verwendete 76,9 75,2

Enzymmenge (ng/mg Trégermaterial)

Die Immobilisierung der AHL-lactonasen erfolgte spezifisch Uber das MBP-Tag an Maltose,
welche an silanisiertem Glas (siehe Unterkapitel kovalente Immobilisierung, Silanisierung)

angekoppelt wurde.

Zur Immobilisierung der Fusionsproteine an Glastragermaterialien wurden diese
zundchst uber eine Silanisierung funktionalisiert und anschlieRend mit Maltose ausgeriistet.
Die Durchftihrung der Silanisierung allgemein wird weiter in Kapitel 4.2.11 ausgefiihrt. Die
Ankopplung der Maltose an Glycidoxypropyltrimethoxysilan wurden nach einem Protokoll
von Gao'®® durchgefiihrt. Hierzu wurde durch eine zweistiindige Inkubation mit einer

Maltoseldsung (2 g in 1 molarer Natronlauge) bei Raumtemperatur die Maltose direkt an die
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Epoxydgruppe des Silans angekoppelt (300 pL pro Kavitat einer 96-Multiwellplatte). Nicht

gebundene Maltose wurde anschlieBend mit MilliQ in mehreren Waschschritten entfernt.

4.2.11 Immobilisierung der AHL-lactonasen durch Chemisorption

Zur chemisorptiven Anbindung der AHL-lactonasen, zur Bereitstellung geeigneter
funktioneller Gruppen zur Ankopplung von Maltose und zur Oberflachenbindung des poly-
meren Netzwerkes waren zundchst Tragermaterialien mit geeigneten funktionellen Gruppen
notwendig. Durch geeignete Silanisierung (siehe Abbildung 20, Seite 59) wurden auf
Glasobjekttragern, auf Siliziumwafern und auf Glasbéden spezieller Multiwellplatten

oberflachengebundene Epoxid-, Amino-, Carboxy- und Methacrylatfunktionen bereitgestelit.

Zur Silanisierung wurden die Tragermaterialien zunachst mit 2 %-iger Hellmanex®-l6sung
bei 40 °C fur 90 Minuten und anschliefendem 5-mindtigem Ultraschallbad gereinigt, mit

MilliQ-Wasser gewaschen und unter einem Stickstoffstrom getrocknet.

Die Tragermaterialien wurden durch eine 30-minutige Inkubation bei 75 °C in basischer
Piranha-16sung hydroxyliert, anschliefend mit MilliQ-Wasser gewaschen und getrocknet. Im
Anschluss erfolgte die einstundige Silanisierung mit einer 5 %-igen Silanldsung in Ethanol
bei Raumtemperatur. Nicht kovalent gebundene Silanole wurden durch ein Ulltraschallbad in
Ethanol innerhalb von 5 Minuten entfernt.

Nach der Trocknung der Trdgermaterialien unter einem Stickstoffstrom, wurden sie ab-
schlieBend bei 100 °C fiir eine Stunde erhitzt. Hierdurch verfestigten sich die kovalenten
Bindungen der Silane, insbesondere die freien Silanolgruppen, zu anderen Silanmolekiilen
und zum Tragermaterial®®. Zur Ausriistung einer 96-Multiwellplatte wurden jeweils 300 pL

Reaktionsldsung pro Reaktionsschritt zugegeben.

Die Oberflachenanbindung der AHL-lactonasen erfolgte anschlieBend Uber drei verschie-
dene Methoden:

e Uber eine adsorptive Bindung des MBP-Tags an Maltose, welche an GOP gebunden

wurde,

e (ber eine chemisorptive Bindung des C-Terminus von AiiB und BIcC an

aminofunktionalisierte Oberflachen und

e (ber eine chemisorptive Bindung des N-Terminus von AiiB und BlcC an

carboxyfunktionalisierte Oberflachen.

Zur Ankopplung von Maltose an epoxidfunktionalisierte Tragermaterialien wurden

diese fur zwei Stunden mit einer Maltoselésung (20 g/l in 1 molarer Natronlauge) bei
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Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde nicht gebundene Maltose mit MilliQ-

Wasser abgewaschen und die Tragermaterialien getrocknet.

Die Ankopplung von MBP-Fusionsprotein an Maltose-ausgeristeten Oberflachen erfolgte
entweder innerhalb von 16 h bei 4 °C oder alternativ bei Raumtemperatur innerhalb von 2 h
unter kontinuierlichem Schiitteln. Hierzu wurden die Zelllysate in einer Konzentration von

20 mg/ml in 10 millimolarem PBS pH 7,4 verdiinnt aufgegeben.
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Abbildung 26: Kovalente Bindung primérer Amine und Carboxylate mit EDC/sulfo-NHS

Im ersten Schritt bindet EDC an der Carboxylatfunktion zu einem instabilem, reaktiven o-Acylisoureaester,
welcher durch sulfo-NHS zu einem semi-stabilen, aminreaktiven NHS-Ester Uberfihrt wird. Letzterer bildet mit
einem primdren Amin eine stabile Amid-Bindung.

Eine kovalente Bindung von Carboxylatfunktionen mit primaren Aminen wurde mit 1-
Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) und N-hydroxysulfosuccinimid (sulfo-
NHS) erzielt. Hierbei bildete die Carboxylatfunktion mit EDC zundchst einen instabilen,
reaktiven o-Acylisoureaester. Mit sulfo-NHS bildete sich hieraus ein semi-stabiler Amin-
reaktiver NHS-Ester, welcher mit priméren Aminen stabile Amid-Bindungen ausbildete
(siehe Abbildung 26).
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Zur kovalenten Bindung von AiiB und BlcC Uber ihren N-Terminus an carboxylierte
Oberflachen wurden je Kavitdt einer 96-Multiwellplatte 50 uL EDC/sulfo-NHS-16sung
hineinpipettiert und fir 25 Minuten bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Nicht
gebundenes EDC wurde entfernt, indem die Kavitaten mit viel MES60 gewaschen wurden.
Dann wurde zu jeder Kavitat 100 pL AiiB beziehungsweise BlcC (200 pg/ml in MES60)
zugegeben und flir 2,5 Stunden unter Schitteln inkubiert. Abschliefend wurden nicht
gebundenes AiiB beziehungsweise BlcC mit viel MES60 durch Waschen entfernt.

Fir die kovalente Bindung von AiiB und BlcC Uber ihren C-Terminus an amino-
funktionalisierte Oberflachen wurde zundchst EDC/sulfo-NHS-Protein-l16sung auf einem
Schittler fiir 25 Minuten inkubiert. Im zweiten Schritt wurden von dieser Ldsung je 100 pL
pro Kavitdt einer 96-Multiwellplatte zugegeben und fur weitere 2,5 Stunden inkubiert.
AbschlieBend wurde nicht gebundenes AiiB beziehungsweise BlcC mit viel MES60 durch
Waschen entfernt.

4.2.12 Immobilisierung der AHL-lactonasen in einer polymeren
Matrix

Die Synthese der Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEG-DA)-Hydrogele erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Mellot*®. Es wurden zunichst 2,2 mg/ml DMPA in p-Vinyl-
pyrrolidon als Reaktionsbeschleuniger (Stammkonzentration 300 mg/ml) mit der jeweiligen,
der Volumenkonzentration entsprechenden Menge an PEG-DA unter Vortexen gemischt und
langsam die korrespondierende Menge MilliQ zugegeben. Dieses Gemisch wurde fur drei

Sekunden bei einer Leistung von 15 mW/cm? mit UV-licht bestrahlt und polymerisiert.

4.2.13 Charakterisierung der adsorptiven Immobilisierungssysteme

Zur Charakterisierung der unterschiedlichen Adsorptionstrager wurden die PartikelgroBe in
trockenem Zustand mittels Rasterelektronen- und Lichtmikroskopie sowie die PartikelgréRe
in hydratisiertem Zustand mittels dynamischer Lichtstreuung analysiert. Ebenso wurden die
spezifische Oberflache mittels Gasadsorption (BET-Messung), das Zeta-Potential in den
Puffersystemen, die Hydrophilie beziehungsweise die Hydrophobizitat mittels Kontakt-
winkelmessung bestimmt. Abschlielend wurden die einzelnen Materialien mittels FT-

IR/ATR in trockenem und hydratisiertem Zustand charakterisiert.

Die Bestimmung der Partikelgrof3e in trockenem Zustand wurde mittels Lichtmikrospie
bestimmt. Wo dies aufgrund der Abmessungen nicht méglich war, wurde die PartikelgréRe

von Frau Monika Riedl mittels Rasterelektronenmikroskopie bestimmt.

Zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius der Partikel wurden zunéchst 10 mg/ml

Pulver in MilliQ fir 30 min im Ultraschallbad suspendiert und dadurch die Partikel
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vereinzelt. Mit einer Verdiinnung von 1:300 bis 1:30, je nach Partikelgrofie, wurden mit dem
Zetasizer 3000 HSA (ber die dynamische Lichtstreuung die Partikelabmessungen in

hydratisiertem Zustand vermessen. Hierzu wurden folgende Brechungsindizes verwendet:

Aluminiumhydroxid 1,58
Hydroxylapatit 1,65
Poly(methacrylsaure-co-ethylenglykoldimethacrylat) 1,59
Polystyrolacrylsaurepartikel 1,421
Siliziumdioxid 1,44

Die Bestimmung der spezifischen Oberflache wurde von Herrn Bjérn Moller mit Hilfe der
Gasabsorption nach Brunauer, Emmett und Teller (BET) nach DIN 66131°% durchgefiihrt.

Zur Ermittlung des Zeta-Potentials wurden, analog der Bestimmung des hydrodynamischen
Radius, die Partikel in einer Konzentration von 10 mg/ml im Puffer (siehe Tabelle 11) fir
30 min im Ultraschallbad suspendiert und vereinzelt. In einer Verdinnung von 1:300 bis
1:30, je nach PartikelgroRe, wurden die Zeta-Potentiale im Immobilisierungspuffer nach dem
Prinzip der Laser-Doppler-Anemometrie ermittelt. Uber die elektrophoretische Wanderungs-
geschwindigkeit von suspendierten Teilchen wird auf das Zeta-Potential geschlossen™®,

Mit Hilfe der Messung des Kontaktwinkels wurden Aussagen zur Hydrophilie bezieh-
ungsweise der Hydrophobizitdt des jeweiligen Adsorptionstragermaterials getroffen. Zu-
néachst wurde aus 150 mg Pulver mit einem Druck von 5 to fir 30 Sekunden ein Pressling
mit dem Durchmesser von 13 mm hergestellt. Hierauf wurde ein Wassertropfen aufgegeben,
Nun wurde der Winkel zwischen Oberflache und einer am Tropfenrand angelegten Tangente
bestimmt. Die Tropfenform des Wassers auf der Oberflache wurde in drei Kategorien

unterteilt:

e Der Tropfen spreitet bei einem Kontaktwinkel von ® = 0°
e Das Material wird teilweise benetzt bei einem Kontaktwinkel von ® < 90°

e Das Material wird nur schlecht benetzt bei einem Kontaktwinkel von ® > 90°

Mit Hilfe der Infrarotspektroskopie mit abgeschwéchter Totalreflexion (siehe Kapitel
4.2.5) wurden die Adsorptionsmatrizen in trockenem und in hydratisiertem Zustand
charakterisiert. Die Proben wurden hierzu auf den Diamant-ATR-Kristall angepresst und die
wellenldngenabhédngige Absorption mit einer Scananzahl von 240 bei einer Aufldsung von

4 cm™ im Wellenlangenbereich von 400-12000 cm'1 mit einem MCT-Detektor gemessen.

Zur Bestimmung der Freisetzungsrate von adsorptiv immobilisiertem Enzym wurden unter
sterilen Bedingungen je 130 mg Partikel mit adsorbiertem Lysozym oder Subtilisin in 1 ml

10 mmolarem PBS-Puffer pH 7,4 unter Schitteln beziehungsweise mit einer Rotations-
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bewegung bei Raumtemperatur inkubiert. Nach definierten Zeitintervallen wurden die
Proben fiir 1-3 min bei 17000 x g abzentrifugiert und die Proteinkonzentration im Uberstand
mittels Bradford-Protein Assay bestimmt. Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen und

die Proben mit jeweils 1 ml frischem PBS-Puffer bis zum néchsten Messzeitpunkt inkubiert.

4.2.14 Charakterisierung der chemisorptiven Immobilisierungssys-
teme

Zur Charakterisierung der Silanschichten und zur Analyse der einzelnen Reaktionsschritte in
ihrer Herstellung wurden die Anderung der Schichtdicke mittels Ellipsometrie, der Kontakt-
winkel mit der Sessile Drop Methode und die Anderungen der Oberflachenfunktionalisie-
rungen mittels FT-IR/ATR-Messung nachverfolgt. Die Bestimmung der Oberflachenbele-
gung wurde mit spezifischen kolorimetrischen Methoden durchgefiihrt. Diese Methoden
werden nachfolgend kurz vorgestellt.

Mittels Ellipsometrie, das heifit mittels der Ausnutzung der Polarisationszustandséanderung
von Licht bei Reflexion an einer spiegelnden Probe, wurden die Dicken verschiedener Ober-
flachenschichten auf Silanwafern analysiert. Folgende Brechungsindizes wurden zur Analyse
der jeweiligen Silanschichtdicke verwendet:

Allyltrimethoxysilan 1,405
Aminopropyltriethoxysilan 1,422
2-(Carboxymethylthio)ethyltrimethylsilan 1,481
Glycidoxypropyltrimethoxysilan 1,429
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat 1,431

Mit Hilfe der Messung des Kontaktwinkels wurden Aussagen zur Veranderung der Hydro-
philie beziehungsweise der Hydrophobizitat in Abhéngigkeit der jeweiligen Schicht getrof-
fen. Die Durchfuhrung erfolgte analog der Charakterisierung der adsorptiven Immobilisie-
rungssysteme. Es war nicht notwendig einen Pressling herzustellen, stattdessen wurde direkt

auf dem silanisierten Material gemessen.

Zur Bestimmung der Oberflachenbelegung wurden verschiedene kolorimetrische Ver-
fahren angewandt. Diese basieren auf der kovalenten Bindung eines Farbstoffes an ent-
sprechende Oberflachenfunktionalisierungen bei einem bestimmten pH-Wert. Durch einen
pH-Wert-Wechsel vom sauren Bereich in den basischen Bereich beziehungsweise umgekehrt
wurde der Farbstoff wieder abgeltst und die geldste Farbstoffkonzentration photometrisch
bestimmt. Die jeweiligen Parameter listet Tabelle 12 auf. Zun&chst mussten Epoxydgruppen
in Aminogruppen umgewandelt werden. Dies erfolgte nach einem Protokoll von Hartwig*.
Es wurden hierzu die Epoxid-funktionalisierten Proben fiir 1 h bei 50 °C mit einer 25 %-igen

Ammoniaklésung inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mit MilliQ-Wasser gewaschen.
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Tabelle 12: Parameter der Nachweise von Oberflachenfunktionalisierungen

Nachweis saurer Oberflachen- Nachweis basischer Oberflachen-

funktionalisierungen funktionalisierungen
Farbstoff Toluidinblau Bengalrosa
pH-Wert und Puffer MilliQ 0,1 M Natriumhydrogenphosphat
der Bindung pH =10 pH =47
pH-Wert und Puffer 50 % Essigséure 0,1 M Kaliumcarbonat
der Ablésung pH << 10 pH >> 47
Wellenlange der 633 nm 559 nm

photometrischen Auswertung

Strukturformel des Farbstoffes

Zum Nachweis von sauren Oberflachenfunktionalisierungen wurden diese zundchst mit
0,5 mmolarem Toluidinblau in MilliQ-Wasser mit pH 10 bei 30 °C fiir 5 h inkubiert. Nicht
gebundener Farbstoff wurde mit 0,1molarer Natronlauge entfernt und die Proben wurden
getrocknet. Mit 50 % Essigsaure (1 ml pro Probe) wurde der gebundene Farbstoff geldst und
bei einer Wellenldnge von A = 633 nm photometrisch vermessen. Die Konzentration wurde

anhand einer Toluidin-Standardreihe im Bereich 0 bis 10 pg/ml bestimmt.

Der Nachweis der basischen Oberflachenfunktionalisierung wurde mit Bengalrosa durchge-
fihrt"2. Hierzu wurden die Proben in einer Losung aus 0,4 mg/ml Bengalrosa in
0,1 molarem Natriumdihydrogenphosphat mit pH 4,7 bei Raumtemperatur unter Schitteln
fir 10 min inkubiert. Mit MilliQ-Wasser wurde nicht gebundener Farbstoff abgewaschen
und die Proben anschliefend getrocknet. Mit je 1 ml/Probe 0,1 molarer Kalium-
carbonatlésung wurde innerhalb von 5 min der gebundene Farbstoff abgeldst und bei einer
Wellenldnge von A = 559 nm photometrisch vermessen. Die Konzentration wurde mit Hilfe

des molaren spezifischen Extinktionskoeffizienten von € = 6,5 x 10* L/(mol*cm) berechnet.

4.2.15 Charakterisierung der Hydrogele

Zur Charakterisierung der Hydrogele wurden die Ausbeute Y, das Quell- und Schrumpfver-
halten, das Molekulargewicht zwischen Quervernetzung Mc, die Maschenweite £, und die
rheologischen Eigenschaften analysiert. Weiter wurde die Immobilisierungsmethode auf ihre

proteinschonenden Eigenschaften und auf ihr Freisetzungsverhalten hin untersucht.
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Durch die Ausbeute Y wird die Vollstandigkeit der Polymerisation des Hydrogels bestimmt

(Formel 5). Hierzu wurde das Gewicht des frisch gequollenen Hydrogels ausgewogen.

Formel 5: Ausbeute Y der Hydrogelsynthese

Wheoymer ~ Gewicht des Polymeranteils in der Polymeri-
sationsldsung (g)

W *100=

Polymer

W, Wi Gewicht des gequollenen Hydrogels (g)

Y= Ausbeute ( %)

\Y

*
Polymer P Polymer
Veoymer  VOlumen des eingesetzten Polymers (cm®)

Prowmer  Dichte des Polymers, fir PEG-DA p = 1,12 glcm®

Wird ein getrocknetes Hydrogel mit einer wassrigen Losung in Kontakt gebracht, dringt
Wasser aufgrund der hohen Affinitat der PEG-Gruppen zu Wasser in das Polymernetzwerk
ein. Dabei dehnt sich das Hydrogel gleichmaRig in alle Raumrichtungen aus, es quillt isotrop.
Im Quellungsgleichgewicht befindet sich der osmotische Druck, hervorgerufen durch das
einquellende Wasser, und die Kontraktion des Hydrogels, die entgegengesetzte elastische
Riickstellkraft der gestreckten Polymerketten, im Gleichgewicht. Die Quellung eines Poly-
mernetzwerkes in wassriger Umgebung aus thermodynamischer Sicht wird durch die Flory-

114, 161

Rehner-Theorie '° beschrieben. Dieses basiert auf der Flory-Huggins-Theorie , welche

das thermodynamische Verhalten von Polymerldsungen beschreibt.

Der Gleichgewichtszustand des gequollenen Hydrogels wird durch den Quellgrad S und den
Gleichgewichtswasseranteil EWC beschrieben. Diese werden aus experimentellen Daten,
das heif8t aus dem Gewicht direkt nach der Polymerisation, dem Gewicht nach Trocknung
(24 h bei 70 °C im Vakuumtrockenschrank) und nach anschlieBendem Quellen in MilliQ

(24 h bei Raumtemperatur), nach folgenden Formeln berechnet oder abgeschétzt.

Formel 6: Massenbezogener Quellgrad S, 1° 2

Sm Massenbezogener Quellgrad ( %)
S, = W—S*100 (A Gewicht des gequollenen Hydrogels (g)
d Wy Gewicht des getrockneten Hydrogels (g)

Der Quellgrad ist ein Mal} fur die von einem Hydrogel aufgenommene Wassermenge. Man
unterscheidet generell zwischen dem massenbezogenen Quellgrad Sy, (Formel 6) und dem
volumenbezogenen Quellgrad Sy. Mit der Dichte des Polymers wurde der massenbezogene

Quellgrad Sy, in den volumenbezogenen Quellgrad Sy (Formel7) umgerechnet.
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Formel 7: Volumenbezogener Quellgrad Q

Sy Volumenbezogener Quellgrad ( %)

W, Gewicht des Lésungsmittels im Hydrogel

W, N Woeoymer Wy =W, N Wholymer  Wioymer  Gewicht des eingewogenen Polymers (g)
5 = P Proymer Pl Prolymer Wy Gewicht des getrockneten Hydrogels (g)
W

WPo lymer Polymer

Wi Gewicht des getrockneten Hydrogels (g)

Dichte des Losungsmittels

Prol Prol P '
olymer olymer hier pyasser = 0,997 g/cm3
Proymer  Dichte des Poylmers

hier ppoiymer = 1,120 glcm?

Da zwischen Polymer und Wasser nur ein geringer Dichteunterschied existiert und
Hydrogele generell einen hohen Wassergehalt aufweisen, darf die Dichte des trockenen
Polymers nach Abe* mit der Dichte des Hydrogels naherungsweise gleichgesetzt werden.
Der volumenbezogene Quellgrad wurde daher direkt aus den Massenverhaltnissen bestimmt.
Im Folgenden wird daher nicht zwischen massen- und volumenbezogener Quellgrad
unterschieden (Formel 8). Im Normalfall darf weiterhin der Quellgrad eines gequollenen
Hydrogels mit dem reziproken Wert des Volumenanteils des Hydrogels in gequollenen
Zustand gleichgesetzt werden, da der Volumenanteil des getrocknete Hydrogels gleich eins

zu setzen ist (¢ = 1)%%.

Formel 8: Quellgrad S

S Quellgrad ( %)
) Volumenanteil des Polymers im trockenen
0 0
S= ¢— Zustand (-)
¢ Oe Volumenanteil des Polymers im gequollenen
Zustand (-)

Die im Quellungsgleichgewicht aufgenommene Wassermenge wird durch den Gleich-

gewichtswasseranteil beschrieben (Formel 9).

Formel 9: Gleichgewichtswasseranteil EWC30 129206

W —W EWC Gleichgewichtswasseranteil ( %)
EWC = > d 100 W, Gewicht des gequollenen Hydrogels (g)
S Wy Gewicht des getrockneten Hydrogels (g)

Durch die chemische Verkniipfung besteht das Hydrogel als Polymernetzwerk quasi aus
einem Molekil mit einem unendlichen Molekulargewicht. Das mittlere Molekulargewicht
zwischen zwei Knotenpunkten M. (Formel 10) und der Abstand zweier Knotenpunkte

im ungequollenen Zustand Fg° (Formel 11) beschreiben den Aufbau dieses Netzwerkes.
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Um das mittlere Molekulargewicht zwischen zwei Knotenpunkten MC zu berechnen
bendtigt man einerseits den Flory-Huggins-Parameter y, die Dichte des Polymers p und das
molare Volumen des Losungsmittels V, als stoffspezifische Parameter und andererseits den
Quellgrad aus der experimentellen Bestimmung.

Formel 10: Mittleres Molekulargewicht zwischen zwei Knotenpunkten M¢

Mc Mittleres Molekulargewicht zwischen zwei Knoten-
punkten (g/mol)
P Dichte des Polymers (g/cm®), hier p = 1,120 g/cm®
2 P Vi Molares Volumen des Lésungsmittels, hier fur Wasser: Vi,
— 3
me (¢e ¢ - ?e) =18 cmfg
M¢ = e Volumenanteil des Polymers im gequollenen Zustand (-)

In(1_¢e) +¢e +l¢ez

Dimensionen, hier:d =3

X Flory-Huggins-Parameter, Wechselwirkungsparameter
zwischen Polymer und Lésungsmittel (-), hier fir PEG-
DA: x = 0,426%°

Dieser Zusammenhang gilt unter der Annahme, dass der Flory-Huggins-Parameter y des
PEG im Hydrogel mit PEG in Wasser gleichzusetzen ist und der Einfluss der Acrylat-

gruppen vernachlassigbar ist?*.

Der Abstand zweier Knotenpunkte im ungequollenen Zustand T wurde mit nachfolgender

Formel berechnet.

Formel 11: Abstand zweier Knotenpunkte im ungequollenen Zustand 52
ro Abstand zweier Knotenpunkte im ungequollenen Zu-
stand (nm)

| durchschnittliche Bindungslénge, hier fiir C-C-Einfach-
bindung | = 0,154 nm"®

— 1 M 1 Mc Mittleres Molekulargewicht zwischen zwei Knoten-
(rg)? =1 ""(ZM—C)*Cn2 punkten (g/mol)
r M, Molekulargewicht der Wiederholungseinheit, hier fir
PEG, M, = 44g/mol)?®
C, Charakteristisches Verhéltnis, MaR fiir die Ausdehnung
der Polymerketten im ungestorten Zustand, hier fir PEG
Co=4,0%°

Die Maschenweite des gequollenen Hydrogels ¢ (Formel 12) ist auf Seite des Hydrogels das
ausschlaggebende Kriterium fur die Diffusion eines Proteins aus dem Depotsystem. So muss
die Maschenweite mindestens die GroRe des Proteins haben, um eine ungehinderte Diffusion
zu gewadhrleisten, darf jedoch im Verhaltnis des Proteins nicht zu grof3 sein, um ein zu
rasches Ausbluten des Systems zu verhindern. Die Maschenweite ist nur als stochastischer

Mittelwert anzusehen, da sowohl gréRere als auch kleinere Maschen im Netzwerk auftreten.
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Formel 12: Maschenweite &

1 1 £ Maschenweite des gequollenen Hydrogels (nm)
E= (r02 )5 * (3)5 ro_2 Abstand zweier Knotenpunkte im ungequollenen Zustand (nm)
S S Quellgrad (%)

Zur Untersuchung des Polymerisationsgrades des Hydrogels in Abhéangigkeit des
Polymergehaltes der Ausgangslosung wurden frisch polymerisierte Hydrogele mittels FT-IR
vermessen (siehe Kapitel 4.2.5). Die ausgepragten Wasserbanden des im Hydrogel enthalten-
en wassrigen Losungsmittels Uberlagern alle weiteren Banden des Polymers. Daher wurde
das Differenzspektrum des Hydrogelspektrums und des Ldsungsmittelspektrums gebildet,
um von Wasserbanden uberlagerte Banden zu betrachten. Der Grad der Polymerisation
wurde anhand der Banden bei 1635 cm™ der terminalen C=C-Bindung des PEG-Diacrylats
ermittelt.

Zur Untersuchung der proteinschonenden Eigenschaften der Immobilisierungsmethode
des Hydrogels wurden je 50 uL Proteinproben (50 mg/ml in 10 mM PBS-Puffer) mit einer
Leistung von 15 mW/cm? UV-bestrahlt. Hierbei variierte die Bestrahlungsdauer von 0-300 .
Die Sekundarstrukturen und deren Veranderungen wurden mit FT-IR, wie in Kapitel 4.2.5

beschrieben, untersucht.

Die rheologischen Eigenschaften von Hydrogelen werden im Wesentlichen durch die
Parameter Polymergehalt und die Temperatur sowie Art, Starke und Dauer der Belastung
bestimmt. Das viskoelastische Deformationsverhalten von Hydrogelen wahrend der Scher-

ungsbeanspruchung wurde mittels zweier rheologische GréR3en charakterisiert:

o Der Speichermodul G”, als MaBR fur die gespeicherte Deformationsenergie,

beschreibt das reversible oder elastische Verhalten und

e der Verlustmodul G, als MaR fiir die dissipierte Deformationsenergie, beschreibt

das irreversible und viskose Verhalten.

Da beide Module sich in Abhéangigkeit der Amplitude und Frequenz der Deformations-
funktion &ndern, werden bei Oszillationsmessungen sowohl Amplituden- als auch Frequenz-
durchldufe zur Bestimmung dieser Module durchgefihrt. Im Amplitudendurchlauf mit
variabler Amplitude bei konstanter Frequenz wird der linear-viskoelastische Bereich des
Hydrogels (LVEB) bestimmt. Dieser ist durch konstante Werte der Funktionen der beiden
Module in Abhéngigkeit der Scherrate definiert. Im Frequenzdurchlauf mit konstanter

Amplitude und variabler Frequenz wird das zeitabhangige Scherverhalten untersucht.

Fur rheologische Analysen wurden Hydrogele mit einem Durchmesser von 20 mm und einer
Dicke von 0,2 mm hergestellt und vollstandig gequollen. Diese wurden mit Platte-Platte-

Oszillationsmessungen bei 25 °C an einem Anton Paar-Rheometer untersucht. Im Ampli-
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tudendurchlauf wurden Speicher- und Verlustmodul in Abhéngigkeit der Deformation von
0,01 bis 100 % und einer Frequenz von 1,5 Hz und einer aufgebrachten Normalkraft von
50 N gemessen. Die einzelnen Messpunkte wurden in logarithmischen Abstdnden im
Bereich von 0,5 bis 50 s aufgenommen, damit sich bei den jeweiligen Scherraten ein Gleich-
gewicht einstellen konnte. Aus diesen Messungen wurden die Flie3grenze (Schnittpunkt der
Speicher- und Verlustmodulkurven), der Verlustfaktor tan 6 (Quotient aus Verlust- und
Speichermodul) und der LVEB ermittelt. Im Frequenzdurchlauf wurden Speicher- und
Verlustmodul in Abhangigkeit der Kreisfrequenz von 0,1 bis 1000 s™ bei konstanter
Amplitude mit einer Deformation im LVVEB gemessen.

Zur Bestimmung des Freisetzungsverhaltens wurden unter sterilen Bedingungen zu je
500 uL Hydrogele mit einer Beladung von 10 mg Protein im gequollenen Zustand je 1 ml
10 millimolarer PBS-Puffer pH 7,4 zugegeben. Nach definierten Zeitintervallen wurde die
Proteinkonzentration im Uberstand mittel Bradford-Protein Assay bestimmt. AnschlieRend

wurde der Uberstand abgenommen und durch 1 ml frischen Puffer ersetzt.

Nach dem Power Law™® wurde in logarithmierter Form das freigesetzte Protein gegen die

Zeit dargestellt werden (Formel 13):

Formel 13: Beschreibung der Proteinfreisetzung aus Hydrogelen nach dem Power Law

M/M Anteil der freigesetzten Wirkstoffmenge
N zum Zeitpunkt t (mg)

M M .
—t=k*t”<:>ln[—tjzlnk+n*lnt t Zeit
M., M., k Geschwindigkeitskonstante
n Freisetzungsexponent, Power-law-Exponent

Aus der Steigung n der logarithmierten Power Law Gleichung wurde der Freisetzungs-

mechanismus bestimmt. Man unterscheidet dabei drei Falle:
e n=0,45-0,5 Proteinfreisetzung nach der Fick’schen Diffusion (Case-I-Transport)

e 05<n«<1 Proteinfreisetzung nach der Fick’schen Diffusion wird durch
Quellung und Erosion beeinflusst (Case-I1-Transport)

e n=1 Konzentrationsunabhdngige Proteinfreisetzung durch Quellung
und Erosion des Hydrogels

AbschlieBend wurde die Mdglichkeit der kovalenten Bindung der PEG-DA-Hydrogele
auf Oberflachen untersucht. Hierzu wurden je 500 pL einer 35 %-igen Polymerisations-
l6sung von PEG-DA MWS575 auf unbeschichtete Glasobjekttrager sowie auf Glasobjekt-

trager, welche mittels Silanisierung mit Acrylatfunktionen ausgerustet wurden (siehe Kapitel
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4.2.11), innerhalb von 5 Sekunden polymerisiert. Die Stabilitat der kovalenten Bindung

wurde in drei Versuchsanordnungen tberprft:

e Unvollstandige Trocknung der Hydrogele bei Raumtemperatur innerhalb von
60 Minuten,

e Behandlung fur 60 Minuten im Ultraschallbad und

e Quellung in MilliQ innerhalb von 20 h.

4.2.16 Statistische Methoden

Die Experimente wurden im Regelfall mit einer Stichprobenanzahl von n > 3 durchgefihrt
und mit Hilfe von Excel wurden die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet.
Mit dem F-Test wurde die statistische Signifikanz des Unterschiedes zweier Varianzen
untersucht. Unter zu Hilfenahme des einseitigen Student-Testes wurden die Unterschiede der
Mittelwerte mit p < 0,05 zur Ermittlung der Signifikanz bestimmt. Die statistische
Signifikant ist in den jeweiligen Abbildungen mit * gekennzeichnet. Alle Graphen und

Diagramme wurden mit OriginPro 8 G erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression der AHL-lactonasen im Bioreaktor

Die optimierten Fermentationsparameter von Kerger'® sind erfolgreich auf die Expression
von MBP-AIiA, MBP-AIiB beziehungsweise MBP-BIcC (ehemals MBP-AttM) in einem
Bioreaktor im ausgewahlten Expressionsstamm E. coli SoluBL21™ (DE3) iibertragbar.
Abbildung 27 zeigt den Nachweis des Zielproteins im Fermentationsverlauf, sowohl mittels
Coomassie-geféarbter SDS-PAGE als auch im Western Blot und anschliefender Immunode-
tektion mit spezifischem MBP-Antikorper (Western Blot, siehe Kapitel 4.2.3).

A Oh 05h1h 2h 3h 4h 5h 6h Oh 05h1h 2h 3h 4h 5h 6h
MBP-Aii
70 kDa = T et 1 X ]
B Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h

ol S N =
MBP-AEL_ = k| [ ——
76kDa | o - b2 kDa ==

- 49 KDa| ==

- - -

11 0m1]p ™
- - -

c oh 05h 1h 2h 30 4 oh 05h 1h 2h 3h 4n
MBP-BlcC —
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Abbildung 27: Nachweis der Expression der MBP-AHL-Lactonasen im zeitlichen Verlauf

Je 1 uL Fermentationsbriithe zum Erntezeitpunkt wurde mittels SDS-PAGE mit einem 4 bis 12 %-igen Bis-
Tris Gel aufgetrennt:

A) Expression von MBP-AIiA (72 kDa) Uber eine Expressionszeit von 6 h;
B) Expression von MBP-AIiB (70 kDa) liber eine Expressionszeit von 6 h;
C) Expression von MBP-BIcC (71 kDa) uiber eine Expressionszeit von 4 h

Linke Spalte: Visualisierung durch Coomassiefarbung;
Rechte Spalte: Western Blot mit Immunodetektion mit spezifischem MBP-Antikdrper (Western Blot)
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Bereits ohne Induktion werden die jeweiligen AHL-lactonasen in sehr geringer Kon-
zentration exprimiert (siehe Abbildung 27 bei t=0h). Durch die Zugabe von IPTG als
Induktor wird eine Uberexpression (siehe Abbildung 27: Werte bei t=0,5h) der AHL-
lactonasen erreicht. Die Expression zeigt einen akkumulierten Verlauf ber die Expres-

sionsdauer. Zum Zeitpunkt t = 4 h zeigt sich eine leichte Abnahme der AHL-Konzentration.

Die Translation der Fusionsproteine startet beim N-terminalen MBP. Bei der Expression von
MBP-AIiA und MBP-AIiIB tritt teilweise eine unvollstdndige Translation der Fusionsproteine
auf. Im Western Blot der jeweiligen AHL-lactonasen ist bei 50 kDa eine schwache,
korrespondierende Bande durch den MBP-Antikorper nachweisbar. Eine Bande der
Proteingrofie von 40 kDa ist unvollstandig synthetisiertem MBP-AiiA-Fusionsprotein zu zu-
ordnen. Diese Synthesebruchstiicke sind jedoch im Vergleich zum Kkorrekt synthetisierten

Fusionsprotein in einem geringeren Mafe vorhanden.

M MBP-Standard AiiA AiiB BlcC
50ng 100ng 150ng 200ng 250ng als MBP-Fusionsprotein

7=
63 kDa| e -_ o

49 kDa| we=

28 kDa | we—=
—

Abbildung 28: Quantitativer Western Blot zur Bestimmung der Expression

Western Blot mit spezifischer MBP-Antikdrperfarbung zum Nachweis von in einem 4 bis 12 %.igen Bis-Tris-Gel
aufgetrennten Proteinen.

Spalte 1 bis 5: Maltosebindendes Protein (42 kDa) als Standard in den Konzentrationen 50/100/150/200/250 ng;
Spalte 6: MBP-AIiA (70 kDa);
Spalte 7: MBP-AIiB (76 kDa);
Spalte 8: MBP-BIcC (71 kDa)

Der Anteil der jeweiligen AHL-lactonase am Gesamtprotein und die Ausbeute ist mit dem
Bradford-Protein Assay und einem quantitativen Western Blot mit einem MPB-Standard von
50 ng bis 250 ng MBP bestimmbar (siehe Abbildung 28 und Tabelle 13).

Tabelle 13: Expression entsprechender AHL-lactonasen in einem Bioreaktor

AilA  AiiB  BIcC (ex AttM)

Zellzahlkonzentration bei der Induktion, ODggonm (-) 66 56 41
Trockenmasse am Ende der Expression (g/1) 31 30 17
Anteil der AHL-lactonase am Gesamtzellprotein ( %) 1,8 1,0 1,4

Ausbeute (mg/l) 1180 660 1000
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Bei der Hochzelldichtefermentation werden Zelldichten von bis zu 10™ Zellen/I erreicht.
Dies entspricht einer Trockenmasse von 30 g/l. Hiermit wird, in Abhéangigkeit der Zell-
dichte, bis zu 1,2 g/l der jeweiligen AHL-lactonase als Fusionsprotein exprimiert. Mit Co?*-
lonen als Cofaktor ist bei MBP-AiiA mit 1,2 g/l und MBP-BlcC mit 1,0 g/l im Vergleich zu
MBP-AIiiB mit Zn**-lonen als Cofaktor mit 0,7 g/l eine 1,5 bis 1,8-fache héhere Ausbeute
erreichbar (siehe Tabelle 13). Insgesamt betrdgt der Anteil der AHL-lactonasen am
Gesamtprotein von E. coli SoluBL21 (DE) 1,0 bis 1,8 %.

Literaturangaben zu den drei hier verwendeten AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BicC
beziehen sich in erster Linie auf AjiA°" % 9 176, 203, 222,239, 241, 244, 298, 309, 321, 350 A\jiA st also
von den drei ausgewéhlten AHL-lactonasen am umfassendsten erforscht: Daher werden im
Folgenden in erster Linie die AHL-lactonasen AiiB und BlcC hinsichtlich ihrer Aufreinig-

ung und ihrer Charakterisierung untersucht.

5.2 Aufreinigung der AHL-lactonasen mittels chromato-
graphischer Methoden

Qualitatskriterien der Aufreinigung der AHL-lactonasen sind zum einen die Proteinausbeute
(Quantitat) und zum anderen die Reinheit (Qualitat). Um diese effektiv zu erreichen, wird
eine dreistufige Reinigungsstrategie gewéhlt:
1. Anionenaustauschchromatographie (AIEX, Mono_Q_ HR_5/5-Sdule) mit einer
vorgeschalteten Entsalzung des Rohzelllysats,
2. Affinitatschromatographie (AC, MBP_Trap_1 ml-Séaule) des Fusionsprotein-
enthaltenden Eluats der Anionenaustauschchromatographie und anschliefendem
Abschneiden des MBP-Tags mit einer ACTEV-Protease und

3. Grolkenausschlusschromatographie (SE; Superdex_75 10/300_GL-Séule) der Eluat-

fraktion aus der Affinitatschromatographie, welche die AHL-lactonase enthdlt.

AbschlieBend erfolgt eine Aufkonzentration des jeweiligen Zielproteins, indem das Proben-

volumen in einem Zentrifugenfilterréhrchen eingeengt wird.

Im ersten Schritt, der Anionen-austauschchromatographie, wird die Proteinkonzentration der
Probe verringert, um eine Uberladung der MBP_Trap_1_ml-Séule zu vermeiden. Hierdurch
wird sowohl die unspezifische Bindung von unerwinschten Proteinen an der Saule
verringert, als auch der Verlust von nicht gebundener AHL-lactonase reduziert, welche

aufgrund von besetzten Bindungsstellen des Saulenmaterials ausgewaschen werden wiirde.
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Abbildung 29: Anionenaustauschchromatographie
A) Elution von MBP-AIiA; B) Elution von MBP-BIcC

Abbildung 29 zeigt typische Elutionsprofile der AIEX von MBP-AiiB und MBP-BIcC. Die
Fraktionen, welche das jeweilige Zielprotein enthalten, werden mit Western Blot Analyse
ermittelt (entsprechende Daten sind hier nicht gezeigt). Dies ist notig, da die Trennleistung

der Sdule mit der aufgetragenen Proteinkonzentration variiert®’

und die Fraktionen, welche
die Zielproteine enthalten, ebenso variieren. Zur weiteren Aufreinigung werden ent-

sprechende das Zielprotein enthaltende Fraktionen vereinigt.

Im zweiten Schritt, der Affintidtschromatographie, erfolgt die gezielte Abtrennung der
Fusionsproteine aus dem Proteingemisch durch die spezifische Bindung des MBP-Tags an
die Maltose des Saulenmaterials. Anschliefend wird an einer definierten Schnittstelle

zwischen MBP-Tag und AHL-lactonase das rekombinante Protein durch Zugabe einer
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ACTEV-Protease gezielt geschnitten, so dass im Eluat die AHL-lactonase ohne Tag sowie

die ACTEV-Protease vorliegen. Abbildung 30 zeigt typische AC-laufe von AiiB und BlcC.
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Abbildung 30: Affinitdtschromatographie
A: Elution von AiiB; B: Elution von BlcC

Im dritten Trennungsschritt, der GréBenausschlusschromatographie, wird anhand der Stokes-
Radien der Proteine reine AHL-lactonasen von den restlichen Verunreinigungen abgetrennt.
Als Verunreinigungen sind in erster Linie unvollstdndig synthetisierte AHL-lactonasen als
auch ACTEV aus dem vorhergehenden Reinigungsschritt enthalten. Abbildung 31 zeigt
typische Elutionsprofile der SE der Eluate aus der AC. Die Eluatfraktionen, welche das

Zielprotein enthalten, werden mit Western Blot Analyse (Ergebnisse sind hier nicht gezeigt)
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ermittelt. AiiB beziehungsweise BlcC befinden sich stets im ersten Peak, das heift in den

Eluatfraktionen 6 bis 9.
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Abbildung 31: GréRenausschlusschromatographie
:A Elution von AiiB; B: Elution von BlcC
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AiiB
32 kDa

Abbildung 32: Aufreinigung der AHL Uber die einzelnen Chromatographieschritte

Die Proteine von je 20 pL Probe (1 pL Probe bei 1) wurden in einem 4 bis 12 %-igen Bis-Tris-SDS-PAGE-Gel
der GroRe nach aufgetrennt:

M) Marker; 1) Rohzelllysat; 2) Eluat der Anionenaustauschchromatographie; 3) Eluat der Affinitéts-
chromatographie; 4) Eluat der GréRenausschlusschromatographie;

Links: Visualisierung durch Coomassiefarbung; Rechts: Visualisierung durch Silberfarbung A) AiiB, B) BlcC

Abbildung 32 zeigt die Aufreinigung der AHL-lactonasen, beginnend bei dem Rohzelllysat
Uber AIEX, AC und SE mit welcher die AHL-lactonasen AiiB und BlcC bis zu einem
Reinheitsgrad von 99 % aufreinigbar sind. Dieser Reinheitsgrad wird nach allgemeiner
Konvention anhand der Coomassiefarbung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
bestimmt. In der entsprechenden Silberfarbung sind noch geringe Verunreinigungen zu
erkennen. Diese sind aufgrund ihrer niedrigen Konzentration zu vernachlassigen, so dass die

aufgereinigten AHL-lactonasen als rein zu betrachten sind.

Tabelle 14: Qualitat der aufgereinigten AHL-lactonasen

AiiA  AiIB  BIcC (ex AttM)

MALDI-TOF Sequenzidentifizierungsanteil ( %) n. d. 75,3 61,7
Reinheitsgrad aus MALDI-TOF ( %) n. d. > 95 >95
Reinheitsgrad aus SDS-PAGE mit Silberfarbung ( %) n. d. 99 99

Mittels massenspektrometrischer Untersuchung wird die Sequenz der aufgereinigten Protein-
fraktionen mit den jeweiligen AHL-lactonase-Sequenzen, welche in der Literatur beschrieb-
en sind, abgeglichen. Die Sequenz von AiiB ist mit einer Identitdt von 75,3 % und die

Sequenz von BlcC mit einer Identitit von 61,7 % verifiziert (siehe Tabelle 14).

5.3 Charakterisierung der aufgereinigten AHL-lactonasen

Basierend auf der Aminosduresequenz der AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BlcC werden

deren physiko-chemische Eigenschaften betrachtet. Hierzu sind deren Sequenzen (siehe
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128 des ExPASyY Proteomics Servers des Swiss

Abbildung 33) mit dem Programm ProtParam
Institute of Bioinformatics (SIB; http://www.expasy.org) ausgewertet worden. Der hydro-
dynamische Radius ist basierend auf dem Molekulargewicht nach Wilkins**® abgeschétzt.

Tabelle 15 listet die Ergebnisse dieser Modellierungen und Abschatzungen im Uberblick auf.

AiiA
1 svnstltpgn lInlpvweyl  leteegpilv dtgmpeiavn neglfngtfv egqgilpkmte
61 edriitilkr agyepddlly iisshlhfdh aggngafsnt piiigraeye aaqyreeylk

121 ecilphlnyk iiegdyevvp gvrllytpgh spghgsllie  teksgpillt idasytkenf
181 edevpfagfd  selalssikr lkevvakekp iiffghdieq  ekgckafpey i

AiiB

1  mgnklfvidl geirvdenfi  ianstfvtpq kptvssrlid  ipvsayligc tdatvlydtg
61 chpecmgtng rwpagsqlna pyigasecnl perlrglgls  pddistvvls hlhndhagcv
121 eyfgksrlia hedefatavr yfatgdhssp yivkdieawl atprnwdlvg rdererelap
181 gvnlinfgtg hasgmiglav rlekgpgfll vsdacytatn ygpparragv Ihdtigydrt

241 vshirqyaes rsltvlfghd reqfasliks tdgfye

BlcC

1 mlgsgtlkck vhnikmnagn gadyeipvpf flithpaght vidggnaiev atdprghwgg

61 icdvywpvld kdggcvdqik algfdpadvk yvvgshlhld htgaigrfpn athivgrsey

121 eyaftpdwfa  gggyirkdfd  kpglkwgfln gaqddyydvy gdgtlttift — pghapghqgsf
181 Ivripnskpl lItidaaytl dhweekalpg flastvdtvr  svgklrtyae khdatvvtgh

241 dpdawanfkk apefya
. _________________________________________________________________________________________________________________________|

Abbildung 33: Aminoséuresequenz von AiiA, AiiB und BlcC

Die Sequenzinformationen stammen aus der allgemein zugénglichen Datenbank NCBI Entrez Protein (National
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit folgenden Referenznummern: AiiA

ACI96341.1; AiiB A9CKY2 und BlcC AAD43990.

Fur eine spatere Immobilisierung, insbesondere fiir den Einschluss in ein Hydrogel, ist der
hydrodynamische Radius als Mal fiir die ProteingréRe von groRer Bedeutung. Anhand der
Molekulargewichte werden folgende hydrodynamische Radien der AHL-lactonasen
abgeschatzt: AilA (MW =28,09kDa) 2,30+0,12nm, AiiB (MW =230,56 kDa)
2,42 £ 0,12 nm und BlcC (MW = 28,46 kDa) 2,37 + 12 nm.

Bei der adsorptiven Immobilisierung mittels ionischer Wechselwirkungen ist der iso-
elektrische Punkt der jeweiligen AHL-lactonasen zur Auswahl eines geeigneten Puffers
wichtig, da Material und AHL-lactonase idealerweise eine gegenpolige Ladung tragen
sollten. Die unterschiedlichen Anteile der positiv und negativ geladenen Aminoséuren fiihren
zu folgenden isoelektrischen Punkten: AiiA mit 4,77; AiiB mit 5,45 und BlcC mit 5,75.


http://www.expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabelle 15: Physikochemische Eigenschaften von AiiA, AiiB und BlcC

AiiA AiiB BlcC (ehemals AttM)
Herkunft B. thuringiensis  A. tumefaciens C58  A. tumefaciens C58
Anzahl der Aminosduren 250 276 256
Molekulargewicht (kDa) 28,09 30,56 28,46
Theor. isoelektrischer Punkt 4,77 5,45 5,75
Anteil negativ geladener Aminosauren (%) 20,4 19,2 14,8
Anteil positiv geladener Aminoséauren (%) 15,2 12,3 12,1
Anteil unpolarer Aminoséuren (%) 50,4 48,9 51,5
Hydrodynamischer Radius (nm) nach 2,30 +£0,12 2,42+0,12 2,37+0,12

Wilkins®%®

APrWONEFE, PRPON_DOWDNPRE

Neben der adsorptiven Immobilisierung mittels ionischer Wechselwirkungen kdnnen
Proteine uber hydrophile/hydrophobe Wechselwirkungen auf Adsorptionsmaterialien physi-
sorbiert werden. Der Anteil der unpolaren Aminosduren betragt bei AiiA 50,4 %, bei AiiB
48,9 % und BlcC 51,5%. Bei einer Immobilisierung Uber diese verhaltnismaBig grofien
unpolaren Bereiche der AHL-lactonasen besteht die Gefahr einer Konformationsanderung
der AHL-lactonasen, da diese Bereiche sich in wassriger Umgebung Uberwiegend im
Inneren von AiiA befinden (Ergebnisse hier nicht gezeigt). Dies fuhrt wiederum zu einem
Verlust der spezifischen Aktivitat. Abbildung 34 zeigt am Beispiel AiiA, dargestellt mit der
Geneious Free Software'®, die Verteilung von unpolaren/hydrophoben, polaren/neutralen
sowie basischen und sauren Aminosauren entlang der Peptidsequenz und den daraus

resultierenden Verteilungen der isoelektrischen Punkte und der Hydrophobizitét.
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Abbildung 34: Physiko-chemische Eigenschaften der Primarstruktur von AiiA

Dargestellt mit der Geneious Free Software'%. 1 Aminosauresequenz und Sekundarstruktur der AHL-lactonase, 2
Aminosdureladung, hierbei entspricht die mittlere Basislinie einer neutralen Ladung, 3 Hydrophobizitit, 4
isoelektrischer Punkt
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Mit dem Programm Swiss-PdbViewer (aka DeepView:; http://www.expasy.org/spdbv)™*

werden zugangliche Aminoséauren visualisiert. Abbildung 35 zeigt dies beispielhaft an AiiA.
Hier sind Arg2, Glyl und Glul39 frei zugéanglich. Diese Aminosauren kénnten beispiels-
weise zur Immobilisierung Uber ionische Wechselwirkungen genutzt werden. Arginin (pKa
12,5) tragt bei einem pH-Wert bis 13,0 eine positive Ladung, wohingegen Glutaminséure
(pKa 4,3) bis pH-Wert 4,0 eine negative Summenladung besitzt. Weitere zugéngliche
Aminosduren sind: 1123, His137, Glu215, Lys232 und Lys245. Hier kdnnten beispielsweise
die Carboxyfunktion von Glu215 oder die Aminofunktionen von Lys232 und Lys245 zu

einer kovalenten Verkniipfung genutzt werden.

Abbildung 35: Tertiarstruktur von AiiA

Darstellung der Zugénglichkeit der Aminosduren in der Tertidrstruktur mit dem Swiss-PdbViewer (aka
DeepView; http://www.expasy.org/spdbv)*%.

Zur weiteren Strukturanalyse der Sekundérstruktur von AiiB und BlcC werden diese mittels
FT-IR/ATR untersucht. Abbildung 36 zeigt die jeweiligen FT-IR/ATR-Spektren und die
zweite Ableitung der ausgewahlten Spektren von AiiB und BlcC im Bereich 1750 cm™ bis

1200 cm’*, welcher der sensitive Bereich der Amid-1- und Amid-I1-Banden ist.

Tabelle 16: FT-IR/ATR-Bandenzuordnung fur AiiB und BlcC

AiiB BlcC
Amid | 1641 cm™ 1654/1635 cm™
Amid I 1554/1541 cm™ 1542 cmt
NH;*/CH, 1475 cm? 1522 cm

Amid 111 1399 cm™? 1367/1353 cm



http://www.expasy.org/spdbv/
http://www.expasy.org/spdbv/
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Mit der OPUS-Software wird flr AiiB ein a-Helix-Anteil von 11,4 £ 2,2 % (Amid-1-Bande
bei 1641 cm™) und einen B-Faltblatt-Anteil von 36,2 + 2,9 % vorhergesagt. Firr BlcC wird
ein a-Helix-Anteil von 4,4 + 4,2 % (Amid-I-Bande bei 1654/1635 cm™) und ein B-Faltblatt-
Anteil von 32,4 + 0,7 % bestimmt. Der VVorhersagefehler fir den a-Helix-Anteil betragt 5,5 %
und fir den B-Faltblatt-Anteil 4,5 %. Des Weiteren wird fiir BlcC bei 1420/1406 cm™ eine
ausgepragte Bande ermittelt, welche den sauren Seitenketten zuzu-ordnen ist. Tabelle 16
listet die Bandenzuordnungen der Spektren beziehungsweise der zweiten Ableitung dieser
von AiiB und BlcC auf.
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Abbildung 36: FT-IR/ATR-Spektren von AiiB und BlcC

FT-IR/ATR-Spektren von AiiB und BlcC im Bereich 1750 cm™ bis 1200 cm™ sowie deren zweite Ableitungen.
A) FT-IR/ATR-Spektrum von AiiB mit der Amid-I-Bande bei 1641 cm™ und der Amid-11-Bande bei 1554-1541
cm®. B) Zweite Ableitung des FT-IR/ATR-Spektrums von AiiB; C) FT-IR/ATR-Spektrum von BlcC mit der
Amid-1-Bande bei 1654/1635 cm™ und der Amid-11-Bande bei 1542 cm™; D) Zweite Ableitung des FT-IR/ATR-
Spektrums von BlcC.

Im folgenden Abschnitt werden die spezifischen Aktivitdten der AHL-lactonasen AiiB und
BlcC hinsichtlich der drei Substrate N-Hexanoyl-DL-homoserinlacton (C6-HSL), N-Dodeca-
noyl-DL-Homoserinlacton (C12-HSL) und N-(3-Oxododecanoyl)-I-homoserinlacton (3-oxo-
HSL) néher betrachtet. Zum einen wird mit dem Pyraninassay die Substratspezifitat von C6-
HSL, C12-HSL und 3-oxo-HSL rein chemisch betrachtet, zum anderen wird diese
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Substratspezifitdt der AHL-lactonasen mit Hilfe des Reporterstammes A. tumefaciens
NTL4(pCF218)(pCF372) im ONPG- und X-Gal-Assay auf ihre QQ-Wirkung getestet.

Abbildung 37 zeigt den Umsatz des jeweiligen Substrates C6-HSL, C12-HSL und 3-oxo-
HSL durch je 0,75 ng/ml eingesetzter AHL-lactonase AiiB oder BlcC. Der Umsatz der
Substrate zu ihrer jeweiligen korrespondierenden Séure (siehe Abbildung 37) wird anhand
einer pH-Wert-Anderung in einer Inkubationszeit von 60 min verfolgt. Diese Anderung wird
mit dem pH-Wert-abhéngigen Fluoreszenzfarbstoff Pyranin quantifiziert. AiiB setzt sowohl
C6-HSL (0,072 + 0,002 pH-Einheiten) als auch 3-oxo-HSL (0,066 + 0,003 pH-Einheiten) in
gleichem Male um, wohingegen AiiB gegentiber C12-HSL einen erhéhten Umsatz von
0,105 £ 0,032 pH-Einheiten zeigt. BlcC setzt bevorzugt 3-oxo-HSL (0,399 +£0,003 pH-
Einheiten) und C6-HSL (0,273 + 0,035 pH-Einheiten) um, wohingegen es C12-HSL nur in
geringem MaRe umsetzt (0,104 £0,040 pH-Einheiten).
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Abbildung 37: Pyraninassay mit unterschiedlichen Substraten

Der Umsatz unterschiedlicher Substrate (C6-HSL, C12-HSL und 3-oxo-HSL) durch je 0,75 ng AiiB oder BlcC
wurde mittels der pH-Wert-Anderung mit dem pH-Wert-Indikator Pyranin innerhalb von 60 min verfolgt.

Der ONPG- und der X-Gal-Assay haben gemeinsam, dass der Umsatz des Substrates durch
die AHL-lactonasen mit dem Reporterstamm A. tumefaciens NTL4(pCF218)(pCF372)
getestet wird. Dieser Stamm ist nicht in der Lage, das AHL-Signalmolekil zu produzieren,
wohl aber dieses zu detektieren. Durch eine tral-lacZ Promotorfusion wird bei Aktivierung
der tral Gene B-Galactosidase gebildet. Im X-Gal Assay mit C6-HSL als Substrat fir die
AHL-lactonase wurde 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) zu 5-

Bromo-4-chloro-3-Hydroxyindol, welches weiter zu dem blauen Farbstoff 5,5 -Dibromo-
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4,4"-dichloro-indigo oxidiert. Im ONPG-Assay mit 3-oxo-HSL als Substrat fir die AHL-
lactonase wird 2-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG) zu dem gelben Farbstoff o-

Nitrophenol umgesetzt.

Im ONPG-Assay ist fir AiiB ein Umsatz von 3-oxo-HSL von 7,8 + 0,7 nM nachweisbar, fur
BlcC betréagt dieser Substratumsatz 9,4 = 0,2 nM. Im X-Gal-Assay ist eine direkte absolute
Quantifizierung nicht moéglich, da zwischen dem Umsatz von X-Gal und der eingesetzten
C6-HSL-Konzentration kein direkter linearer Zusammenhang besteht. Die spezifische
Aktivitat von AiiB kann mit 76,9 + 4,9 % und BlcC mit 81,4 £6,1% im Vergleich zur
eingesetzten AHL-Konzentration von 10 uM lediglich als relativer Wert angegeben werden.

5.4 Proteinschonende Immobilisierungsmethoden

Ob eine Methode zur Immobilisierung von Enzymen geeignet ist, wird von den Struktur-
veranderungen des Enzyms und den damit einhergehenden Veranderungen der katalytischen
Aktivitat durch die Immobilisierung bestimmt. Hierbei sind die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Tragermaterialien und die gewahlten Reaktionsbedingungen der Immobi-
lisierung ausschlaggebend (siehe Kapitel 3.2). Fir die adsorptive und die chemisorptive
Immobilisierung sowie fiir den Einschluss eines Proteins in eine polymere Matrix werden
diese, zum Teil anhand von Lysozym, Subtilisin und DNase als Modellenzyme, betrachtet.
Zur Immobilisierung der AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BlcC werden die physikalisch-

chemischen Eigenschaften der Trégermaterialien sowie die Reaktionsbedingungen optimiert.

5.4.1 Adsorptive Immobilisierung

Sechs unterschiedliche partikuldre Tragermaterialien werden auf lhre Eignung zur ad-

sorptiven Immobilisierung gepruft:
e  Aluminiumhydroxid (Martinal ON 320; Al(OH)3),
e Calciumhydrogenphosphat (Hydroxylapatit, Cas|OH|(PO,)s]),
o Kalksodaglaskiigelchen (KSG),
o Poly-(Methacrylsaure-co-Ethylenglykoldimethacrylat ((MA-EGDMA),
e Polystyrol-Acrylséure (PS-AA) und
o Siliziumdioxid (Aerosil 200; SiOy).

Bei diesen Materialien handelt es sich Gberwiegend um kommerzielle Materialien, deren

Bezugsquellen in Tabelle 45 aufgefiihrt sind.
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Abbildung 38: Elektronen-/lichtmikroskopische Aufnahmen der Adsorptionssubstrate

A) Polystyrol-Acrylsaure; B) Poly-(Methacrylsaure-co-Ethylenglykoldimethacrylat; C) Kalksodaglaskiigelchen;
D) Siliziumdioxid; E) Calciumhydrogenphosphat; F) Aluminiumhydroxid

Zunéchst werden die physikalischen Eigenschaften der Adsorptionsmaterialien betrachtet.
Hierzu zéhlen die GroRRe ihrer spezifischen Oberflache und der mittlere Durchmesser
eventuell vorhandener Poren, die Partikelabmessungen in trockenem Zustand, welche an-
hand von mikroskopischen Aufnahmen (siehe Abbildung 38) ermittelt werden, und die
Partikelabmessungen in wassriger Umgebung (hydrodynamischer Radius), welche mit der
dynamischen Lichtstreuung bestimmt werden. Tabelle 17 zeigt diese physikalischen Eigen-
schaften der Adsorptionssubstrate im Uberblick.
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Tabelle 17: Physikalische Eigenschaften der Adsorptionsmaterialien

Material BET- Porendurch- Hydro- Partikel- r,/r
Oberflache messer dynamischer abmessung r
Radius r, (nm)

(m?/g) (nm) (nm) Q]
Siliziumdioxid 188 - 141+ 61 20 7,0
Poly-(Methacrylsdure-co- 50 - 214 +9 80 2,5
Ethylenglykoldimethacrylat)
Calciumhydrogenphosphat 32 - 299 + 141 100 x 30 2,9
Polystyrol-Acrylsaure 21 - 678 + 120 120 3,8
Aluminiumhydroxid 15 5,3 389 + 215 80 x 30 4,5
Kalksodaglaskiigelchen <1 - n. d. 200 000 n. b.

Prinzipiell gilt: Je groRer die spezifische Oberflache ist, desto mehr Protein kann immobi-
lisiert werden. Daher werden beziiglich der BET-Oberflache Materialien in drei verschied-
enen GroRenordnungen ausgewahlt: Siliziumdioxid mit einer relativ grofRen Oberflache von
188 m?/g, Kalksodaglaskiigelchen mit einer sehr geringen Oberflache von 0,1 m*g und vier
weitere Materialien mit Oberflachen von 15 bis 50 m?/g.

Zusétzlich ist Al(OH); ein pordses Material, dessen Porendurchmesser bei 5,3 nm liegt. Bei
der BET-Oberflachenbestimmung wird die innere Oberflache dieser Poren bericksichtigt.
Mit theoretischen hydrodynamischen Radien von 2,3 bis 2,4 nm sind die AHL-lactonasen in
der Lage, in diese Poren einzudringen und die innere Flache ebenfalls zur Adsorption zu

nutzen.

Bei vier der ausgewahlten Materialien handelt es sich um runde Partikel (SiO,, PS-AA, KSG
und pMA-EGDMA), Cas[OH|(PO,)s] weist eine Nadelform auf und AI(OH); ist quader-
formig (siehe Abbildung 38). Mit der Auswahl sind drei verschiedene Grolienbereiche
abgedeckt: GroRe Partikel mit 200 um, sehr kleine Partikel mit 20 nm und Partikel im

GroRenbereich um die 100 nm.

Zwischen der spezifischen Oberflache und den Partikelabmessungen besteht ein direkter
Zusammenhang. Die SiO,-Partikel mit den kleinsten Abmessungen (20 nm) besitzen mit
188 m?/g die groRte BET-Oberflache, wohingegen die KSG-Kiigelchen mit einem Durch-
messer von 200 pm die kleinste BET-Oberfléche (0,1 m?/g) aufweisen.

Der hydrodynamische Radius des Partikels in Losung entspricht dem 2,5- bis 4,5-fachen der
Abmessungen im trockenen Zustand. Dies ist auf die Solvathille aus Lésungsmittelmole-
kilen, welche sich um den Partikel anlagerten, zurtickzufuhren. Lediglich SiO, weist mit 7,0
ein hoheres ry/r-Verhéltnis auf. Dieses ist, ebenso wie die starke Streuung der hydro-
dynamischen Radien von AI(OH); und Cas[OH|(PO,)s], durch die Agglomeration einzelner

Partikel zu begriinden.
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Wichtige Einflussfaktoren einer Enzym-Material-Bindung unter Beibehaltung der Enzym-
aktivitat sind, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, die Chemie des Materials und des Enzyms
sowie das Reaktionsmedium. Uber die Materialoberflichenchemie und das Reaktions-
medium werden die Art der Wechselwirkungskrafte zwischen Material und Enzym bestimmt.
Das Reaktionsmedium bestimmt uber den pH-Wert die Struktur des Enzyms und somit
dessen aktive Konformation und die Ladungen an der Grenzschicht des Materials (Zeta-
Potential).

In Abhangigkeit der isoelektrischen Punkte (pl) der AHL-lactonasen von 4,77 fur AiiA, 5,45
far AiiB und 5,75 flr BlcC (siehe Tabelle 15) werden Citratpuffer mit pH 4,0 bzw. pH 6,5
als Immobilisationspuffer angewendet. Bei einem pH-Wert von 4,0 trdgt das Enzym
aufgrund der abnehmenden Dissoziation der S&uregruppe eine positive Summenladung,
wohingegen bei einem pH-Wert von 6,4 das Enzym aufgrund der zunehmenden Dissoziation

der Sdure negativ geladen ist.

Tabelle 18: Zeta-Potential der Adsorptionsmaterialien in Citratpuffer mit pH 4,0/pH 6,5

Material ¢-Potential ¢-Potential
pH 4,0 pH 6,5
(mV) (mvV)
Siliziumdioxid 0,6+0,2 -248+28
Calciumhydrogenphosphat -140+15 -455+13
Poly-(Methacrylsdure-co-Ethylenglykoldimethacrylat) -25,2+0,9 -76,2+1,9
Polystyrol-Acrylsdure -42,0+0,9 -63,3+0,7
Aluminiumhydroxid -37,0+1,7 -65,0+1,6
Kalksodaglaskiigelchen n. b. n. b.

Die Immobilisierung ber ionische Wechselwirkungen besitzt mit 100-350 kJ/mol die grofite
Bindungsstarke und tritt daher bevorzugt auf. Voraussetzung fur diese Art der Immobi-
lisierung ist, dass das Material gegentiber dem Enzym eine entgegengesetzte Ladung tragt.
Bei einem pH-Wert von 6,5 besitzen die AHL-lactonasen ebenso wie die Adsorptions-
materialien mit Zeta-Potentialen von -76,2 bis -24,8 mV eine negative Summenladung (siehe
Tabelle 18). Bei einem pH-Wert von 4,0 dagegen, welcher Kleiner als der pl ist, sind die
AHL-lactonasen positiv geladen, wohingegen die Adsorptionsmaterialien mit Zeta-Poten-
tialen von -42,0 bis -14,0 mV negativ geladen sind (siehe Tabelle 18). Es wird daher zur
Immobilisierung mittels ionischer Wechselwirkungen der Citratpuffer bei einem pH-Wert
von 4,0 gewéhlt, da hier Material und Enzym gegenpolig geladen sind. Aufgrund des
positiven Zeta-Potentials von 0,6 mV des SiO, kann hier keine Immobilisierung (ber

ionische Wechselwirkungen stattfinden.



106 Ergebnisse

Tabelle 19: Chemische Eigenschaften der Adsorptionsmaterialien

Material H-Bricken- Verhéltniszu  Vorrickkontaktwinkel
Bindung Wasser mit Wasser
)

Aluminiumhydroxid moglich hydrophil 192+1,6

Calciumhydrogenphosphat n. b. hydrophil n. b.

Kalksodaglas n. b. n. b. n. b.

Poly-(Methacrylséure-co- mdglich hydrophil/ n. b.

Ethylenglykoldimethacrylat) hydrophob

Polystyrol- moglich hydrophob 635+8,1

Acrylséure hydrophil

Siliziumdioxid n. b. hydrophil/ 30,1+6,0
hydrophob

Neben der adsorptiven Immobilisierung tber ionische Wechselwirkungen kann eine Enzym-
Material-Bindung mittels Wasserstoffbriicken und un-/polaren Bindungen oder lber Van-
der-Waals-Kréfte erfolgen. Ob eine Immobilisierung tber diese Kréfte von der Materialseite
vielversprechend ist, zeigt Tabelle 19.

Hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen zwischen Enzym und Material sind weit
verbreitet. Hydrophobe Materialoberflachen begiinstigen Wechselwirkungen mit den hydro-
phoben Strukturbereichen des (meist hydrophilen) Enzyms, welche meist in dessen Innerem
liegen. Hierdurch wird oftmals die Konformation des Enzyms verandert*, was wiederum zu
einem Verlust der spezifischen Aktivitat fuhren kann. Es gilt daher fir hydrophile Enzyme
hydrophile Materialoberflachen flr die Immobilisierung zu wahlen, wohingegen fur
hydrophobe Enzyme hydrophobe Materialoberflachen zu wahlen sind, um die spezifische

Aktivitat und die Stabilitdt des immobilisierten Enzyms zu gewahrleisten.

Tabelle 20: Physikalisch-chemische Eigenschaften von Subtilisin und Lysozym

Subtilisin Lysozym
Herkunft Bacillus licheniformis Gallus gallus
Molekulargewicht (kDa) 26,8 16,2
Theoretischer isoelektrischer Punkt 8,7 9,2
Anzahl der Aminoséuren 272 147
Anteil negativ geladener Aminosauren ( %) 6,2 13,0
Anteil positiv geladener Aminosduren ( %) 3,7 6,2
Anteil unpolarer Aminosauren ( %) 43,0 40,1
Hydrodynamischer Radius (nm) nach Wilkins 3% 2,4%0,12 2,0+0,12

Entsprechend werden zur Immobilisierung der hydrophilen AHL-lactonasen entweder
hydrophile Substrate wie Cas[OH|(PO,)s] oder AlI(OH); oder Materialien mit einem hydro-
philen Anteil wie beispielsweise PS-AA, pMA-EGDMA oder SiO, verwendet (siehe Tabelle
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19). Bei den letzten beiden Uberwiegt der hydrophile Materialanteil. Dies wird mit Hilfe der
Kontaktwinkelbestimmung gezeigt, da fiir alle Materialien ein Kontaktwinkel < 90° ermittelt

wurde (siehe Tabelle 19). So besteht SiO, vor allem aus hydrophilen Silanolgruppen®*.

Tabelle 21: Zeta-Potential der Adsorptionsmaterialien zur Adsorption von Subtilisin

Material C-Potential C-Potential
pH 6,5 pH 7,8
(mV) (mV)
Siliziumdioxid -248+1,0 -18,1+1,3
Calciumhydrogenphosphat -12,4+0,6 -16,0+1,7
Aluminiumhydroxid -248+1,0 -21,1+4,2
Kalksodaglaskiigelchen n. b. n. b.

Die bisherigen Ergebnisse beziehen sich auf die Modellproteine Lysozym und Subtilisin,
deren physikalisch-chemischen Eigenschaften in Tabelle 20 aufgefiihrt sind. Es zeigt sich
sowohl bei der Immobilisierung von Subtilisin als auch bei der Immobilisierung von
Lysozym, dass bei entgegengesetzter Ladung von Enzym und Material deutlich mehr Protein
gebunden wird (siehe Abbildung 41 sowie Abbildung 39 A und B im direkten Vergleich).
Dies lasst auf eine Immobilisierung durch ionische Wechselwirkungen schlieBen. Dies trifft
selbst fur SiO, zu, welches bei pH 6,5 und pH 7,8 im Gegensatz zu pH 4,0 ein negatives
Zeta-Potential aufweist (siehe Tabelle 21).

Abbildung 39 A und Abbildung 40 A verdeutlichen den Zusammenhang zwischen spezi-
fischer Oberflache und der Gesamtmenge des immobilisierten Subtilisins. Mit zunehmender
spezifischer Oberflache des Materials steigt die Anzahl der Enzymmolekiile, welche
prinzipiell gebunden werden kdnnen. Dieser Zusammenhang ist unabhangig vom pH-Wert

wahrend der Immobilisierung.

Den Zusammenhang zwischen immobilisierter Subtilisinmenge und deren Aktivitat wird von
Abbildung 39 B und Abbildung 40 B dargestellt. Die Aktivitat des Enzyms wird von seiner
aktiven Konformation und der Zugénglichkeit des aktiven Zentrums bestimmt. Unabhéngig
vom pH-Wert wéhrend der Immobilisierung wird die spezifische Aktivitat bei dem pH-Wert

bestimmt, welcher dem pH-Optimum des Enzyms entspricht.

Aufgrund der sehr groBen spezifischen Oberflache des SiO, von 188 m?/g wird hier im
Vergleich zu den anderen Materialien mit bis zu 60 ng/mg Substrat viel Enzym gebunden.
Dieses besitzt jedoch im Vergleich zu Enzym, welches auf anderen Materialien adsorbiert
wurde, mit 78 £ 3 U/mg beziehungsweise 87 + 1 U/mg nur eine geringe Aktivitit. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Zuganglichkeit des aktiven Zentrums nicht

gewahrleistet ist oder das Substrat das aktive Zentrum nicht erreichen kann. Im Gegensatz
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hierzu binden AI(OH); und KSG aufgrund der niedrigeren spezifischen Oberflache von
15 m?g beziehungsweise 0,016 m?/g im Vergleich nur sehr geringe Enzymmengen von bis
zu 15ng/mg. Dennoch besitzen die an diesen Materialien immobilisierten Enzyme im
Vergleich eine hohe Aktivitat von bis zu 772 +27 U/mg. Das aktive Zentrum ist hier flr das

Substrat frei zuganglich.
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Abbildung 39: Zusammenhang zwischen spezifischer BET-Oberflache des Substrates und
der immobilisierten Menge Subtilisin

A) Immobilisierung bei pH 6,5 < pl B) Immobilisierung bei pH 7,8 > pl.
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Abbildung 40: Zusammenhang zwischen spezifischer Aktivitat und immobilisierter Menge
Subtilisin

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat erfolgte Uber den Umsatz des Substrates succAPF zu p-
Nitrophenol bei pH 7,5.

A) Immobilisierung bei pH 6,7 < pl; B) Immobilisierung bei pH 7,8 > pl.
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Abbildung 41: Zusammenhang zwischen immobilisierte Menge Lysozym und pH-Wert

Der Zusammenhang zwischen immobilisierter Subtilisinmenge und dessen Aktivitat weist
fiir Cas[OH|(PO4)s] und SiO, keine pH-Wert-Abhangigkeit der Immobilisierung auf. Die
Aktivitat von Subtilisin, welches bei einem pH > pl auf AlI(OH); immobilisiert wurde, zeigt
eine 50 % hdhere Aktivitat wie Subtilisin, welches bei pH < pl immobilisiert wurde. Wird
Subtilisin bei pH > pl auf KSG immobilisiert, ist die Aktivitdt im Vergleich zu einer

Immobilisierung bei pH < pl um 50 % reduziert.

5.4.2 Chemisorptive Immobilisierung

Zur chemisorptiven Immobilisierung werden Siliziumglas- und Siliziumoberflachen mittels

Silanisierung mit folgenden funktionellen Gruppen ausgerstet:
e Aminofunktionen durch 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES),
e Carboxyfunktionen durch 2-(Carboxymethylthio)ethyltrimethylsilan (CTEMS),
e Epoxidfunktionen durch 3-(Glycidoxypropyl)trimethoxysilan (GOP),
sowie ferner zur Oberflachen-Anbindung des PEG-DA-Hydrogels
o Methacrylatfunktionen durch 3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat (TESPMA).

Dazu werden die Oberflachen zunéchst gereinigt und mit einer ammoniakalischen Wasser-
stoffperoxidlésung hydrophilisiert. AnschlieBend erfolgt die Silanisierung mit einer 5 %-igen
Silanlosung in Ethanol. Uber Ellipsometrie (Schichtdickenbestimmung) und Kontakt-
winkelbestimmung mittels Sessile-Drop-Methode mit Wasser werden die einzelnen Pra-

parationsschritte bewertet und die entstandenen Silanschichten charakterisiert. Zusatzlich
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werden die Belegungsdichten der Materialien mit funktionellen Gruppen via Farbemethoden
(vergleiche Kapitel 4.2.14) bestimmt: Bengalrosa zur Bestimmung von positiv geladenen
Gruppen und Toluidinblau zur Bestimmung von sauren funktionellen Gruppen. Tabelle 22

listet die Ergebnisse des jeweiligen Praparationsschrittes auf.

Tabelle 22: Charakterisierung der Silanschichten

Praparations- Schichtdicke Vorrick- Ruckzug- Belegungs-
schritt Kontaktwinkel Kontaktwinkel dichte

(nm) ©) ) (funktion. Gruppen/nm?)
SiO,/SiOH 23+0,1 spreitet n. d. n. b.
APTES 1,3+0,2 73,1+2,3 36,3+2,6 3,3+£0,3
CTEMS 21+£0,7 729+1,1 519+4,6 6,3+15
GOP 1,9+05 47217 38412 35%£0,2
TESPMA 2908 53,8+£29 439+29 6,2+0,4

Durch die Reinigung und Hydroxylierung wird eine Dicke der SiO,/SiOH-Schicht von 2,3 +
0,1 nm erreicht. Der Kontaktwinkel wird hierdurch dermaRen erniedrigt, dass der Wasser-

tropfen auf der Oberflache spreitet.

Zwischen der Belegungsdichte und der Schichtdicke besteht eine direkte Korrelation: Je
dicker die entstandene Silanschicht ist, desto mehr funktionelle Gruppen befinden sich auf
der Oberflache. Der Zuwachs der Schichtdicken steigt von 1,3 + 0,2 nm auf 2,9+ 0,8 nm in
folgender Reihenfolge: APTES < GOP < CTEMS < TESPMA. Nahezu analog erhéht sich
die Belegungsdichte der Materialien mit funktionellen Gruppen von 3,3+ 0,3 auf 6,3+ 1,5
funktionelle Gruppen/nm* APTES < GOP < TESPMA < CTMES.

Basierend auf dem gereinigten und hydroxylierten Material, auf welchem der aufgegebene
Wassertropfen spreitet, erhohen sich durch die Silanisierung stets die gemessenen fort-

schreitenden und rickschreitenden Kontaktwinkel:

e APTES: ®,=73°und O, = 36°
e CTEMS: ®,=73°und ©, = 52°
e GOFP: ®,=47°und O, = 38°

e TESPMA: ®, = 54° und ®, = 44°

Die Standardabweichung der fortschreitenden Kontaktwinkel von < 5 % zeigt, dass durch die
gewahlten Silanisierungsmethoden eine gleichméRige Beschichtung der Materialien erzielt

wird.
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5.4.3 Einschluss in eine polymere Matrix

Das hier ausgewéhlte Hydrogelsystem basiert auf Poly(ethylenglykol)diacrylat. Aufgrund
seiner vielen positiven Eigenschaften (siehe 3.2.3), wie beispielsweise des hydrophilen

240, 262

Charakters, und seiner biologischen Vertraglichkeit wird PEG oft fiir Anwendungen im

medizinischen Bereich, vorrangig im Tissue Engineering® und als Wirkstofffreiset-

zungsdepot™*®

eingesetzt. Aufgrund dieser Eigenschaften und Anwendungen eignet es sich
daher prinzipiell fur den Einsatz als Wirkstoffdepotsystem in technischen wasserfiihrenden

Anlagen.

Durch die endstandigen Acrylgruppen wird das Poly(ethylenglykol) durch radikalische
Polymerisation zu einem dreidimensionalen Netzwerk mit variablen mechanischen und
biochemischen Eigenschaften verbunden. Hierzu werden Hydrogele durch eine photo-
initilierte Polymerisation von Poly(ethylenglykol)diacrylat mit dem Photoinitiator DMPA
durch eine UV-Bestrahlung mit einer Leistung 15 mW/cm? hergestellt.

Die wichtigsten Charakterisierungsparameter von Hydrogelen sind zun&chst die Ausbeute
und der Polymerisationsgrad. Hieruber wird die Vollstandigkeit der Polymerisation verfolgt.
Zur Bestimmung des Polymerisationsgrades wird die Konzentration der nicht abreagierten
Acrylgruppen im polymerisierten Hydrogel mit Hilfe der FT-IR Spektroskopie betrachtet
und unter Anwendung der OPUS-Software quantifiziert.

Abbildung 42 zeigt beispielhaft Ausschnitte der FT-IR/ATR-Spektren von Hydrogelen mit
unterschiedlichen Polymergehalten von 15 bis 45 % PEG-DA mit einem Molekulargewicht
von 575 g/mol. Mit steigendem Polymergehalt sinkt der Anteil der nicht-abreagierten
Acrylgruppen (Bande bei 1635 cm™) nach der Polymerisation: Ausgehend von PEG-DA als
Ausgangsldsung mit 100 £ 5 % Acrylgruppen sinkt der Anteil der nicht-abreagierten Acryl-
gruppen mit zunehmendem Polymergehalt von 52 + 8 % (10 % PEG-DA) liber 48 + 3 % (15 %
PEG-DA), 42 + 4 % (20 % PEG-DA) auf 34 £ 6 % (25 % PEG-DA). Dies bedeutet, dass mit
zunehmendem Polymergehalt mehr Acrylgruppen miteinander reagieren, was wiederum zu

einem ansteigenden Grad der radikalischen Polymerisation fihrt.

Innerhalb einer konstanten UV-Bestrahlungszeit von 3s ist die Polymerisationsreaktion
diffusionslimitiert: Bei niedrigen Polymergehalten (<15-20 %) l&uft sie nicht vollstdndig ab,
da Reaktionspartner nicht zeit- und ortsnah zur Verfligung stehen. Somit ist der Anteil der
verfiigharen Reaktionspartner, das hei8t der Polymergehalt in der Polymerisationsldsung, der

Parameter, welcher die Vollstandigkeit der Reaktion bestimmt.
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Abbildung 42: Polymerisationsgrad von Hydrogelen mit verschiedenen Polymergehalten

A) Ausschnitt des FT-IR/ATR-Spektrums (1780-1620 cm™) von Hydrogelen mit verschiedenen Polymergehalten
(MW 575) von 15/25/30/35/45 %; Die Spektren sind auf die jeweilige Carbonylbande des Makromers bei
1720 cm™ normiert.

B) VergroBerter Ausschnitt des in A) gezeigten Spektrums (1700-20 cm™); Hier ist die terminale C=C-
Doppelbindung bei 1635 cm™ sowie die C=0-Bindung in direkter Nachbarschaft der C=C-Doppelbindung bei
1685 cm gezeigt.

Die Ausbeute wird durch das Verhaltnis des tatsachlich polymerisierten Hydrogels zum
theoretisch erreichbaren Hydrogelgewicht bestimmt. Trotz deutlicher Unterschiede in der
Anzahl der abreagierten Acrylgruppen ist die Ausbeute unabhéngig vom Polymergehalt den-
noch annahernd bei 100 %. Dies gilt ausschlieBlich fur frisches PEG-DA. Mit zunehmender

Lagerdauer des Polymers ist eine Abhéngigkeit der Ausbeute von dem Polymergehalt in der
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Polymerisationslésung zu beobachten: Mit zunehmendem Polymergehalt steigt die Ausbeute.

Dies ist auf die partielle Reaktion der Acrylgruppen Uber die Lagerdauer zu begriinden.

Abbildung 43: Morphologie von getrockneten und gequollenen Hdyrogelen

A) Bei 70 °C vollstandig getrocknete Hydrogele (obere Reihe) und mit MilliQ gequollene Hydrogele (untere
Reihe) mit unterschiedlichen Polymergehalten. Von links nach rechts 15/20/25/30/35/40/45/50 % PEG-DA,
B) Bei 70 °C vollstandig getrocknete Hydrogele (obere Reihe) und mit MilliQ gequollene Hydrogele (untere
Reihe) mit 25 % PEG-DA mit unterschiedlichen Molekulargewichten in der jeweiligen Polymerisationslésung.
Von links nach rechts MW 575, MW 700, MW 2000 und MW 6000.

Eine maligebliche Eigenschaft von Hydrogelen ist ihr Wasserbindungsvermdgen und ihre
damit einhergehende VVolumen- und Gewichtsverdnderung bei der Quellung. Bei Hydrogelen
aus PEG-DA mit MW 575 und MW 700 sind diese beiden Parameter nur bedingt vom
Polymergehalt abhdngig. Der Quellgrad liegt bei allen untersuchten Polymergehalten bei
200 %. Dies entspricht einem Wassergehalt von 50 %. Abbildung 43 zeigt beispielhaft
Hydrogele jeweils im getrocknetem und im gequollenem Zustand.

Abbildung 44 zeigt die Volumenausdehung des Quellverhaltens von Hydrogelen mit einem
Polymeranteil von jeweils 25 % (ber einen Zeitraum von 48 h. Es wurden zur Herstellung
der Hydrogele PEG-DA mit unterschiedlichen Molekulargewichten verwendet (MW575/
MW 700/MW2000/MW6000). Die groRte Volumenausdehnung mit 200 % besitzen die
Hydrogele bereits nach 5 Stunden Quellzeit. Nachfolgende Volumenénderungen sind auf-
grund der Messmethode zu vernachlassigen. Es darf daher davon ausgegangen werden, dass
Hydrogele, welche 24 h in MilliQ gequollen wurden, sich in ihrem Quellungsgleichgewicht
befinden. Im Weiteren bezieht sich der gequollene Zustand des Hydrogels stets auf eine
Quellzeit von 24 h.
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Abbildung 44: Quellverhalten von Hydrogelen mit unterschiedlichem Molekulargewicht

Uber einen Zeitraum von 48 h wurde der jeweilige Durchmesser des Hydrogels, welches in MilliQ gequollen
wurde, als MaB fir die Volumenausdehnung ermittelt. Untersucht wurden vier Hydrogele mit jeweils 25 %
Polymergehalt mit unterschiedlichem Molekulargewicht.

Tabelle 23 listet den Quellgrad und den Wassergehalt nach 24 h Quellung von Hydrogelen
mit einem Polymergehalt von jeweils 25 % auf, welche aus PEG-DA mit unterschiedlichem
Molekulargewicht (MW575/MW700/MW2000/MW6000) hergestellt sind. Mit steigen-dem
Molekulargewicht erhdht sich der Wassergehalt im Hydrogel: So betragt der Was-sergehalt
fir ein Hydrogel mit 25 % PEG-DA mit MW575 und MW700 56/57 % wohingegen ein
Hydrogel mit 25 % PEG-DA mit MW6000 bereits 87 % betragt. Der Quellgrad steigert sich
entsprechend von 228 % auf 755 %. Ein hoheres Molekulargewicht wird durch eine hohere
Anzahl der PEG-Wiederholungseinheiten erreicht, welche wiederum fiir den Zusammenhang
des gesteigerten Wasserbindungsvermdgens von Hydrogelen in Abhdngigkeit des

Molekulargewicht des Makromers verantwortlich sind.

Tabelle 23: Quellgrad/Wassergehalt von Hydrogelen (25 % PEG-DA) in Abhéngigkeit des PEG-DA-
Molekulargewichtes

Molekulargewicht Quellgrad Wassergehalt
(9/mol) (%) (%)
575 228+11 56
700 232+12 57
2000 414 £ 21 76

6000 755+ 38 87
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Da das Hydrogel als Depot mit gezielter Freisetzungsrate zur Immobilisation von Proteinen
dienen soll, sind hier die Maschenweite und das Diffusionsfreisetzungsverhalten magebend.
Tabelle 24 zeigt die Maschenweite der unterschiedlichen Hydrogele, welche in ihrem Poly-
mergehalt beziehungsweise in dem Molekulargewicht des verwendeten PEG-DA variieren.
Es zeigt sich ein linearer Zusammenhang zwischen Polymergehalt beziehungsweise Mole-
kulargewicht des Makromers einerseits und Vernetzungsgrad beziehungsweise Maschen-
weite andererseits: Mit steigendem Polymergehalt des Hydrogels von 15 % auf 50 % erhoht
sich der Vernetzungsgrad und infolgedessen verringern sich die Maschenweiten. Mit steigen-
dem Molekulargewicht hingegen vergroRert sich die Maschenweite. Dies wird, wie bereits
beschrieben, durch eine erhdhte Anzahl an PEG-Wiederholungseinheiten erreicht, welche fir
die jeweilige Kettenlange und somit fir groRere Maschen verantwortlich sind. Generell
variieren die Maschenweiten der untersuchten Hydrogele in einem Bereich von 4,4 A bis
21,0 A.

Tabelle 24: Abgeschatzte Maschenweite (A) nach Flory-Rehner aus Quellversuchen

Polymergehalt (%)  MWS575 MW?700 MW2000 MW6000
15 6,0 71 n. d. n. d.
20 53 6.8 n. d. n. d.
25 53 59 12,6 21,0
30 5,0 57 n. d. n. d.
35 5.2 57 n. d. n. d.
40 46 6,0 n. d. n. d.
45 44 55 n. d. n. d.
50 44 56 n. d. n. d.

Zur Bestimmung der hydrophilen Eigenschaften der PEG-DA-Hydrogele werden die
Kontaktwinkel, jeweils die Vorrick- und Rickzugkontaktwinkel, ausgewahlter Hydrogel-
systeme mit MilliQ ermittelt (siehe Tabelle 25). Die Oberflachen der Hydrogele sind
hydrophil. Dies ist mit Vorriickkontaktwinkel < 90° gezeigt. Diese hydrophilen Eigen-
schaften der Hydro-gele werden in erster Linie von den PEG-Wiederholungseinheiten
bestimmt. Sowohl mit dem Polymergehalt als auch mit dem Molekulargewicht sind erhéhte
Kontaktwinkel nachweisbar, das heif3t, das Hydrogel wird mit einer erhéhten Konzentration
an PEG-Wiederholungseinheiten weniger hydrophil. Der Effekt des Molekulargewichtes ist

hierbei starker als der Effekt des Polymergehaltes.
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Tabelle 25: Kontaktwinkel ausgewéhlter Hydrogele [Vorrick-/Riuckzug (°)]

Polymergehalt ( %0) MW?700 MW6000
25 29+3/22+3 46 +£5/26 +3
35 31+2/22+3 n. d.
50 35+3/24 £3 n. d.

Bisher sind die chemischen Eigenschaften des PEG-DA-Hydrogelsystems untersucht worden.
Im Folgenden werden die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele ndher betrachtet.
Hierzu werden das dynamische rheologische Verhalten von PEG-DA-Hydrogelen mit unter-
schiedlichen Polymergehalten (20 % bis 50 %) sowie das rheologische Verhalten von Hy-
drogelen, hergestellt aus Polymeren unterschiedlichen Molekulargewichts, im gequollenen
Zustand anhand des Speichermoduls G”, des Verlustmoduls G™* sowie der Viskositat n bei
25 °C untersucht. Weiterhin werden die rheologischen Eigenschaften von unbeladenen
Hydrogelen mit denen von Hydrogelen, welche mit Lysozym beziehungsweise DNase
beladen sind, verglichen. Bei Hydrogelen mit einem Polymergehalt unter 20 % war eine
rheometrische Untersuchung nicht moglich, da diese Hydrogele kein festes Netzwerk

ausbilden und wahrend der Aufgabe des Normaldrucks zerstort werden.

Zur Untersuchung der Materialstabilitat werden zundchst die Hydrogele im Amplituden-
verlauf einem Stresstest unterzogen, bei dem bei konstanter Frequenz die Deformations-
amplitude variiert wird. Bei allen untersuchten Hydrogelen mit einem Polymergehalt Gber
20 % ist zu Beginn des Amplitudenverlaufs der Speichermodul um einen Faktor von 10 bis
100 groRer als der Verlustmodul: Die Hydrogele besitzen hier ein elastisches Verhalten.
Abbildung 46 zeigt dies beispielhaft fiir Hydrogele mit einem Polymergehalt von 25 % be-
ziehungsweise 45 %. Die Materialstabilitdt wird durch zwei Parameter charakterisiert: die
FlieBgrenze und den linear-viskoelastischen Bereich. Die FlieRgrenze wird durch den
Schnittpunkt von G™ und G™” bestimmt. Das Ende des linear-viskoelastischen Bereiches, in

dem G" und G konstante Werte annehmen, zeigen die Nachgebgrenze an.

Abbildung 46 A zeigt den Verlauf der Speichermodule als Funktion der Deformation
verschiedener Hydrogele mit unterschiedlichem Polymergehalt. Diese Kurven wurden in
Amplitudendurchldufen bei konstanter Frequenz ermittelt. Bei geringer Deformation (< 1 %)
bleibt der Speichermodul zun&chst konstant: die Hydrogelnetzwerkstruktur ist intakt. Im
weiteren Verlauf, bei einer Deformation gréRer 1 %, fallen die Speichermodule um einen
Faktor von bis zu 100 ab. Hier kehrt sich der Zusammenhang um: mit erhéhtem Polymer-
gehalt fallen die Speichermodule bei zunehmender Deformation schneller ab. Dies lasst auf

eine Veranderung der inneren Netzwerkstruktur schliel3en.



118 Ergebnisse

—=—G' (25%)
—o— G" (25%)
1000000 - —e— G' (45%)
] —o— G" (45%)
©
QL 100000
0
2
N
Q0
) 10000
1000
] 4 hELIE S R 2 | v LS A B S B | Y L AL RS | ’ SRS BB
0,01 0,1 1 10 100

Deformation (%)

Abbildung 45: Amplitudendurchlauf: G* und G™” als Funktion der Deformation

Die Verlust- und Speichermodule im Amplitudendurchlauf einer dynamischen Oszillations-
messung zweier Hydrogele, mit einem Polymergehalt von 25 % beziehungsweise 45 %, sind
hier Uber die Deformation aufgetragen. Die Flie3grenze wird durch den Schnittpunkt von G
und G bestimmt. Das Ende des linear-visko-elastischen Bereiches, in dem G™ und G™

konstante Werte annehmen, zeigen die Nachgebgrenze an.

Tabelle 26: Werte des linear-viskoelastischen Bereiches (MPa)

Polymergehalt ( %0) MW 575 MW 700 MW&6000
20 0,21 £ 0,08 0,22 £0,03 n. d.
25 0,59 £ 0,04 0,59 £ 0,04 0,53 £ 0,01
30 0,80 £ 0,05 1,01 +0,10 n. d.
35 1,06 £0,41 1,18 +0,42 n. d.
40 191+0,17 2,02 £0,20 n. d.
45 219+056 2,39+0,48 n.d.
50 3,28 0,75 2,7+0,62 n. d.

Durch héhere Polymergehalte von bis zu 50 % und dem damit héheren Vernetzungsrad im
Hydrogel sind Speichermodule mit um einen Faktor von 10 héheren Werten erreichbar.
Gleichzeitig verkurzt sich der linear-viskoelastische Bereich — die Hydrogele werden spréder
und verlieren bei zunehmender Deformation schneller die innere Netzwerkstruktur. Ein
hoheres Molekulargewicht hingegen flihrt bei gleichem Polymergehalt von 25 % zu einem
etwas niedrigeren Speichermodul (siehe Tabelle 26). Die Werte der Speichermodule
befinden sich zwischen 0,2 MPa und 3,28 MPa.
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Abbildung 46: Amplitudendurchlauf: Verlauf des Speichermoduls und FlieBgrenzen

A) Speichermodule von Hydrogelen mit unterschiedlichem Polymergehalt. Mit zunehmendem Polymergehalt an
PEG-DA MW 700 des Hydrogels erhoht sich der Speichermodul bei gleichzeitiger Verkirzung des linear-
viskoelastischen Bereiches. B) FlieRgrenzen der Hydrogele in Abhéangigkeit des Polymergehaltes und des

Molekulargewichtes des PEG-DA.

Abbildung 46 B zeigt die FlieRgrenzen der Hydrogele in Abhé&ngigkeit des Polymergehaltes

und des Molekulargewichtes des PEG-DA. Mit zunehmendem Polymergehalt verringern

sich die Werte der FlieRBgrenzen. Mit zunehmendem Molekulargewicht des eingesetzten

Polymers bei gleichem Polymeranteil im Hydrogel hingegen erhdhen sich diese Werte um
das Zehnfache von 1,1 MPa fir PEG-DA MW 700 auf 9,0 MPa fir PEG-DA MW6000. Ab

einem Polymeranteil von tber 40 % wird der Einfluss des Molekulargewichts vernach-
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lassigbar: sowohl fir PEG-DA mit MW 575 als auch mit PEG-DA mit MW 700 betrégt der

Speichermodul im linear-viskoelastischen Bereich 0,2 MPa.
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Abbildung 47: Frequenzdurchlauf: Speichermodul und Viskositét

Die Frequenzdurchldufe wurden mit Hydrogelen aus PEG-DA MW?700 bei einer Deformation von 0,01 %,
welche dem linear-viskoelastischen Bereich entspricht, durchgefiihrt. A) Speicher-/Elastizitatsmodul als Funktion
der Frequenz. B) Viskositét als Funktion der Frequenz.

Im Folgenden werden die Hydrogele einem Frequenzdurchlauf unterzogen, bei dem die
Amplitude auf einer Deformation von 0,01 % im linear-viskoelastischen Bereich konstant
gehalten und die Frequenz moduliert wird. Betrachtet werden sowohl der Speicher-

[Elastizitatsmodul G°, der Verlust-/Viskositdtsmodul G™ als auch die Viskositat n. Fur alle
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untersuchten Hydrogele sind die ermittelten Elastizitatsmodule in einem Wertebereich von
0,07 £0,01 Pa (20 % PEG-DA MW 700) bis 3,04 £ 0,00 Pa (50 % PEG-DA MW 700) um
eine Zehnerpotenz grofRer als die Viskositatsmodule mit 0,02 £ 0,001 (20 % PEG-DA
MW 700) bis 0,11 + 0,02 (50 % PEG-DA MW 700).

Abbildung 47 A zeigt die Speicher-/Elastizitaitsmodule von Hydrogelen mit unterschied-
lichem Polymergehalt. Diese sind unabhangig von der Frequenz. Mit zunehmendem Poly-
mergehalt steigen die Elastizitdtsmodule von 0,14 + 0,01 MPa (20 % PEG-DA MW 700) auf
2,9+ 0,04 MPa (50 % MW?700). Dies bedeutet, dass mit zunehmendem Polymergehalt die
Hydrogele aufgrund der héheren Elastizitat mechanisch stabiler sind.

Abbildung 47 B stellt die Frequenzabh&ngigkeit der Viskositdt von Hydrogelen mit unter-
schiedlichem Gehalt am Makromer PEG-DA MW 700 dar. Mit zunehmender Frequenz von
0,01 bis 1 Hz sinken die jeweiligen Viskositatswerte um einen Faktor von 100. Dies deutet
darauf hin, dass die Hydrogele strukturviskose Eigenschaften besitzen. Ebenso sind die
Viskositatswerte direkt abhangig vom Polymergehalt des Hydrogels: Je mehr Makromer-

anteile im Hydrogel vorhanden sind, desto héher sind die Viskositatswerte.
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Abbildung 48: Speichermodule im Amplitudendurchlauf von beladenen Hydrogelen

Der Verlauf des Speichermoduls als Funktion der Deformation wurde im Amplitudendurchlauf von Hydrogelen
mit unterschiedlichem Polymergehalt (35 % und 50 % PEG-DA), jeweils im unbeladenen sowie im beladenen
Zustand (2 mg/ml Lysozym beziehungsweise DNase), ermittelt.

Bisher sind die rheologischen Eigenschaften der Hydrogele im unbeladenen Grundzustand
untersucht worden. Im Folgenden werden nun mit jeweils 2 mg/ml Lysozym oder DNase
beladene Hydrogele betrachtet (siehe Abbildung 48). Durch die Beladung verringern sich die

Speichermodule um 20 % und der linear-viskoelastische Bereich verkirzt sich.
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Die Frequenzunabhangigkeit der Speicher-/Elastizitdtsmodule im Frequenzdurchlauf werden
durch die Beladung nicht gestdrt. Dennoch erhdhen sich die Elastizitatsmodule beispiels-
weise bei Hydrogelen mit einem Polymergehalt von 35 % vom unbeladenen Hydrogel mit
0,47 + 0,09 MPa auf 1,65 = 0,02 MPa fiir eine Beladung mit Lysozym und 1,86 + 0,22 MPa
fiir eine Beladung mit DNase.

Sind bisher das Hydrogel beziglich seiner chemischen, physikalischen und mechanischen
Eigenschaften auf Eignung zur Immobilisierung und Freisetzung von Enzyme betrachtet
worden, werden abschlieBend die Reaktionsbedingungen, insbesondere die UV-Bestrahlung,
hin-sichtlich ihrer Wirkung auf die Proteinstruktur untersucht. UV-Strahlung als energie-
reiche Strahlung kann auf Proteine denaturierend wirken. Sie kann einerseits Kettenbriiche
(Depolymerisation) bei Aminosduren verursachen und andererseits zur Ausbildung zusétz-
licher kovalenter Bindungen (Dimerisierung) fihren. Haufig bewirkt UV-Strahlung eine Ent-
faltung des Proteins, bei der reaktive Gruppen wie freie Sulfhydrylgruppen von Cysteinen
auf der Proteinoberflache freigelegt werden. Dies begiinstigt wiederum die Aggregation der

Molekiile!™.

Fir die Denaturierung der Proteine ist vor allem die Strahlendosis von Bedeutung. Hierzu
werden Experimente mit Lysozym, DNase und BlcC durchgefiihrt, welche mit unter-
schiedlicher Bestrahlungsdauer (0 s bis 300 s) bei einer Leistung von 15 mW/cm? behandelt
werden. Analysiert wird zum einen die Strukturstabilitit von Lysozym und DNase als
Modellenzyme unter UV-Einfluss mit FT-IR/ATR-Messungen und Auswertung mit der
OPUS-Software und zum anderen die spezifische Aktivitat von Lysozym als Modellenzym

und BlcC mit den jeweiligen Aktivitatsassays (vergleiche Kapitel 4.2.5 und 4.2.6).

Tabelle 27: Cysteinanteil verschiedener Enzyme

Enzym Prozentualer Anteil Cystein ( %)

DNase 1,2
Lysozym 3,0
AiiA 1,3
AiiB 2,2

BlcC 1,2
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Abbildung 49: Einfluss der UV-Bestrahlung auf Proteinstruktur und Enzymaktivitat

A) Prozentuale Strukturdnderung von Lysozym und DNase durch UV-Bestrahlung, ermittelt durch FT-IR/ATR

mit Auswertung in der OPUS-Software;

B) Anderung der relativen Enzymaktivitit durch die UV-Bestrahlungsdauer von Lysozym und BlcC, bestimmt
durch Aktivitatsassays (siehe Kapitel 4.2.6).

Mit zunehmender Bestrahlungsdauer erhoht sich die finale Dosis der UV-Strahlung, welche

auf die Enzyme aufgegeben wurde, auf 450 mJ/cm?. Entsprechend steigt die prozentuale

Strukturdnderung von DNase und Lysozym nahezu linear mit zunehmender Bestrahlungs-
dauer (Abbildung 49 A) auf bis zu 100 %. Eine Bestrahlungsdauer von 0 s bis 5 s bewirkt

eine Strukturdnderung der Enzyme von weniger als 10 %. Weiterhin zeigt sich, dass
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Lysozym durch die UV-Bestrahlung stérker geschédigt wird als DNase (5-10 %). Dies liegt

mdoglicherweise an dem héheren Cysteinanteil mit 3,0 % (siehe Tabelle 27).

Abbildung 49 B stellt den UV-bedingten Verlust der spezifischen Aktivitdt der Enzyme
Lysozym und BlcC dar. Daraus ist ersichtlich, dass bis zu einer Bestrahlungsdauer von 5 s
ein Aktivitatsverlust kleiner 5 % auftritt. Mit zunehmender Bestrahlungsdauer jedoch sinkt
nahezu linear die spezifische Aktivitdt der Enzyme. Im Vergleich zu Lysozym mit einem
Cysteinanteil von 3,0 % weist BIcC mit einem niedrigen Cysteinanteil von 1,2 % bei
gleicher Bestrahlungsdauer eine 30 %-ig hohere Aktivitat auf.

Tabelle 27 listet den jeweiligen Cysteinanteil der Modelenzyme DNase und Lysozym sowie
der AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BlcC auf. Alle drei AHL-lactonasen besitzen mit 1,2 bis
2,2 % einen geringen Cysteinanteil als das Modellprotein Lysozym. Entsprechend fallen ihre
UV-bedingten Strukturdnderungen und ihre Aktivitatsverluste geringer aus im Vergleich zu
Lysozym.

AbschlieBend wird die Moglichkeit der kovalenten Bindung der PEG-DA-Hydrogele auf
Oberflachen und deren Stabilitat betrachtet. Verglichen werden Hydrogele auf unbehan-
delten Objekttragern und Hydrogele, welche mit methacrylatfunktionalisierten Objekttragern
polymerisiert wurden. Bei alleiniger Quellung ist kein Unterschied in der Haftung der beiden
untersuchten Proben feststellbar. Das Hydrogel 16st sich jedoch von dem unbeschichteten
Obijekttrager sowohl nach Trocknung als auch durch eine einstiindige Ultraschallbehandlung
(Abbildung 50 B, C, D), wohingegen das kovalent an den Objekttrager gebundene Hydrogel
seine Bindung beibehalt (Abbildung 50 A).

Abbildung 50: Stabilitatsprufung von kovalent gebundenem Hydrogel

A) Quellung der Hydrogele in MilliQ, links auf einem unbeschichteten Objekttréger; rechts kovalent gebunden an
methaycrylatfunktionalisiertem Objekttrager;

B) Hydrogele nach einer 60-mindtigen Ultraschallbehandlung; links auf einem unbeschichteten Objekttrager;
rechts kovalent gebunden an methacrylatfunktionalisiertem Objekttrager;

C) Hydrogele nach 20-minditiger Trocknung bei Raumtemperatur; links auf einem unbeschichteten Objekttrager;
rechts kovalent gebunden an methacrylatfunktionalisiertem Objekttrager;

D) Hydrogele nach 20-minitiger Trocknung bei Raumtemperatur; hinten auf einem unbeschichteten Objekttréger;
vorne kovalent gebunden an methacrylatfunktionalisiertem Objekttrager;
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5.5 Freigabekinetik in Abhdngigkeit der Immobilisierungs-
methode

Je nach Immobilisierungsmethode ist die Freigabekinetik von unterschiedlichen Faktoren
abhangig, die in Kapitel 6.2.2 diskutiert werden. So ist beispielsweise eine Freisetzung des
immobilisierten Proteins bei der chemisorptiven Immobilisierung per Definition nicht

moglich, da es sich um eine kovalente Anbindung des Enzyms an das Material handelt.

5.5.1 Desorption von adsorptivimmobilisierten Enzymen

Wihrend die Adsorption bei zwei unterschiedlichen pH-Werten (pH < pl und pH > pl)
durchgefuhrt wird, erfolgt die Desorption unabhangig vom pH-Wert der Immobilisierung
stets bei pH 7,4 in 10 mM PBS.

Tabelle 28: Adsorbierte Subtilisinmenge und desorbierbarer Anteil

Immobilisierung bei pH 7,8 < pl Immobilisierung bei pH 12,0 > pl
Material Adsorbierte Desorbierbarer Adsorbierte Desorbierbarer
Subtilisinmenge Anteil Subtilisinmenge Anteil
(ng/mg) (%6)/(ng/mg) (ng/mg) (%0)/(ng/mg)
SiO, 97,2 0,5/0,5 106 9,2/9,8
Al(OH), 36 0,9/0,3 3 27,7/0,8
KSG 39 44/1,7 18 3,9/0,7
Cas[OH|(PO,)] 36 9,2/3,3 33 10,1/3,3
PSAA 142 12,3/17,5 102 4,6/4,7
pMA-EGDMA 142 11,2/15,8 58 26,7/15,5

Tabelle 28 listet die nach 24 h an dem jeweiligen Material adsorbierte Subtilisinmenge in
Abhangigkeit des pH-Wertes bei der Immobilisierung und den jeweiligen desorbierbaren
Anteil bei einem pH-Wert von 7,4 auf. Aufféllig ist, dass der desorbierbare Anteil bei
Al(OH); mit maximal 27,7 % (0,8 ng/mg) beziehungsweise die maximale absolut desorbier-
bare Proteinmenge bei PS-AA mit 12,3 % (17,5 ng/mg) nur gering ist. Generell weisen die
polymeren Partikel PSAA und pMA-EGDMA, unabhdngig des pH-Wertes der Immobi-
lisierung, mit 17,5 ng/mg und 15,8 ng/mg die héchsten absoluten desorbierbaren Protein-
mengen auf. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung zwischen Material und Enzym hier

weniger stark ausgepréagt ist.

Bei der Immobilisierung tber ionische Wechselwirkungen bei einem pH-Wert < pl, bei der
Material und Enzym gegenpolig geladen sind, sind die Bindungen mit 100 kJ/mol stark
ausgebildet. Entsprechend ist hier der desorbierbare Anteil um bis zu 30 % geringer als bei

der Immobilisierung bei einem pH-Wert > pl. Einzig KSG bildet eine Ausnahme.
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Abbildung 51 zeigt die Desorptionsverlaufe der unterschiedlichen Materialien bei den zwei
zur Immobilisierung gewdahlten pH-Werten. Al(OH); weist die geringste Kurvensteigung auf.
PMA-EGDMA zeigt, unabhangig des pH-Wertes wahrend der Adsorption, jeweils ahnliche
Kurvenverldufe, die mit 15 pg/mg Material und 16 pg/mg Material im gleichen Maximalbe-
reich liegen.
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Abbildung 51: Desorptionskinetik von adsorptiv immobilisiertem Lysozym

Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit dem Bradford-Protein Assay ermittelt und Gber die
Messzeitpunkte aufsummiert. Nach jeder Konzentrationsbestimmung wurde der Uberstand durch frisches 10 mM
PBS pH 7,4 ersetzt.

A) Desorptionskinetik von bei pH 7,8 < pl adsorptiv immobilisiertem Lysozym; B) Desorptionskinetik von bei
pH 12 > pl adsorptiv immobilisiertem Lysozym
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Abbildung 52: Desorbierte Lysozymmenge in definierten Freisetzungsperioden

Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit dem Bradford-Protein Assay ermittelt und Gber die
Messzeitpunkte aufsummiert. Nach jeder Konzentrationsbestimmung wurde der Uberstand durch frisches 10 mM
PBS pH 7,4 ersetzt.

A) Desorptionskinetik von bei pH7,8 adsorptiv immobilisiertem Lysozym dargestellt in definierten
Freisetzungsperioden; B) Desorptionskinetik von bei pH 12 adsorptiv immobilisiertem Lysozym dargestellt in
definierten Freisetzungsperioden.

In den ersten drei Stunden der Desorption findet der sogenannte ,,inital burst® statt. Dabei
desorbieren die weniger stark gebundenen Enzymmolekile in das umgebende Medium und
zwar 50 bis 90 % aller gebundenen Enzymmolekile (siehe Abbildung 53). Ihr Anteil an der

Gesamtmenge aller gebundenen Lysozymmolekile liegt weit Gber 50 %. In der zweiten
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Desorptionsphase kommen weitere 20 % hinzu, wéhrend in der letzten Phase, die sich bis zu

213 h erstreckt, ein Rest von weniger als 15 % freigesetzt wird.

Das gleichméaBigste Desorptionsverhalten Uber den untersuchten Zeitraum weisen die an
SiO, und AI(OH); bei einem pH-Wert von 7,8 immobilisierten Enzymmolekilen auf. Inner-
halb der ersten 3 h desorbieren von Subtilisin, welches auf Cas[OH|(PO,)s], PS-AA oder
pMA-EGDMA immobilisiert wurde, bereits 60-70 % der gesamten immobilisierten Protein-
menge. Fur eine kontinuierliche Freisetzung (ber einen langeren Zeitraum sind diese

Systeme aus diesem Grund nicht geeignet.

5.5.2 Freisetzung von in Hydrogel eingeschlossenem Enzym

Die Freisetzung von Molekulen, welche in einem Hydrogel eingeschlossen sind, wird von
verschiedenen Parametern beeinflusst. Dazu zahlen auf Seiten des Hydrogels das Quell-
verhalten, die Maschenweite und das Diffusionsverhalten der Molekiile innerhalb des Hydro-

gels sowie der hydrodynamische Radius auf Seiten des Molekiils**.

In Freisetzungsversuchen mit BSA, welches vor der Polymerisation in die Ausgangslésung
zugegeben wird, zeigt sich, dass mit steigendem Polymergehalt in der Polymerisations-
I6sung die Freisetzung verzogert wird (siehe Abbildung 53 A). Dies beruht darauf, dass
durch den hoheren Polymergehalt ein dichteres Hydrogelnetzwerk gebildet wird.

Weiterhin zeigt sich, dass die ProteingroRe bei der Freisetzung eine wichtige Rolle spielt. So
wird Lysozym mit einem hydrodynamischen Radius von 2,0 nm im direkten Vergleich zu
BSA mit einem hydrodynamischen Radius von 3,0 nm unabhéngig des Polymergehaltes in
der Polymerisationslosung schneller freigesetzt (siehe Abbildung 53 B): aus einem 10 %-
igen Hydrogel wird BSA mit 45,7 pg/d und Lysozym mit 86,8 pg/d freigesetzt, aus einem
25 %-igen wird BSA mit 10,9 pg/d und Lysozym mit 35,0 pg/d freigesetzt.

Bei geeigneter Kombination des Proteins und des Polymergehaltes ist eine kontinuierliche
und gleichméaRige Freisetzung, welche bis zu 200 Tage anhalt, erzielbar. Die Maschenweite
des Hydrogels muss an den hydrodynamischen Radius des freizusetzenden Proteins ange-
passt werden, um ein Ausbluten des Depotsystems zu verhindern. Dies ist ber den Polymer-

gehalt in der Polymerisationslésung steuerbar.
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Abbildung 53: Langzeit-Freisetzungskinetik von Proteinen aus einem Hydrogel

Die Freisetzung von in einem PEG-DA-Hydrogel eingeschlossenem BSA (2 mg/ml) beziehungsweise Lysozym
(2 mg/ml) erfolgte in 10 mM PBS pH 7,4 bei Raumtemperatur. Freigesetztes Protein im Uberstand wurde mittels
Bradford-Protein Assay bestimmt. Nach jedem Messzeitpunkt wurde der Uberstand verworfen und durch frisches
PBS ersetzt.

A) Das Freisetzungsverhalten von BSA in Abhéngigkeit des Polymergehaltes des Hydrogels in der
Polymerisationsldsung ist dargestellt als die aufsummierte freigesetzte Proteinmenge; B) Vergleich von
Freisetzungskinetiken beziiglich ProteingréRe und Polymergehalt des Hydrogels in der Polymerisationslésung.
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Abbildung 54: Charakteristika der Freisetzungskinetik von Lysozym aus einem Hydrogel

Die Freisetzung von Lysozym (2 mg/ml) aus einem PEG-DA Hydrogel erfolgte in 10 mM PBS pH 7,4 bei
Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen. Freigesetztes Protein im Uberstand wurde mittels Bradford-Protein
Assay bestimmt. Nach jedem Messpunkt wurde der Uberstand verworfen und durch frisches PBS ersetzt.

A) Freisetzungscharakteristiken von Lysozym aus einem Hydrogel in Abhéngigkeit des Polymergehaltes des
Hydrogels in der Polymerisationslosung; B) Logarithmierte Darstellung der Freisetzung von Lysozym in
Abhéngigkeit des Polymergehaltes des Hydrogels in der Polymerisationslésung.

Formel 14: Beschreibung der Proteinfreisetzung aus Hydrogelen nach dem Power Law

M Kumulative Menge des freigesetzten Proteins zum Zeitpunkt t
Mt / M . — Ktn t g g p

Mo Kumulative Menge des freigesetzten Proteins im Gleichgewicht

K Freisetzungskonstante

n Freisetzungsexponent
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Bei geeigneter Kombination des Proteins bezlglich des hydrodynamischen Radius und des

Hydrogelpolymergehaltes sowie der daraus resultierenden Maschenweite, kann die ,,initial

burst Phase stark reduziert werden. Abbildung 54 A zeigt hierzu beispielhaft die Kom-

bination von Lysozym und Hydrogelen mit Polymergehalten von 30 %, 35 % und 40 %. Fir

diese sind die Freisetzungskurven durch die Power-law-Gleichung (Formel 14) anpassbar.
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Abbildung 55: Spezifische Aktivitat von aus einem Hydrogel freigesetztem Lysozym

Die Freisetzung von Lysozym (2 mg/ml) aus einem PEG-DA Hydrogel erfolgte in 10 mM PBS pH 7,4 bei
Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen. Freigesetztes Protein im Uberstand wurde mittels Bradford-Protein
Assay bestimmt und dessen spezifische Aktivitdt Gber die Lyse von M. lysodeikticus ermittelt. Nach jedem
Messpunkt wurde der Uberstand verworfen und durch frisches PBS ersetzt.

A) Freisetzungscharakteristik von Lysozym aus Hydrogelen mit unterschiedlichen Polymergehalten, dargestellt
in definierten Freisetzungsperioden; B) Spezifische Aktivitat des freigesetzten Lysozyms.
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Abbildung 54 B zeigt die logarithmierte Darstellung von In(M/M.,) Uber In(t). Hieraus
wurden die Freisetzungskonstante k und der Freisetzungsexponent n sowie das dazugehdrige
Bestimmtheitsmal? ermittelt. Tabelle 29 flihrt diese Werte sowie zusétzlich Werte fir DNase
(Freisetzungskurven hier nicht gezeigt) auf. Mit zunehmendem Polymergehalt in der
Polymerisationsldsung sinkt der Wert der Freisetzungskonstanten, das heifRt die Frei-
setzungsdauer verlangert sich. Die Freisetzung der Kombination von DNase aus einem
Hydrogel mit einem Polymergehalt von 20 % erfolgt mit einem Freisetzungsexponenten von
n = 0,45 der molekularen Diffusion nach Fick. Alle hier vorgestellten Systeme sind mit
einem Freisetzungskoeffizienten n < 0,45 in ihrer Freisetzung unabh&ngig von der Quellung
des Hydrogels.

Tabelle 29: Parameter der Freisetzungskinetik von Proteinen aus einer polymeren Matrix

PEG-DA Anteil (%)  Protein k n R?
20 DNase 23 045 0931
25 DNase 20 040 0948
30 DNase 16 043 0,960
30 Lysozym 2,6 0,37 0,908
35 Lysozym 2,3 0,29 0,819
40 Lysozym 1,8 0,34 0,815

Neben der Freisetzungskinetik des Enzyms aus einem Hydrogel, ist dessen spezifische
Aktivitat zu verschiedenen Freisetzungszeitpunkten interessant. Hierzu wird mit Lysozym,
welches aus Hydrogelen mit 30 %, 35% und 40 % Polymergehalt in der Polymer-
isationslosung zu unterschiedlichen Zeitpunkten freigesetzt wird, die Lyse von M. lysodeik-
ticus photometrisch untersucht. Abbildung 55 A zeigt zunédchst die freigesetzte Enzymmenge
in verschiedenen Freisetzungsperioden von je zwei bis drei Tagen. Abbildung 55 B stellt
dazu die jeweilige spezifische Aktivitat des freigesetzten Lysozyms in denselben Freisetz-

ungsperioden dar.

In den ersten zwei bis drei Tagen wird in der ,,inital burst“-Phase — abhé&ngig von dem Poly-
mergehalt in der Polymerisationslésung — zwischen 12 % und 32 % des gesamten immobi-
lisierten Lysozyms freigesetzt. In den darauffolgenden Freisetzungsphasen werden aus allen
untersuchten Systemen weniger als 5 % des Gesamtgehaltes an Lysozym kontinuierlich und
gleichmaRig freigesetzt. Mit steigendem Polymergehalt in der Ausgangsldsung erhéht sich
die Dichte der Hydrogele und die Maschenweiten werden enger (siehe Kapitel 5.4.3), ent-
sprechend wird pro Freisetzungsperiode weniger Lysozym freigesetzt. Die Freisetzungsdauer
hingegen verlangert sich durch die kontinuierliche und gleichmaRige Freisetzung von

geringen Enzymmengen.



Ergebnisse 133

Lysozym, welches aus Hydrogelen mit 30 % und 35 % Polymergehalt freigesetzt wird, zeigt
in den ersten drei Tagen keinen Aktivitatsverlust. Uber die gesamte Freisetzungsdauer von
14 Tagen tritt ein Verlust der spezifischen Aktivitat von Lysozym um 50 % auf, welches aus
einem 30 %-igen Hydrogel freigesetzt wird, jeweils nach drei und sechs Tagen. Nach 14
Tagen betrdgt die spezifische Aktivitat lediglich ein Achtel der spezifischen Aktivitét,
welche zu Beginn der Freisetzung gemessen wird. Im Gegensatz hierzu ist das Lysozym,
welches aus einem 40 %-igen Hydrogel freigesetzt wird, nach einer Woche noch 50 % der
ursprunglichen Aktivitat besitzt, nach 14 Tagen sinkt diese auf lediglich 12,5 %. Lysozym,
welches aus einem Hydrogel mit einem Polymergehalt von 35 % freigesetzt wird, weist
bereits nach drei Tagen nur noch 25 % seiner urspringlichen Aktivitat auf. Diese behélt das
freigesetzte Enzym bis zum Ende der Untersuchung bei. Das hier vorgestellte Depotsystem
eines Hydrogels ist somit fiir Freisetzung von aktivem Enzym innerhalb von mindestens 14

Tagen geeignet.

5.6 Speziesunabhangiges Wirkspektrum der AHL-lactonasen

QS-Systeme Gram-negativer Bakterien, basierend auf dem Luxl/luxR-QS mit AHL als
Signalmolekul, unterscheiden sich von den QS-Systemen Gram-positiver Bakterien, welche
auf modifizierten Oligopeptiden basieren. AHL-lactonasen besitzen hydrolytische Aktivitat
gegen ein weites Spektrum an AHL. Wissenschaftler wie Dong® und Chen®’ gehen daher
davon aus, dass AHL-lactonasen speziesunabhéngig in das QS von Gram-negativen Bakter-
ien eingreifen. In Experimenten mit extern zugegebenem ldslichem Enzym wurde dies
jedoch nur fur P. aeruginosa und Vibrio harveyi gezeigt. Daher wird nachfolgend in
Experimenten das Wirkspektrum auf verschiedene Bakterienspezies naher untersucht.
Hinsichtlich einer spateren Anwendung der AHL-lactonasen in wasserfiihrenden Anlagen,
beispielsweise in Anlagen der Trinkwassergewinnung, werden zunachst coliforme Bakterien
aus der Anlage 3 zu 87 der Trinkwasserverordnung (TrinkwV) 2011 betrachtet, welche als
Indikator fr fakale Verunreinigungen dienen. Dies sind im einzelnen P. mirabilis, E. coli
und E. aerogenes aus der Gattung der Enterobacteriaceae sowie P. aeruginosa. Weiter
werden mit C. violaceum, P. fluorescens und P. pseudoalcaligenes Bakterien betrachtet, die

sowohl im Boden als auch im Wasser vorkommen.

Das speziesunabhéngige Wirkspektrum der AHL-lactonasen AiiB und BlcC wird jeweils an
einem 16 h alten Biofilm mit einer Startzellzahl von 10® Zellen/ml betrachtet. Zu Beginn des
Experimentes werden je 8 pg/ml AiiB oder BlcC, teilweise mit den Cofaktoren Co** und
Zn**, zu planktonischen Zellen zugegeben. Sowohl die Versuchsdauer mit 16 h als auch der
Einsatz von 8 pg/ml AHL-lactonasen haben sich in Vorversuchen als geeignet erwiesen. Der

Biofilm wird abschlieffend zum einen Uber seine metabolische Aktivitat durch den Umsatz
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von XTT und zum anderen Uber seine Massen durch die Farbung mit Kristallviolett

guantifiziert. Folgende Fragestellungen werden nédher betrachtet:

e Die Wirkung von AiiB und BlcC auf Gram-negative Bakterien, deren QS-Systeme
auf AHL basieren, am Beispiel von P. aeruginosa PAOL, P. mirabilis DSM 4479, E.
aerogenes DSM 30053, A. tumefaciens KYC6, P. fluorescens DSM 50090, P.
pseudoalcaligenes DSM 50189 und C. violaceum ATCC 12472,

o Die Wirkung von AiiB und BlcC auf QS Mutanten im Vergleich zu deren
Wildstdmmen am Beispiel von C. violaceum ATCC 12472 und C. violaceum CV026,
und E. coli MG1655 und E. coli MG1655AluxS sowie

o Die Wirkung auf Gram-positive Bakterien, deren QS-Systeme nicht auf AHL
basieren, am Beispiel von S. lutea DSM 20030.
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Abbildung 56: Einfluss von AiiB und BlcC auf einen P. aeruginosa PAO1 Biofilm
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Einfluss der AHL-lactonasen AiiB und BlcC (8 pg/ml), mit je zwei unterschiedlichen Cofaktoren, Co?* und Zn?",
auf einen 16 h-alten Biofilm von P. aeruginosa PAO1 mit einer Startzellzahl von 102 Zellen/ml. A) Biofilmmasse
quantifiziert durch Kristallviolettfarbung, B) Metabolische Aktivitat quantifiziert durch den Umsatz von XTT.

Zunachst wird der Einfluss von AiiB und BlcC auf das vielfach eingesetzte Biofilmbakter-
ium P. aeruginosa PAOL betrachtet. Es wird hierflir keine Reduzierung der Biofilmmasse
bei einem Einsatz von 8 pg/ml AHL-lactonase innerhalb von 16 h nachgewiesen (siehe
Abbildung 56 A). Die metabolische Aktivitdt von Biofilmen, welche mit AiiB und BlcC
inkubiert werden, reduziert sich im Vergleich zum nativen Kontrollbiofilm signifikant (p <
0,025): AiiB Co*" auf 36,5 + 25,9 %, AiiB Zn** auf 85,0 + 8,8 %, BlcC Co* auf 82,7 + 6,4 %
und BlcC Zn?* auf 62,9 + 9,1 % (siehe Abbildung 56 B).
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Abbildung 57: Einfluss von AiiB und BlcC auf die metabolische Aktivitat Gram-negativer Bakterien

Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Zn?" und BlcC Co?* (8 pg/ml) auf die metabolische Aktivitaten von 16 h alten
Biofilmen von P. pseudoalcaligenes, P. fluorescens, P. mirabilis und E. aerogenes. Die Wirkung wurde mittels
Umsatz von XTT quantifiziert.

Abbildung 57 zeigt den Einfluss von AiiB Zn** und BlcC Co®* auf die metabolische Akti-
vitat Gram-negativer Biofilmbakterien am Beispiel von P. pseudoalcaligenes DSM 10086,
P fluorescens DSM 50090, P. mirabilis DSM 4479 und E. aerogenes DSM 30053. Es zeigt
sich unter Verwendung von 8 pg/ml AiiB nur fiir P. pseudoalcaligenes (82,1 + 15,9 %) und
P. fluorescens (75,5 = 22,6 %) eine signifikante Reduzierung (p < 0,05). BlcC bewirkt auf
diese Stdmme keine Biofilmreduzierung. Die Biofilmbildung von P. mirabilis DSM 4479
und E. aerogenes DSM 30053 ist weder durch 8 pg/ml AiiB noch durch 8 pg/ml BlcC

beeinflussbar.

Im Weiteren wird die direkte Wirkung der AHL-lactonasen auf das Quorum-Sensing Gram-

negativer Bakterien am Beispiel C. violaceum und E. coli gezeigt, wobei die Kommuni-
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kation von E. coli nicht auf AHL als Signalmolekile beruht. Hierzu wird der Einfluss der
AHL-lactonasen auf den Wildstamm C. violaceum ATCC 12472 beziehungsweise auf E. coli
MG1655 sowie deren QS-Mutanten C. violaceum CV026 beziehungsweise E. coli MG1655
AluxS betrachtet.
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Abbildung 58: Einfluss von AiiB und BlcC auf die Biofilmmasse Gram-negativer Bakterien und
deren QS-Mutanten

Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Zn?" und BlcC Co?" (8 pg/ml) auf die Biofilmmasse von 16 h alten Biofilmen
von Wildstdimmen und deren QS-Mutanten. Die Wirkung wurde mittels Kristallviolettfarbung quantifiziert.
A) Direkter Vergleich von C. violaceum ATCC 12472 und C. violaceum CV026. B) Direkter Vergleich von E.
coli MG1655 und E. coli MG1655 AluxS.

Sowohl AiiB als auch BlcC reduzieren die Biofilmmasse eines 16 h alten C. violaceum
Biofilms signifikant (p < 0,05) - AiiB auf 73,3 24,5 % und BlcC auf 66,6 + 31,1 % der
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nativen Biofilmkontrolle (siehe Abbildung 58). Im Vergleich hierzu ist bei dem Biofilm der
QS-Mutanten C. violaceum CV026, welche nicht in der Lage sind das Signalmolekil zu

bilden, durch AHL-lactonase keine Reduzierung der Biofilmbildung zu beobachten.

E. coli nutzt sowohl zu seiner speziesinternen als auch zu der speziesubergreifenden Kom-
munikation ausschlie3lich Autoinducer-2-Molekiile. Es ist nicht in der Lage, mittels AHL zu
kommunizieren. Entsprechend ist die Biofilmbildung des Wildstammes E. coli MG1655 und
dessen QS-Mutanten E. coli MG1655 AluxS durch die AHL-lactonasen AiiB und BlcC nicht
beeinflussbar (siehe Abbildung 58 B).
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Abbildung 59: Einfluss von AiiB und BlcC auf die Biofilmmasse von S. lutea

Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Zn?* und BlcC Co?* (8 ug/ml) auf die Biofilmmasse eines 16 h alten Biofilms
des Gram-positiven Bakteriums S. lutea DSM 20030.

AbschlieBend wird die Wirkung von AiiB und BlcC auf das Biofilmwachstum des Gram-
negativen Bakteriums A. tumefaciens KYC6 getestet. Die AHL-lactonasen werden auf jenen
Organismus angewandt, aus welchem sie urspringlich kloniert worden sind. A. tumefaciens
nutzt AiiB und BIcC, um sich im Konkurrenzwettbewerb mit anderen Gram-negativen
Bakterien Vorteile zu verschaffen, in dem es das QS der artfremden Organismen stort.
Entsprechend waére eine mogliche Wirkung dieser Enzyme auf seine eigene Zell-Zell-
Kommunikation widersinnig. Es zeigt sich, dass AiiB und BlcC keine biofilmreduzierende,
sondern eine biofilmbegunstigende Wirkung auf A. tumefaciens besitzt. Die Biofilmmasse
steigert sich bei Anwesenheit der beiden AHL-lactonasen im Vergleich zum nativen
Kontrollbiofilm um das Dreifache: AiiB auf 291 + 26,5 % und BlcC auf 271,2 + 14,7 %.

Als Kontrolle wird letztlich der Einfluss der AHL-lactonasen AiiB und BlcC auf das

Biofilmwachstum von Gram-positiven Bakterien, welche Uber modifizierte Oligopeptide als
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Signalmolekile miteinander kommunizieren, am Beispiel von S. lutea DSM 20030 be-

trachtet. Es ist hier keine Reduzierung der Biofilmbildung nachweisbar (siehe Abbildung 59).

5.7 Wirkung von AHL-lactonasen auf QS-abhadngige Faktoren

Wie in Kapitel 3.1.2 bereits beschrieben, werden tber das QS in Bakterien eine Vielzahl
verschiedener Verhaltensweisen reguliert. Hierzu z&hlt neben der Biofilmbildung auch die
Bildung von Virulenzfaktoren. Diese Strukturelemente und Stoffwechselprodukte bestim-
men die pathogenen Eigenschaften eines Mikroorganismus. Durch AHL-lactonasen werden
entsprechende Bakterien zwar nicht abgetotet, pathogene Bakterien werden jedoch potentiell
ihrer krankmachenden Eigenschaften enthoben oder darin eingeschrankt. So dass fur den
Menschen die Ansteckungsgefahr mit Krankheiten, verursacht durch Bakterien, die in
technischen wasserfiihrenden Systemen wie beispielsweise Trinkwasseraufbereitungsanlagen
zuriickbleiben, herabgesetzt wird. In dieser Arbeit werden bei dem Biofilmbakterium P.

aeruginosa PAOL beispielhaft folgende Virulenzfaktoren betrachtet:

e Drei unterschiedliche Sekundarmetabolite: Pyoverdin®?, Pyocyanin®, Pyochelin®®
sowie

182

e Rhamnolipide™ als Beispiel fiir Tenside.

Der Einfluss von AHL-lactonasen auf die Bewegung in Form des Schwarmens® wird mit P.
aeruginosa PA14 und PAO1 sowie mit P. mirabilis DSM 4479 analysiert. Darlber hinaus
wird die Antibiotikaproduktion am Beispiel von Violacein im Gram-negativen Stamm C.
violaceum ATCC 12472%° betrachtet.

Die Wirkung von je 8 ug/ml AiiB oder BlcC mit den Cofaktoren Co** und Zn** auf die
Bildung der oben beschriebenen Virulenzfaktoren (mit Ausnahme des Schwarmverhaltens)
wird an einem 16 h alten Biofilm mit einer Startzellzahl von 10° Zellen/ml betrachtet. Die
AHL-lactonase wird stets zu Beginn des Experiments zu den planktonisch vorgelegten
Zellen zugegeben. Die Virulenzfaktoren wird nach Ende des Experiments im zellfreien
Uberstand nach den in Kapitel 4.2.9 beschriebenen Methoden bestimmt. Das Schwarm-

verhalten von PA14 wird ebenfalls nach 16 h Inkubation ausgewertet (siehe Kapitel 4.2.9).

AiiB und BlcC reduzieren unabhéngig von ihrem Cofaktor die Bildung von Pyocyanin im
Vergleich zur nativen Biofilmkontrolle signifikant (p < 0,05): AiiB Co*" auf 64,1 + 3,1 %,
AiiB Zn*" auf 86,9 + 11,9 %, BIcC Co** auf 77,0 + 12,7 % und BIcC Zn** auf 70,1 + 2,3 %.
Im Gegensatz hierzu wird die Produktion von Pyoverdin von AiiB Co®* auf 25,4 + 30,7 %
und BlcC Co®* auf 62,2 +41,3 % signifikant minimiert. Die Expression von Pyochelin wird

von AiiB unabhangig vom Cofaktor sowie von BlcC mit Co®* als Cofaktor signifikant
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herabgesetzt: AiiB Co®" auf 82,3 12,1 %, AiiB Zn*" auf 91,5+ 2,5 % und BlcC Co*" auf
89,5 £7,4 %. Abbildung 60 stellt diese Ergebnisse zusammenfassend dar.
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Abbildung 60: Einfluss von AiiB und BlcC auf die Produktion von Siderophore

Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Co?*, AiiB Zn?*, BlcC Co?* und BlcC Zn?* (8 pg/ml) auf die Bildung der
Sekundarmetabolite Pyocyanin, Pyoverdin und Pyochelin eines 16 h alten Biofilms von P. aeruginosa PAO1.
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Abbildung 61: Einfluss von AiiB und BlcC auf die Bildung von Rhamnolipiden

Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Co?, AiiB Zn?*, BlcC Co?" und BlcC Zn?* (8 pg/ml) auf die Produktion von
Rhamnolipiden eines 16 h alten Biofilms von P. aeruginosa PAOL1.
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Abbildung 61 stellt die Rhamnolipidproduktion in Anwesenheit von AiiB Co?, AiiB Zn**,
BlcC Co* und BlcC Zn?* im Vergleich zur nativen Biofilmkontrolle dar. Durch 8 pg/ml
AiiB Co?" wird die Bildung von Rhamnolipiden auf 78,2 = 6,4 %, durch BlcC Co?" auf
81,9 + 13,3 % und durch BlcC Zn?* auf 66,4 + 6,0 % signifikant minimiert. Fiir AiiB Zn?" ist

eine signifikante Reduzierung nachweisbar.

Abbildung 63 zeigt fotografische Aufnahmen des unbeeinflussten Schwimm- und Schwarm-
verhaltens von P. aeruginosa und P. mirabilis sowie das Verhalten unter Zugabe von je
2,5 pg/ml AiiB oder BlcC. Das Schwarmverhalten von P. aeruginosa PA14 wird, ebenso
wie die Produktion der Rhamnolipide, durch das rhl-QS-System gesteuert. Entsprechend
beeinflussen AiiB und BlcC das Schwarmverhalten und reduzieren den Schwarmdurch-
messer um 25-30 %. Es zeigte sich fur P. aeruginosa PAO1 ein verdndertes Schwimm-
verhalten durch AiiB und BIcC. Es bilden sich eher kleine Einzelkolonien und der

Schwimmdurchmesser war kleiner und nicht symmetrisch ausgebildet.

Das Schwarm- und das Schwimmverhalten von P. mirabilis DSM 4479 werden durch die
Zugabe von AiiB und BlcC stark verandert. Auf den Schwarmplatten bildet sich im Gegen-
satz zur Kontrolle kein homogener Rasen aus, sondern es entstehen viele vereinzelte
Kolonien. Dies ist auch fur das Schwimmverhalten zu beobachten. Bei Zugabe von AiiB und
BlcC bildet sich zwar analog zur Kontrolle ein homogener Rasen, dieser besitzt jedoch einen

geringeren Durchmesser.
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Abbildung 62: Einfluss von AiiB und BlcC auf die Violaceinbildung

Dargestellt ist der Einfluss der AHL-lactonasen AiiB Zn?* und BlcC Co®* (8 pg/ml) auf die Produktion von
Violacein eines 16 Stunden alten Biofilms von C. violaceum ATCC 12472.

Abbildung 62 zeigt die verminderte Violaceinproduktionsfahigkeit von C. violaceum ATCC
12472 aufgrund der Zugabe von 8 pug/ml AiiB und BlcC im Vergleich zur nativen Biofilm-
kontrolle. AiiB reduziert die Violaceinbildung auf 82,4 + 6,9 %, BlcC auf 81,6 + 15,3 %.
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Abbildung 63: Einfluss von AiiB und BlcC auf das Schwarm- und Schwimmverhalten

Schwarmverhalten von P. aeruginosa PA14 und P. mirabilis DSM 4479 nach 16 h bei 37 °C sowie das
unterschiedliche Schwimmverhalten von P. aeruginosa PAO1 und P. mirabilis DSM 4479 nach 48 h bei 37 °C
jeweils ohne und mit Zugabe der AHL-lactonasen AiiB und BlcC.

Linke Spalte: unbehandelte Kontrolle; mittlere Spalte: Zugabe von 2,5 pug/ml AiiB; rechte Spalte: Zugabe von
2,5 pg/ml BlcC.
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5.8 Wirkung immobilisierter AHL-lactonasen auf die Biofilm-
bildung

Weiter werden die AHL-lactonasen AiiB und BlcC, ferner MBP-AIiiA, MBP-AIiB und
MBP-BIcC, mittels der untersuchten Methoden der Physisorption, der Chemisorption und
des Einschlusses in ein Hydrogel immobilisiert und deren Einfluss auf die Bildung von
Biofilm und Virulenzfaktoren am Beispiel von P. aeruginosa PAOL betrachtet. Zur Immobi-
lisierung werden die bisherigen Erkenntnisse aus der Charakterisierung und der Betrachtung

der proteinschonenden Immobilisierungsmethoden angewandt (siehe Kapitel 5.4).

5.8.1 Adsorptive Immobilisierung

Zur adsorptiven Immobilisierung der AHL-lactonasen werden zwei unterschiedliche
Strategien verfolgt: Zum einen werden aufgereinigtes AiiB und BlcC auf partikuléaren
Adsorptionstragermaterialien immobilisiert, zum anderen werden die Fusionsproteine MBP-
AiiA, MBP-AIiB und MBP-BIcC aus dem rohen Zelllysat Uber affinitatsspezifische Bind-

ungen an Maltose, welche iber GOP an Glasmaterial gekoppelt wurde, immobilisiert.

In Kapitel 5.4.1 werden sechs unterschiedliche partikuldre Materialien, KSG, Al(OH)s3,
Cas[OH|(PO,);], SiO,, pMA-EGDMA und PS-AA, hinsichtlich ihrer physikalisch-
chemischen Eigenschaften und ihrer Eignung als Adsorptionstragermaterial mit Hilfe von
Modellenzymen charakterisiert. Die Adsorption der aufgereinigten AHL-lactonasen erfolgt
aufgrund dieser Ergebnisse bei einem pH-Wert von 4,0 < pl. Hierzu werden je 20 mg/ml der
Adsorptionstragermaterialien in 400 pL Citratpuffer pH 4,0 mit 100 pg/ml  AiiB

beziehungsweise BlcC fir 24 Stunden bei einer Temperatur von 4 °C inkubiert.

Tabelle 30: Immobilisiertes AiiB und BlcC auf verschiedenen Adsorptionstrager

Material Immobilisierte Menge AiiB Immobilisierte Menge BlcC
(ug/mg Material) (ng/mg Material)
KSG 1,57 0,02 1,50 £ 0,02
AI(OH), 1,57 £0,01 1,51 £0,00
Cas[OH|(PO,)s] 1,57 £ 0,00 1,48 + 0,02
SiO, 1,57 £ 0,00 1,17 £ 0,05
pMA-EGDMA 1,57 £ 0,03 1,51 £0,00
PS-AA 0,78 £0,02 1,05 £ 0,03

Der jeweilige immobilisierte Anteil der AHL-lactonasen wird mit dem Bradford-Protein
Assay aus der Differenz der aufgegebenen und der nicht gebundenen Proteinmenge bestimmt.

Tabelle 30 listet diese Ergebnisse der Adsorption im Uberblick auf. AiiB adsorbierte, mit
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Aushahme von PS-AA mit 0,78 £ 0,02 ug/mg, auf den Adsorptionstragermaterialien mit
1,57 ug/mg Material. Dies entspricht der gesamten in Ldsung angebotenen Menge AiiB.
BlcC hingegen adsorbiert bevorzugt in folgender Reihe: KSG (1,50 pg/mg) ~ Al(OH);
(1,51pg/mg) = pMA-EGDMA (1,51 ug/mg) > Cas[OH|(PO4)s] (1,48 pg/mg) > SiO,
(1,17 pg/mg) > PS-AA (1,05 pg/mg). Von diesen Systemen werden jeweils 2,5 mg in eine
Kavitat einer 96-Multiwellplatte gegeben, um deren Einfluss auf die Biofilmmasse tber die
Farbung mit Kristallviolett und die metabolische Aktivitat des Biofilms tber den Umsatz
von XTT sowie die Bildung des Virulenzfaktors Pyocyanin von P. aeruginosa PAO1L nach

einem Zeitraum von 16 Stunden zu untersuchen.

Abbildung 64 A zeigt die jeweilige metabolische Aktivitat der untersuchten Materialien in
Relation zu einem nativen, unbehandelten Biofilm von P. aeruginosa PAO1, welcher als
100 £+ 11 % gesetzt wurde. Das unbehandelte Material der KSG reduziert die metabolische
Aktivitat auf 54 £ 9 % signifikant (p < 0,05), wohingegen die anderen Adsorptionstrager-
materialien einen Zuwachs der Biofilmbildung bis zu 224 + 12 % flr beispielsweise PS-AA
bewirken. Dies bedeutet, dass SiO,, AI(OH);, Cas[OH|(PO,)s], PS-AA und pMA-EGDMA
ohne Wirkstoffe biofilm-begunstigende Eigenschaften besitzen. Fur AiiB und BlcC, welches
auf Cas[OH|(PO,)s], pPMA-EGDMA oder auf PS-AA adsorptiv immobilisiert ist, sind keine
Biofilm-reduzierenden Eigenschaften nachweisbar — im Gegenteil, die metabolische Aktivi-
tat erhoht sich im Vergleich zum Kontrollbiofilm. AiiB, welches auf KSG- beziehungsweise
SiO,-Partikel immobilisiert ist, reduziert signifikant (p < 0,05) die metabolische Aktivitat des
P. aeruginosa PAO1 Biofilms auf 70 + 29 % beziehungsweise 75 + 26 %. BlcC, immobili-
siert auf KSG, reduziert ebenfalls die metabolische Aktivitat auf 82 +12 %. Fir AiiB auf
Al(OH); ist die metabolische Aktivitdt mit 91 £ 13 % ebenfalls reduziert. BlcC, adsorptiv
gebunden an Al(OH);, Cas[OH|(PO,)s], SiO,, pPMA-EGDMA und PS-AA, begiinstigen die
Biofilmbildung.

Da es sich bei den Adsorptionstrdgermaterialien um partikulére Systeme handelt, ist die
Bestimmung der metabolischen Aktivitat stark fehlerbehaftet. Durch die Abnahme des
Biofilmiberstandes werden unbeabsichtigt Partikel, auf denen der Biofilm gewachsen ist,
entfernt. Zuverldssiger wird die Biofilmmasse, welche mit Kristallviolett geférbt ist, am
Calgary Biofilm Device®™ quantifiziert (siehe Abbildung 64 B). Es zeigt sich, dass die
unbehandelten Adsorptionstragermaterialien KSG, AI(OH);, Cas[OH|(PO4)s] und pMA-
EGDMA die Biofilmmasse im Vergleich zur Biofilmkontrolle signifikant reduzieren. AiiB,
welches auf Cas[OH|(POg)s], pPMA-EGDMA und PS-AA adsorptiv gebunden ist, besitzt
keine biofilmreduzierenden Eigenschaften, wohingegen sich durch AiiB an KSG auf
37 £ 19 %, durch AiiB an AI(OH); auf 41 £+ 47 % und durch AiiB an SiO, auf 82 + 10 % die

Biofilmmasse signifikant (p < 0,05) verringert. Adsorptiv gebundenes BlcC bewirkt, bis auf
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die Immobilisierung an PS-AA, eine signifikante Reduzierung der Biofilmmasse auf bis zu
31 £ 20 % fiir AI(OH)s.
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Abbildung 64: Biofilmreduzierung von adsorptiv immobilisiertem AiiB und BlcC
Wirkung von an ausgewdahlten partikularen Systemen, SiO,, Al(OH);, KSG, Cas[OH|(PO,)s], PS-AA und pMA-
EGDMA auf die Biofilmbildung von P. aeruginosa: Reines Material und Material, auf welchem AiiB

beziehungsweise BlcC mit 1,0 bis 1,6 pg/mg Material adsorptiv immobilisiert wurde.

A) Metabolische Aktivitat ber den Umsatz von XTT bestimmt; B) Biofilmmasse durch die Farbung mit

Kristallviolett quantifiziert.
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Neben der Wirkung von AiiB und BlcC, immobilisiert auf unterschiedlichen partikuléren
Systemen, auf die Biofilmbildung, wird die Wirkung dieser Systeme auf die Bildung des
Virulenzfaktors Pyocyanin von P. aeruginosa PAO1 innerhalb von 48 Stunden untersucht
(Abbildung 65). Unbehandeltes Cas[OH|(PO,)s], SiO, und pMA-EGDMA reduzieren die
Pyocyaninproduktion signifikant (p < 0,05) um 30 %. Die Pyocyaninproduktion wird durch
AiiB und BlIcC, welches an Adsorptionstragermaterialien immobilisiert ist, gehemmt. Die
Materialauswahl der Partikel besitzt hier im Vergleich zu den AHL-lactonasen AiiB und
BlcC den groReren Einfluss auf die Pyocyaninproduktion.
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Abbildung 65: Pyocyaninreduzierung durch adsorptiv immobilisiertes AiiB und BlcC
Wirkung von AiiB und BlcC, welche auf unterschiedlichen anorganischen und polymeren Partikeln immobilisiert

wurden, auf die Produktion des Virulenzfaktors Pyocyanin in P. aeruginosa PAO1.

Die Immobilisierung der MBP-Fusionsproteine an Flachsubstraten mit gekoppelter Maltose
besitzt den Vorteil, dass Lactonasen direkt aus dem rohen Zelllysat immobilisiert werden
kénnen — eine aufwendige Aufreinigung ist in diesem Fall nicht erforderlich. Die Flach-
substrate bestehen aus mit Maltose ausgeristeten Objekttrédgern, welche zunéchst mit GOP
silanisiert sind. Die einzelnen Praparationsschritte der Hydroxylierung, der Silanisierung mit
GOP, der Ankopplung von Maltose und der abschlieBenden affinitatsspezifischen Bindung
des MPB-Tags des Fusionsproteins an Maltose werden Uber die Schichtdicke und die
Vorriick-Kontaktwinkel mit MilliQ sowie Uber die immobilisierte Menge an AHL-lacton-
asen verfolgt (siehe Tabelle 31). Letztere wird mit dem Bradford-Assay aus der Differenz

der bereit gestellten und der nicht immobilisierten Proteinmenge ermittelt.
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Tabelle 31: Préaparation der Immobilisierung von Fusionsproteinen an Flachsubstraten

Praparationsschritt Schichtdicke Vorriick-Kontaktwinkel Immobilisierte Menge Enzym
(nm) ©) (uglem?)

SiO,/SiOH 23+0,1 spreitet n.d.

GOP 19+£05 47217 n.d.

Maltose 1,2+0,0 spreitet n.d.

AiiA 2215 849572 7207

AiiB 2,1+£06 914+8,1 1152 + 11

BlcC 19+05 84,4 +6,3 648 +7

Durch die einzelnen Praparationsschritte erhéht sich die Schichtdicke um jeweils 2 nm. Der
Vorriick-Kontaktwinkel von 47,2 + 1,2° reduziert sich durch die Maltose-Ankopplung, so
dass er spreitet. Durch Bindung der AHL-lactonasen erhéht er sich auf 84,9 + 5,2° fur AiiA,
91,4 + 8,1° flir AiiB und 84,4 + 6,3° fur BlcC.

Die Kopplung der Fusionsproteine wird zusatzlich mittels Western Blot Analyse der Lysate
vor der Immobilisierung im Vergleich zu nicht gebundenen AHL-lactonasen nach der
Immobilisierung Uberprift. Abbildung 66 zeigt, bei gleicher Aufgabemenge, dass nach der
Immobilisierung die Konzentration AHL-lactonasen im Uberstand erniedrigt ist. Es werden
30 % AiiA, 42 % AiiB und 41 % BlcC der jeweils aufgegeben Proteinmenge gebunden.
Hierdurch ist eine Oberflachenbelegung mit 720 +7 pg/cm® fiir AiiA, fiir AiiB mit
1152 + 11 pg/cm? und 648 + 7 pg/cm? fir BlcC erzielbar.

1 2 3 4 5 6 Lysate vor Immobilisierung

98 kDA 1) MBP-AIiA Lysat

2) MBP-AIiB Lysat

ame P @D e = o
62 kDA ! 3) MBP-BIcC Lysat

Ungebundener Anteil der AHL-Lactonasen

49 kDA N 4) MBP-AiiA Lysat

5) MBP-AIiB Lysat

38 kDA s 6) MBP-BIcC Lysat

Abbildung 66: Western Blot: AiiB- und BlcC-Ausristung von Flachsubstraten

1) MBP-AIiA im Lysat vor der Immobilisierung; 2) MBP-AIiB im Lysat vor der Immobilisierung; C) MBP-BIcC im
Lysat vor der Immobilisierung; 4) Ungebundenes MBP-AIiiA nach der Immobilisierung; 5) Ungebundenes MBP-
AiiB nach der Immobilisierung; 6) Ungebundenes MBP-BIcC nach der Immobilisierung.

Die Aktivitaten der adsorptiv gebundenen AHL-lactonasen AiiB und BlcC werden beispiel-
haft mit A. tumefaciens NTL4 (pcF218)(pCF372) und dem Substrat 3-oxo-HSL durch den

Umsatz von X-Gal nachgewiesen. Durch AiiB und BlcC reduziert sich die AHL-Konz-

entration im Vergleich zu Standardkonzentrationen signifikant (p < 0,05) (siehe Abbildung
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67). Weiterhin zeigt sich die biofilmvermeidende Wirkung der AHL-lactonasen: Im
Vergleich zu den Standardkonzentrationen an 3-oxo-HSL entstand bei Anwesenheit von
AiiB und BlcC kein Biofilm, vielmehr bleiben die Bakterien einzeln verteilt, was zu einer

homogenen Blaufarbung des Uberstandes fiihrt.
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Abbildung 67: X-Gal Assay von mit AiiB und BlcC ausgeristeten Flachsubstraten

Bestimmung der Aktivitadt von AiiB und BlcC, welche an Flachsubstraten immobilisiert wurden, mit Hilfe des
Reporterstammes A. tumefaciens NTL4 (pCF218)(pCF372)

Weiter wird die Wirkung von AiiA, AiiB und BlcC, welche auf Flachsubstraten adsorbiert
ist, auf die Biofilmbildung von P. aeruginosa PAO1 untersucht. Die Biofilmmasse wird
durch die Kristallviolettfarbung des Biofilmes am Calgary Biofilm Devices™ quantifiziert,
die metabolische Aktivitdt wird Gber den Umsatz von FDA innerhalb von 30 Minuten bei
30 °C bestimmt. Abbildung 68 A zeigt die Quantifizierung des Biofilmes durch dessen
Masse und metabolische Aktivitat. Durch AiiA und AiiB vermindert sich die metabolische

Aktivitét des Biofilms auf 22,0 + 13,5 % beziehungsweise 24,1 + 17,2 % stark.

Abbildung 68 B zeigt die Pyocyaninproduktion relativ zur Produktion des Kontrollbiofilmes.
Durch AiiB auf 78,3+23,0% und BlcC auf 90,5+11,0% ist eine Hemmung der
Produktion ermittelbar.
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Abbildung 68: Biofilmreduzierung durch mit AiiA, AiiB und BlcC ausgeristete Flachsubstrate

Untersucht wurden die Wirkung der GOP-Silanschicht, der Maltose sowie AiiA, AiiB und BlcC beispielhaft auf
die Biofilmbildung und die Pyocyaninproduktion von P. aeruginosa PAOL.

A) Biofilmmasse quantifiziert durch die Kristallviolettfarbung des Calgary Biofilm Devices®™ und metabolische
Aktivitat durch den Umsatz von FDA,; B) Pyocyaninproduktion.
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5.8.2 Chemisorptive Immobilisierung

Die chemisorptive Immobilisierung der AHL-lactonasen erfolgt mit den Kopplungs-
reagenzien EDC und sulfo-NHS. AiiB und BlcC sind tber ihren N-Terminus an carboxy-
funktionalisierten Oberflachen und (ber ihren C-Terminus an aminofunktionalisierten
Oberflachen kovalent immobilisiert (siehe Kapitel 4.2.11). Die Kontrolle der kovalenten
Anbindung erfolgt Uber die Schichtdickenbestimmung mit Ellipsometrie und Uber die
Vorriick-Kontaktwinkel mit MilliQ.

Tabelle 32: Praparation der kovalenten Immobilisierung von AiiB und BlcC

Praparationsschritt Schichtdicke Vorriick-Kontaktwinkel
(nm) ©)

SiO,/SiOH 23+0,1 spreitet
3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) 1,2+0,2 731+£23
2-(Carboxymethylthio)ethyltrimethylsilan (CTEMS) 2,1+0,7 729+1,1

AiiB gekoppelt an APTES mit EDC und sulfo-NHS 25+17 61,7+18

BlcC gekoppelt an APTES mit EDC und sulfo-NHS 16+£11 442 £55

AiiB gekoppelt an CTEMS mit EDC und sulfo-NHS n. b. 26,0+34

BlcC gekoppelt an CTEMS mit EDC und sulfo-NHS n. b. 53071

Die Kopplung des C-Terminus der AHL-lactonasen an aminofunktionalisierte Oberflachen
geht mit einem Schichtdickenzuwachs fir AiiB von 25+1,7 nm und fur BlcC von
1,6 £ 1,1 nm einher. Fur die Kopplung des N-Terminus der Enzyme an carboxy-funktionali-
sierte Oberflachen ist kein Schichtdickenzuwachs mit Ellipsometrie nachweisbar (siehe
Tabelle 32). Der Vorriickkontaktwinkel mit MilliQ verringert sich bei allen untersuchten
Immobilisierungen: Fir AiiB, gekoppelt Uber den C-Terminus, reduziert er sich von
73,1 £2,3° fur APTES auf 61,7 £1,8° und fur BlcC auf 44,2 £ 5,5°. Fir die Kopplung Uber
den N-Terminus reduziert sich der Kontaktwinkel bei AiiB von 72,9 +1,1° fiir CTEMS auf
26,0 £ 3,4 und fur BlcC auf 53,0 £ 7,1° (siehe Tabelle 32). Eine Bestimmung der immobi-
lisierten Proteinmenge mit dem Bradford-Protein Assay ist nicht mdglich, da EDC ebenfalls

mit dem Bradford-Reagenz reagiert und die Ergebnisse falsch positiv ausfallen wiirden.

Abbildung 69 A zeigt den Einfluss von kovalent immobilisiertem AiiB und BlcC auf die
Biofilmmasse von P. aeruginosa PAO1, quantifiziert am Calgary Biofilm Device> durch
Kristallviolettfarbung. AiiB und BIcC, welche (ber ihren N-Terminus an carboxy-
funktionalisierte Oberflachen gebunden sind, reduzieren die Biofilmbildung im Vergleich
zum Kontrollbiofilm signifikant: AiiB auf 73,2 £ 18,2 % und BlcC auf 80,0 15,4 %. Durch
die kovalente Immobilisierung tber den C-Terminus wird keine Reduzierung der Biofilm-

masse erreicht.
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Abbildung 69: Biofilmreduzierung durch kovalent gebundenes AiiB und BlcC

Untersucht wurde die Wirkung der APTES- und CTEMS-Silanschicht sowie des mit EDC und sulfo-NHS
kovalent gebundenen AiiB und BlcC auf die Biofilmbildung von P. aeruginosa PAOL. Die Signifikanz zu einem
Niveau von p < 0,05 wurde im Bezug zum Kontrollbiofilm bestimmt.

A) Biofilmmasse quantifiziert durch die Kristallviolettfarbung des Calgary Biofilm Devices®™, B) Metabolische
Aktivitat ermittelt durch den Umsatz von XTT,;

Im Weiteren wird die Biofilmmasse, welche direkt Uber der Beschichtung gewachsen ist,
anhand der metabolischen Aktivitdt durch den Umsatz von XTT quantifiziert (siehe
Abbildung 69 B). Carboxy- und Aminofunktionen verringern die Biofilmbildung im
Vergleich zum Kontrollbiofilm signifikant (p < 0,05) auf 85,2 + 8,0 % beziehungsweise
87,7 9,0 %. Durch eine kovalente Bindung von AiiB und BlcC an diese funktionellen

Gruppen ist keine weitere Biofilmreduzierung erzielbar.
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Neben dem Einfluss kovalent immobilisierter AHL-lactonasen auf die Biofilmbildung wird
die Wirkung auf ausgewdhlte Virulenzfaktoren, Produktion an Pyocyanin und Pyoverdin
sowie die Produktion von Rhamnolipiden, untersucht. Abbildung 70 A gibt die Ergebnisse
flr AiiB wieder, Abbildung 70 B zeigt die Ergebnisse fiir BlcC.
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Abbildung 70: Wirkung von kovalent gebundenem AiiB und BlcC auf die Virulenzfaktoren

Wirkung der APTES- und CTEMS-Silanschicht, sowie des mit EDC und sulfo-NHS kovalent gebundenen AiiB
und BlcC auf die Virulenzfaktorenproduktion von P. aeruginosa PAOL1 beispielhaft an Pyocyanin, Pyoverdin und
Rhamnolipide. Die hier gezeigte Signifikanz zu einem Niveau von p < 0,05 bezieht sich auf den Kontrollbiofilm.

Die Produktion von Pyocyanin wird bereits im Vergleich zum Kontrollbiofilm durch die
carboxy- und aminofunktionalisierten Oberflachen signifikant auf 83,0 £ 9,7 % beziehungs-

weise auf 83,6 + 20,9 % reduziert. Dariiber hinaus verringert sie sich durch AiiB und BlcC,
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welche Uber den C-Terminus an amino-funktionalisierten Oberflachen kovalent gebunden
sind, weiter auf 80,1+ 16,3 % beziehungsweise 80,3 + 18,8 %. Eine Signifikanz dieser
Ergebnisse ist nur zum Kontrollbiofilm, jedoch nicht zur APTES-Schicht selbst nachweis-
bar. AiiB und BlcC, welche kovalent an CTEMS gebunden sind, zeigen im Vergleich zur

CTEMS-Schicht keine weitere biofilmreduzierende Wirkung.

Die Bildung von Pyoverdin wird im Vergleich zum Kontrollbiofilm in Gegenwart der
amino- und carboxyfunktionalisierten Oberflachen signifikant auf 59,7 + 18,4 % beziehungs-
weise 69,5 + 13,2 % des Kontrollbiofilms gesenkt. Eine weitere Senkung wird dartber hin-
aus sowohl durch BlcC (57,2 + 4,9 %), welches tber den C-Terminus an amino-funktionali-
sierte Oberflachen kovalent gebunden ist, als auch durch BlcC (66,0 £ 5,2 %), welches Uber
den N-Terminus an carboxyfunktionalisierte Oberflachen kovalent immobilisiert ist, erreicht.
Diese Senkung ist im Vergleich zum Kontrollbiofilm signifikant (p < 0,05).

Amino- beziehungsweise carboxyfunktionalisierte Oberfléchen besitzen keine reduzierende
Wirkung auf die Rhamnolipidproduktion. AiiB und BlcC, welche kovalent Uber ihren N-
Terminus immobilisiert sind, reduzieren die Bildung der Rhamnolipide auf 83,8 £2,9 %
beziehungsweise 90,2 + 10,6 %, AiiB, welches kovalent (iber sein C-Terminus gebunden ist,

vermindert sie auf 98,5 + 4,5 %.

5.8.3 Einschluss in eine polymere Matrix

Die entwickelten Hydrogelsysteme eignen sich, wie in Kapitel 4.2.12 gezeigt, als
Wirkstoffdepotsysteme. Im Folgenden wird untersucht, ob und in wie weit diese Systeme als
Depotsysteme zu Immobilisierung von AHL-lactonasen und zur Biofilmvermeidung am
Beispielorganismus P. aeruginosa PAO1 angewandt werden konnen. Hierzu werden
Hydrogele mit 35% und 50 % PEG-DA mit je 220 ug/ml AiiB beziehungsweise BlcC
beladen. Je 50 puL Hydrogel/Kavitéit werden in einer 96-Multiwellplatte auspolymerisiert und
zunéchst flr zwei Stunden mit MilliQ gequollen. Dies dient zum Auswaschen eventuell nicht
abreagierter toxischer Polymerisationsbestandteile. AnschlieBend werden die QQ-
Eigenschaften dieser Systeme mit P. aeruginosa PAO1 zu zwei unterschiedlichen Zeit-
punkten untersucht: Zum einen nach 16 h, um diese Ergebnisse spéter mit den Ergebnissen
der anderen Immobilisierungsmethoden vergleiche zu kénnen, da diese ebenfalls nach 16 h
entstanden sind und zum anderen nach 88 h, da es sich bei diesem System um ein Lang-

zeitdepot handelt und daher eine langere Versuchsdauer betrachtet werden sollte.

Im Vergleich zum Kontrollbiofilm reduziert sich die metabolische Aktivitat des Biofilms,
welcher sich auf einem unbeladenen Hydrogel bildete, innerhalb von 16 h signifikant auf
65 + 16 % (siehe Abbildung 71 A). Die metabolische Aktivitét eines Biofilms auf mit AiiB

beziehungsweise BlcC beladenen Hydrogelen ist im Vergleich zum Kontrollbiofilm signifi-
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kant reduziert. Verglichen mit dem unbeladenen Hydrogel ist keine signifikante Minderung
der metabolischen Aktivitat nachweisbar. Die Biofilmmasse wird durch die Anwesenheit

von unbeladenem Hydrogel nicht beeinflusst. Hydrogele, welche mit AiiB beziehungsweise
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Abbildung 71: Biofilmreduktion durch ein 35 %-iges Hydrogel nach 16 h/88 h Biofilmbildung von P.
aeruginosa PAO1 in Gegenwart eines 35 %-igen Hydrogels, unbeladen und beladen mit 220 pg/ml AiiB
beziehungsweise BlcC. Die metabolische Aktivitdt wurde tber den Umsatz von XTT ermittelt und die
Biofilmmasse wurde durch die Farbung des Calgary Biofilm Devices®® mit Kristallviolett quantifiziert.

A) nach 16 h; B) nach 88 h

Zur Unterscheidung der Wirkung von nicht abreagierten Hydrogelbestandteilen von der Wirkung der AHL-
lactonasen wurden zwei unterschiedliche Statistiken betrachtet:

* Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zur nativen Kontrolle; * Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zum
unbeladenen Hydrogel



154 Ergebnisse

BlcC beladen sind, beeintrachtigen die Bildung der Biofilmmasse. Die Biofilmmasse
vermindert sich bei Anwesenheit von BlcC in einem 35 %-igen Hydrogel, einem Hydrogel

mit einem Polymergehalt von 35 % bei der Netzwerksynthese, signifikant auf 51 + 28 %.

Abbildung 71 B zeigt die oben beschriebenen Systeme nach einer Untersuchungsdauer von
88 h. Das unbeladene Hydrogel beeinflusst die metabolische Aktivitat der gebildeten
Biofilme im Vergleich zum Kontrollbiofilm nicht nachteilig. Hydrogele, welche mit BlcC
beladen wurden, fiihren zu einer signifikant verminderten metabolischen Aktivitdt von
69 = 33 %. Hinsichtlich der Biofilmmasse ist nach 88 h kein nachteiliger Einfluss von
unbeladenen und beladenen Hydrogelen zu beobachten.

Neben dem Einfluss auf die Biofilmbildung werden bei den Hydrogelsystemen die
Beeinflussung der Produktion der Virulenzfaktoren von P. aeruginosa PAO1 am Beispiel
Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamnolipide zu zwei Zeitpunkten, namlich nach 16 h
(Abbildung 72 A) und nach 88 h (Abbildung 72 B), untersucht. Zun&chst wird der Zeitpunkt
t=16 h betrachtet: In Anwesenheit von unbeladenem Hydrogel verringert sich die
Produktion aller untersuchten Virulenzfaktoren im Vergleich zum Kontrollbiofilm
signifikant: Die Produktion von Pyocyanin vermindert sich auf 84 + 6 %, von Pyoverdin auf
89 + 14 % und die Bildung der Rhamnolipide wird auf 87 + 5 % verringert. Teilweise wird
durch die Zugabe eine weitere signifikante Reduzierung (p < 0,05) im Vergleich zum
unbeladenen Hydrogel erzielt. Durch die Beladung mit AiiB wird die Produktion an
Pyoverdin auf 58 £ 19 % und die Rhamnolipide auf 80 £ 6 % reduziert. Eine Beladung mit

BlcC vermindert die Konzentration an gebildetem Pyoverdin signifikant auf 53 + 34 %.

Nach Ablauf von 88 h Inkubationszeit wird die Pyocyaninproduktion in Anwesenheit eines
unbeladenen 35 %-igen Hydrogels signifikant auf 77 + 18 % gesenkt. Durch eine Beladung
mit AiiB beziehungsweise BlcC reduziert sich die Produktion von Pyocyanin und Pyoverdin
auf bis zu 67 £ 10 %. Diese Ergebnisse sind im Vergleich zum unbeladenen Hydrogel bei

einem Niveau von p < 0,05 nicht statistisch signifikant.

Die Freisetzung der AHL-lactonasen aus einem Hydrogel wird von ihrem hydrodynam-
ischen Radius in Zusammenspiel mit der Maschenweite des Hydrogels bestimmt. Letztere ist
uber den Makromergehalt in der Polymerisationslosung einstellbar (siehe Kapitel 5.4.3).
Daher wurden zur Immobilisierung in einer polymeren Matrix ein Hydrogel mit einem
Polymergehalt von 35 % und eines mit einem Polymergehalt von 50 % ausgewéhlt. Die
mikrobiologische Bewertung von ersterem ist oben beschrieben. Im Folgenden werden nun
die Ergebnisse der mikrobiologischen Bewertung nach 16 h eines Hydrogels mit einem
50 %-igen Polymergehalt, welches mit AiiB beziehungsweise BIcC beladen wurde, gezeigt:

Abbildung 73 A stellt den Einfluss auf die metabolische Aktivitat und die Biofilmmasse von
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P. aeruginosa PAOL dar, Abbildung 73 B zeigt die Wirkung auf die Produktion der

Virulenzfaktoren Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamnolipide.

-
(&)
o

I Pyocyanin nach 16 h A
[ 1Pyoverdin
[ 1Rhamnolipide

100 - — 1 « T * *

——

—H

(&)
o
1

o
|

T T

I
Kontrollbiofilm 35%

Virulenzfaktorproduktion (% des Kontrollbiofilms)

I I
35% + AiiB  35% + BlcC

150

Il Pyocyanin
[ Pyoverdin nach 88 h B

100

[6)]
o
1

o
|

Kontrollbiofilm 35 % 35% + AiiB 35 % + BlcC

Siderophorsekretion (% des Kontrollbiofilms)

Abbildung 72: Einfluss eines 35 %-iges Hydrogels nach 16 h/88 h auf Virulenzfaktoren

Produktion von Virulenzfaktoren am Beispiel von Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamnolipide von P. aeruginosa
PAOL1 in Gegenwart eines 50 %-igen Hydrogels, unbeladen und beladen mit 200 pg/ml AiiB beziehungsweise
BlcC.

Zur Unterscheidung der Wirkung von nicht abreagierten Hydrogelbestandteilen von der Wirkung der AHL-
lactonasen wurden zwei unterschiedliche Statistiken betrachtet:

* Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zum nativen Kontrolle; * Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zum
unbeladenen Hydrogel

Das unbeladene Hydrogel reduziert die metabolische Aktivitdt auf 68 £ 14 % und die

Biofilmmasse auf 87 + 9 % signifikant (p < 0,05). Mit AiiB beziehungsweise BlcC beladene
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Abbildung 73: Biofilmreduktion eines 50 %-igen Hydrogels nach 16 hA) Biofilmbildung von P.
aeruginosa PAO1 in Gegenwart eines 50 %-igen Hydrogels, unbeladen und beladen mit 220 pg/ml AiiB und
BlcC. Die metabolische Aktivitat wurde Uber den Umsatz von XTT ermittelt und die Biofilmmasse wurde durch
die Farbung des Calgary Biofilm Devices® mit Kristallviolett quantifiziert.

B) Produktion von Virulenzfaktoren am Beispiel von Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamnolipide von P. aeruginosa
PAO1 in Gegenwart eines 50 %-igen Hydrogels, unbeladen und beladen mit 200 pg/ml AiiB beziehungsweise
BlcC.

* Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zum nativen Kontrolle; * Signifikant zu p < 0,05 im Vergleich zum
unbeladenen Hydrogel

Hydrogele vermindern im Vergleich zum Kontrollbiofilm sowohl die metabolische Aktivitat
als auch die Biofilmmasse. Im Vergleich zum unbeladenen Hydrogel reduziert sich nur die
Biofilmmasse signifikant auf 74 +16 % durch AiiB und auf 65+ 33 % durch BlcC im
Vergleich zum unbeladenen Hydrogel.
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Unbeladene Hydrogele mit einem Polymergehalt von 50 % beeinflussen die Biofilmbildung
und die Produktion von Virulenzfaktoren in P. aeruginosa PAOL: Im Vergleich zum
Kontrollbiofilm ist die Produktion von Pyocyanin auf 79 + 13 % reduziert, die von Pyo-
verdin ist auf 71 £ 8 % verringert und die gebildeten Rhamnolipide betragen 83 + 10 % der
Rhamnolipidkonzentration des Kontrollbiofilms. Mit AiiB und BlcC beladene Hydrogele
vermindern ebenfalls die Produktion der drei untersuchten Virulenzfaktoren. Im Vergleich
zum unbeladenen Hydrogel sind nur die verminderte Pyoverdinproduktion durch AiiB mit
54 +19% und durch BlcC mit 53 +34 % mit einem Niveau von p < 0,05 statistisch
signifikant.

5.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese Arbeit setzt sich aus drei Teilbereichen zusammen: Herstellung, Aufreinigung und
Charakterisierung der AHL-lactonasen AiiA, AiiB und BlcC, die Erarbeitung und
Evaluierung geeigneter Immobilisierungsmethoden fiir diese sowie deren mikrobiologische

Bewertung.

Im ersten Ergebnisteil wurde gezeigt, dass durch eine Hochzelldichtefermentation in einem
Bioreaktor mit einer maximal erreichten Dichte von 10 Zellen/I folgende Ausbeuten an frei
léslich exprimierten AHL-lactonasen erzielt wurden: AiiA 1,2 g/l; AiiB 0,7 g/l und BlcC
1,0 g/l. In einer dreistufigen Aufreinigung aus Anionen-, Affinitats- und anschlieR-ender
GroRenausschlusschromatographie wurden Reinheitsgrade von 99 % erreicht. Mittels
MALDI-TOF-Analyse wurde die Sequenz der aufgereinigten AHL-lactonasen AiiB mit
einer Identitat von 75,3 % und BlcC mit 61,7 % verifiziert.

Die drei AHL-lactonasen wurden beziglich ihrer Eigenschaften Gber bioinformatische
Methoden charakterisiert. Die isoelektrischen Punkte, 4,77 fur AiiA, 5,45 fur AiiB und 5,75
fur BlcC, und die hydrodynamischen Radien, 2,30 £ 0,12 nm fir AiiA, 2,42 £0,12 nm fir
AiiB und 2,37 £0,12 nm fur BlcC, waren hinsichtlich der spateren Immobilisierungs-
methoden von besonderer Bedeutung. Mittels FT-IR/ATR wurden die Sekundérstrukturen
von AiiB mit einem o-Helix-Anteil von 11,4 £2,2 % und einem B-Faltblatt-Anteil von
36,2 £2,9 % sowie BlcC mit einem a-Helix-Anteil von 4,4 £4,2 % und einem [B-Faltblatt-
Anteil von 32,4 +0,7 % bestimmt. AbschlieRend wurde die spezifische Aktivitdt von AiiB
und BlcC zum einen Uber den rein chemischen Umsatz des Substrates mittels einer pH-Wert-
Anderung Gber den pH-Indikator Pyranin und zum anderen mit Hilfe des Reporterstammes A.
tumefaciens NTL4 (pCF218)(pCF372) im ONPG- und X-Gal-Assay untersucht. BlcC erwies

sich verglichen mit AiiB als weniger aktiv.

Im zweiten Ergebnisteil, der Erarbeitung geeigneter Immobilisierungsmethoden fiir die

AHL-lactonasen, wurden die Immobilisierung tber Physisorption und Chemisorption sowie
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der Einschluss in eine polymere Matrix auf ihre Eignung untersucht. Zur Immobilisierung
mittels Physisorption wurden die Adsorptionstragermaterialien Aluminiumhydroxid,
Calciumhydrogenphosphat, Kalksodaglaskiigelchen, Poly-(Methacrylsaure-co-Ethylen-gly-
koldimethacrylat), Polystyrol-Acrylsdure und Siliziumdioxid ausgewahlt. Diese Materialien
wurden hinsichtlich ihrer BET-Oberflache, ihres hydrodynamischen Radius, ihrer Partikel-
abmessungen und ihres Zeta-Potentials bei unterschiedlichen pH-Werten charakterisiert. Bei
einer Enzymbindung Uber ionische Wechselwirkungen, bei welcher der pH-Wert wahrend
der Immobilisierung unterhalb des pl-Wertes des jeweiligen Enzyms lag, wurde die héchste
spezifische Beladung mit den Modellenzymen Subtilisin und Lysozym erzielt. Die spezi-
fische BET-Oberflache besall einen groRen Einfluss auf die Immobilisierung: Mit zuneh-
mender BET-Oberflache gelang es eine gréliere Enzymmenge zu immobilisieren. Es zeigte
sich, dass die spezifische Aktivitdt umgekehrt proportional zur spezifischen Oberflache ist.
In Abhéangigkeit der Wechselwirkungen, welche der Physisorption zugrunde lagen, desorbie-
rten immobilisierte Enzyme unterschiedlich. Generell desorbierten 50 bis 90 % des gesamten
physisorbierten Enzyms innerhalb der ersten 24 Stunden. Eine Immobilisierung uber
ionische Wechselwirkungen stellte sich als starke Bindung mit daraus resultierender ver-

zbgerter und verringerter Freisetzung heraus.

Zur Chemisorption wurden zunachst Siliziumsubstrate mit 3-Aminopropyltriethoxysilan, 2-
(Carboxymethylthio)ethyltrimethylsilan, 3-(Glycidoxypropyl)trimethoxysilan und 3-(Tri-
methoxysilyl)propylmethacrylat mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen ausgerustet.
Die Charakterisierung der Schichten erfolgte Uber ihre Schichtdicke, welche 1,3 -2,9 nm
betrugen, ihre Kontaktwinkel mit Wasser, welche alle < 90° waren, und ihrer Belegungs-
dichte mit funktionellen Gruppen, welche 3,3 — 6,3 funktionelle Gruppen/nm® ergab. Eine

Freisetzung des immobilisierten Enzyms war hier nicht vorgesehen.

Zum Einschluss in eine polymere Matrix wurde ein Hydrogelsystem basierend auf Poly-
(ethylenglykol)diacrylat MW575 und MW700 mit Polymergehalten zwischen 25 und 50 %
synthetisiert, welches nach 3 Sekunden UV-Bestrahlung durch eine radikalische Polymer-
isation gebildet wurde. Die Hydrogele quollen mit 200 % moderat und besalen einen
Gleichgewichtswasseranteil von 50 %. Durch Variation des Polymeranteils wurden
Maschenweiten zwischen 4,4 und 7,1 nm erzielt. In rheologischen Untersuchungen zeigten
diese Hydrogele bei einer Deformation kleiner als 1 % ein Verhalten vergleichbar mit
weichen viskoelastischen Feststoffen. Mit zunehmendem Polymeranteil wiesen sie eine
hohere mechanische Stabilitat auf. Weiterhin wurde die UV-Einwirkung auf die Struktur und
die spezifische Aktivitdt von Enzymen wahrend der Polymerisation untersucht. Es wurden
innerhalb einer UV-Bestrahlungsdauer von bis zu 5 Sekunden keine gravierenden Ver-
anderungen in der Sekundarstruktur und daraus folgend in ihrer spezifischen Aktivitat

nachgewiesen. Abschlielend wurde das Hydrogel auf Oberflachen, welche mit Methacrylat-
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funktionen ausgerustet wurden, kovalent gebunden. Das Freisetzungsverhalten des Hydro-
gels wurde als ein Zusammenspiel zwischen Maschenweite und hydrodynamischem Radius
des eingeschlossenen Proteins identifiziert. Bei einer geeigneten Kombination dieser beiden
Parameter war ein Ausbluten des Hydrogels in der ,,initial burst“-Phase vermeidbar und eine
gleichmaRige Freisetzung des Enzyms uber eine Dauer von mindestens 14 Tagen bei
gleichbleibender Aktivitat konnte erreicht werden.

Im folgenden dritten Ergebnisteil, der mikrobiologischen Bewertung der immobilisierten
AHL-lactonasen, wurde zundchst deren Wirkung in geldster Form auf verschiedene Bak-
terienspezies untersucht. So wurde eine Reduktion der Biofilmmasse und der metabolischen
Aktivitat durch Zugabe von 8 ng/ml AiiB und BlcC auf Gram-negative Bakterien wie P.
aeruginosa, P. pseudoalcaligenes, P. fluorescens, E. aerogenes und C. violaceum gezeigt.
AiiB und BlcC beeinflussten die Biofilmbildung von Gram-positiven Bakterien (S. lutea),
einem Gram-negativen Stamm, welcher nicht tber AHL kommuniziert (E. coli), dem Gram-

negativen Bakterium P. mirabilis und den QS-Mutanten von E. coli und C. violaceum nicht.

Weiterhin wurde die Wirkung von AiiB und BlcC auf die Bildung unterschiedlicher
Virulenzfaktoren untersucht. AiiB und BlcC verminderten die Bildung von Pyocyanin, Pyo-
verdin, Pyochelin und den Rhamnolipiden von P. aeruginosa PAO1. Ebenso reduzierte sich
die Bildung an Violacein in C. violaceum. AiiB und BlcC storten das Schwimm- und

Schwarmverhalten von P. aeruginosa PAO1, PA14 und P. mirabilis nachhaltig.

In diesem Ergebnisteil wurden die bisher gewonnenen Erkenntnisse eingesetzt, um die AHL-
lactonasen zu immobilisieren. AiiB und BlcC wurden einerseits auf partikularen Systemen
adsorbiert und andererseits auf Flachsubstraten ber ihr Tag gebunden. AiiB adsorbierte
unabhéngig des Tragermaterials mit 1,57 + 0,02 pg/mg Material auf den unterschiedlichen
Partikeln. Einzig PS-AA bildete hier eine Ausnahme, da hier mit 0,078 £ 0,002 pg/mg
Material weniger Enzym immobilisiert wurde. BlcC adsorbierte bevorzugt in folgender
Reihe: KSG =~ Al(OH); = pMA-EGDMA > Cas[OH|(PO,);] > SiO, > PS-AA. In der mikro-
biologischen Bewertung, der Analyse der Biofilmmasse, der metabolischen Aktivitat und der
Virulenzfaktoren von P. aeruginosa PAOL, stellten sich KSG und SiO; als geeignete Mater-
ialien und PS-AA als ungeeignetes Material heraus. AHL-lactonasen-Fusionsproteine
wurden weiterhin direkt aus dem Zelllysat auf mit Maltose ausgeristeten Oberflachen
gebunden. Dies wurde mit einer Western Blot Analyse bestétigt. AiiA und AiiB reduzieren

die Biofilmbildung von P. aeruginosa PAOL auf 25 %.

Zur kovalenten Immobilisierung wurden AiiB und BlcC zum einen tber deren C-Terminus
und zum anderen Uber deren N-Terminus mit EDC/sulfo-NHS an entsprechend funkti-
onalisierte Oberflachen gebunden. AiiB und BlcC, die beide ber ihren N-Terminus kovalent

an Oberflachen gebunden wurden, reduzierten die Biofilmmasse von P. aeruginosa PAO1
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im Vergleich zum Kontrollbiofilm signifikant auf 73,2 £ 18,2 % beziehungsweise auf
80,0 + 15,4 %. Die Bildung von Pyoverdin verminderte sich signifikant sowohl durch BlcC,
gebunden am C-Terminus, auf 57,2 +7,2% als auch durch BlcC, immobilisiert am N-
Terminus, auf 66,0 £ 5,8 %. Dariiber hinaus war ein signifikant stérender Einfluss auf die
Biofilmbildung und die Produktion der Virulenzfaktoren durch carboxy- und

aminofunktionalisierten Oberflachen zu beobachten.

AiiB und BlcC, welche in 35 %-igen und in 50 %-igen PEG-DA-Hydrogelen immobilisiert
wurden, reduzierten nach 16 h signifikant die Bildung der Virulenzfaktoren Pyocyanin,
Pyoverdin und die Rhamnolipide. Nach 88 h waren diese Virulenzfaktoren bei Anwesenheit
von AiiB und BlcC in ihrer Konzentration im Vergleich zum Kontrollbiofilm vermindert. P.
aeruginosa PAO1 wurde in der Ausbildung eines Biofilms innerhalb von 16 h durch AiiB,
immobilisiert in einem 35 %-igen Hydrogel, gehemmt. Die Biofilmmasse reduzierte sich
signifikant auf 51 +28 % des Kontrollbiofilms. Nach einer Inkubationszeit von 88 h
verminderten mit BlcC beladene Hydrogele die metabolische Aktivitat signifikant auf
69 + 33 %.
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6 Diskussion der Methoden und Ergebnisse

6.1 Herstellung und Aufreinigung der AHL-lactonasen

Sowohl die Ubertragung geeigneter Expressionsparameter aus Schiittelkolbenversuchen auf
die Expression in einem 7 |-Bioreaktor als auch die anschliefende chromatographische
Trennung der rekombinant hergestellten Enzyme war erfolgreich. Dies wird in den
folgenden Kapiteln 6.1.1 und 6.1.2 ndher ausgefiihrt. Hierbei werden die hier erzielten
Ergebnisse mit in der Literatur publizierten Ergebnissen in Relation gesetzt.

6.1.1 Expression der AHL-lactonasen im Bioreaktor

In der Literatur wurden die Wirkungen von AHL-lactonasen auf das QS und deren direkte
Auswirkungen in unterschiedlichen Bakterienspezies hauptsdchlich flr aiia, welches in die
Zielspezies kloniert wurde, beschrieben. Dabei wurde das Verhalten der gentechnisch
verénderten Spezies im Vergleich zu deren Wildstdmmen betrachtet, zum Beispiel bei P.

96, 98

aeruginosa PAO1%> *# Erwinia carotovora®™ * und Burkolderia sp.”** *®. Diese Arbeiten

wurden im Wesentlichen zwischen 2000 und 2007 durchgefiihrt.

Seit 2005 gelang es Forschergruppen um W. Fast in den USA und um X. Guan in China ent-
sprechende AHL-lactonasen als Fusionsproteine in E. coli zu exprimieren und aufzurein-
igen?®* 29347 Djese Arbeiten wurden im SchiittelkolbenmaRstab durchgefiihrt und dienten in
erster Linie zur Strukturaufklarung von AiiA*® und AiiB*®. Durch die Ubertragung
optimaler Expressionsparameter aus Schiittelkolbenversuchen auf die Expression der AHL-
lactonasen wurde in dieser Arbeit AiiA, AiiB und BlcC als l6sliches Protein im Bioreaktor
hergestellt. Ein weiteres Upscaling zur grof3technischen Herstellung der AHL-lactonasen ist
aufgrund der hier erzielten Ausbeuten und gewahlten Expressionsbedingungen mdglich. So
eignet sich beispielsweise E. coli als Expressionsstamm aufgrund seines schnellen Wachs-
tums besonders fur industrielle Herstellungsverfahren, da in kurzer Zeit grof3e Batches erzielt
werden konnen. Dartber hinaus handelt es sich bei dem Fed-Batch-Verfahren um ein
Verfahren, dass sich ebenfalls gut zum Upscaling eignet und Uber das kontrollierte
Wachstum bei homogenen Reaktionsbedingungen zu gut reproduzierbaren Batches fuhrt, um

die gleichbleibende Qualitét des Produktes zu gewahrleisten.

Tabelle 33 vergleicht die Parameter und die hieraus erzielten Ausbeuten dieser Arbeit mit
Daten aus der Literatur. Die Hauptunterschiede zur Literatur bestehen zum einen in der
Verwendung des Hochleistungsexpressionsstammes E. coli SoluBL21 und zum anderen in
der Hochzelldichtefermentation in einem Reaktor. E. coli SoluBL21 ermdglich im Vergleich
zu E. coli BL21 (DE3) aufgrund unterschiedlicher Mutationen (siehe Kapitel 4.2.1) eine

gesteigerte Expression an léslichem Protein. Hierdurch steigerte sich die Ausbeute deutlich
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von 15 bis 54 mg/l auf 660 bis 1180 mg/l. Die Zugabe von Kobaltchlorid als Cofaktor
erhdhte die Ausbeute um das 1,5- bis 2-fache im Vergleich zur Zugabe von Zinksulfat als

Cofaktor. Diese Beobachtung wird durch die Literatur bestatigt®*.

Tabelle 33: Vergleich der Expression von AiiA, AiiB und BlcC mit Literaturdaten

Expressions- Thomas Liuet. Augustine Wang Yang Kerger® Eigene Daten
parameter et. al. al et.al. # etal. et al
299 321 347
AHL-lactonase MBP- MBP- AilA GST-  GST- GST- MBP- MBP- MBP-
AiiA AiiB AilA  AIIA AiiA AiiA AiiB BlcC
E. coli Stamm DH5a DH5a BL21 k.A.  BL21 Solu Solu Solu Solu
(DE3) (DE3) BL21 BL21 BL21 BL21
pLys S
Temperatur ( °C) 25 25 28 28 20 37 30 30 30
Zeit (h) 16 16 2-6 20 6 6 6 4
IPTG 0,3 0,3 0,5 0,5 0,8 1,0 0,1 0,1 01
(mmol/l)
Cofaktor Co* zn* k. A. k.A. kA Co* Co* zn* Co*
(mmol/1) (100) (500) (100) (100) (500) (100)
Anfangszelldichte 05— 05— k. A. 04- 06— 27 66 56 41
ODé0o nm 0,7 0,7 0,5 0,7
Ausbeute 15 k. A k. A k. A 54 55 1180 660 1000

(mg/1)

Durch die Ubertragung der Expressionsparameter aus den Schiittelkolbenversuchen auf den
Bioreaktor wurden Ausbeuten von 660 bis 1180 mg/l erreicht. Es erfolgte jedoch keine
gezielte Optimierung der Expressionsparameter wie die Sauerstoffzufuhr, die Zellzahl wéh-
rend der Expression, das Expressionsmedium oder die Kohlenstoffquellezufitterung fiir die
Expression im Bioreaktor. Es ist daher zu erwarten, dass der AHL-lactonase-Anteil am
Gesamtzellprotein von 1,0 bis 1,8 % Uber die Optimierung der Expressionsparameter auf die
Expression im Reaktor gesteigert werden kann. In der Uberpriifung des Expressionsverlaufes
mittels Western Blot Analyse (siehe Abbildung 27 Seite 91) zeigte sich, dass nach 4 h
Expression eine geringfligige Konzentrationsabnahme der AHL-lactonasen auftritt. Dies
kann auf einen proteolytischen Abbau wahrend der Fermentation zurtickgefiihrt werden.
Daher ist eine Verkirzung der Expressionszeit auf 4 Stunden ebenfalls vielversprechend, um

die Ausbeute der weiter zu steigern.

Bei der Hochzelldichtefermentation kann das Plasmid, welches das Zielprotein kodiert,
verloren gehen oder die Wachstumsrate vermindert werden. Daher wurde eine plasmid-
kodierte Antibiotikaresistenz eingefiihrt und das Kulturmedium mit Ampicillin angereichert.
Das Antibiotikum wird im Fermentationsverlauf jedoch abgebaut®. Es sollte daher eine
zusatzliche Ampicillingabe im Fermentationsverlauf erfolgen. In den Fermentationsansatzen
dieser Arbeit wurde daher nach 3 Stunden erneut Ampicillin zugegeben. Durch die Abtren-

nung der Zellmasse aus der Fermentationsbriihe sowie durch die aufeinanderfolgenden Auf-
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reinigungsschritte mittels chromatographischer Verfahren wird gewéhrleistet, dass in der
nachfolgenden mikrobiologischen Bewertung der aufgearbeiteten AHL Lactonasen keine

falsch positiven Ergebnisse durch eventuell vorhandenes Ampicillin auftreten.

Neben der Expression von AHL-lactonasen als 16sliches Protein wird ein Teil in unldslicher
Form, in so genannte ,,inclusion bodies“, exprimiert'’®. Jedoch kénnte letzteres beispiels-
weise durch eine niedrige Expressionstemperatur deutlich minimiert werden. Zur Steigerung
der Ausbeute kann das unlosliche Protein zusétzlich aufgereinigt und bereitgestellt werden.
Die Herausforderung hierbei besteht in der korrekten Ruckfaltung der in der Regel

denaturierten Proteine?’.

Fur ein industrielles Upscaling der Fermentation ist jedoch die Ausbeute der AHL-lactonase
von entscheidender Bedeutung. Die hier erzielten Ausbeuten von 1,0 bis 1,8 % des
Gesamtzellproteins sind hierflir noch zu gering, es sind vielmehr Ausbeuten von 10-30 %
des Gesamtzellproteins wiinschenswert. Um dies zu erreichen kann zum einen der

Expressionsstamm und zum anderen der Expressionsprozess optimiert werden.

Optimierungen am Expressionsstamm beinhalten in erster Linie die Optimierung des codon
usage, bei dem von verschiedenen Spezies bestimmte Codons des degenerierten Codes
unterschiedlich haufig verwendet werden. Die AHL-lactonasen entstammen A. tumefaciens
beziehungsweise B. thuringiensis und werden in E. coli exprimiert, so dass bei unglinstigem
codon usage die Translation gebremst wird. Eine Optimierung des codon usage auf E. coli
hingegen beschleunigt die Translation und erhdht die Gesamtausbeute des Zielproteins. E.
coli besitzt weiterhin eine Vielzahl an Proteasen, die sich im Cytoplasma, im Periplasma
sowie an der inneren und duBeren Membran befinden. Es konnten daher einzelne Proteasen
im Cytoplasma von E. coli ausgeschaltet werden, um einen proteolytischen Abbau der AHL-
lactonasen zu verhindern. Fir ein industrielles Upscaling ware jedoch eine extrazelluldre
Produktion der AHL-lactonasen am giinstigsten, da sich hierdurch die Aufreinigung stark

vereinfachen wirde.

Bei der Optimierung des Expressionsprozesses liegen im Vergleich zur Optimierung des
Expressionsstammes die groReren Freiheitsgrade. Fur eine Hochzelldichtefermentation mit
einer Zelltrockenmasse von mehr als 100 g/l bietet sich die Fed-Batch-Prozessfihrung mit
einer konstanten Wachstumsrate an. Problematisch hierbei ist die schnell auftretende
Acetatbildung. Dies kann durch verschiedene Malnahmen verhindert werden. Eine
MaRnahme ist der Austausch der Kohlenstoffquelle Glukose, welche die Acetatbildung
begunstigt, durch Glycerol196 oder eine direkte Feedbackkontrolle der Glukosekonzentration,
um den Crabtree-Effekt zu umgehen und dadurch die Acetatbildung zu vermeiden.
Zusétzlich kann einer eintretenden Sauerstofflimitierung, die ebenfalls zur Acetatbildung

fihrt, durch die Zugabe von reinem Sauerstoff anstelle von technischer Luft begegnet
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werden. Auch die Absenkung der Fermentationstemperatur verringert die Acetatbildungsrate.
Es gilt daher fur ein industrielles Upscaling die Parameter, welche in dieser Arbeit aus
Schiittelkolbenversuchen auf den Bioreaktor Ubertragen wurden, erneut im Bioreaktor

hinsichtlich der Ausbeute zu optimieren.

6.1.2 Aufreinigung der AHL-lactonasen durch chromatographische
Methoden

Der eigentliche spezifische Trennungsschritt der AHL-lactonasen Uber ihr MBP-Tag, die
Affinitatschromatographie (AC) mit der Abtrennung des Tags durch die ACTEV-Protease,
wurde um zwei weitere Aufreinigungsschritte ergénzt: eine vorgeschaltete Anionenaus-
tauschchromatographie (AIEX) und eine nachgeschaltete GréRenausschlusschromato-
graphie (SE). In der vorgeschalteten AIEX wurden anionische Proteine aus dem Rohzelllysat
abgetrennt. Dadurch wurden in der nachfolgenden AC zum einen unspezifische Bindungen
von unerwiinschten Proteinen reduziert und zum anderen die aktive Holoform des Enzyms
mit Co®* beziehungsweise Zn** als Cofaktor von der Apoform ohne Cofaktor abgetrennt. In
der nachgeschalteten SE wurden eventuelle Restverunreinigungen, vor allem abgetrenntes

MBP sowie die ACTEV Protease, abgetrennt.

Die Reihenfolge der ausgewahlten Reinigungsschritte ergab sich aus den jeweiligen Bind-
ungskapazitaten von AIEX und SE. Die AIEXS-Sdule kann mit einem 8-fach hoheren
Volumen als die SE-Saule beladen werden. Die SE-Saule hingegen kann eine hohe Konzen-
tration an Proteinen in nur 250 pL Probenvolumen trennen, selbst wenn diese wie im Falle
der AHL-lactonasen mit 28-31 kDa und der ACTEV Protease mit 25 bis 27 kDa &hnliche
Molekulargewichte besitzen. Durch diese dreistufige Aufreinigung war letztlich ein Rein-
heitsgrad von 99 % erreichbar. Vergleichsweise ist in der Literatur ein Reinheitsgrad von
95 %% beschrieben. Dieser wurde durch eine zweistufige Aufreinigung, bestehend aus AC

und anschlieRender AIEX, erzielt.

Anhand der Tertidrstruktur (Abbildung 74) von AiiA und AiiB ist zu erkennen, dass hier die
Random Coil sowie die B-Faltblatt Strukturen dominieren und o-Helices zu einem
geringeren Anteil in der Struktur vorhanden sind. Dies bestétigte die FT-IR/ATR Analyse
der Proteine, mit welcher die Sekundérstrukturen von AiiB und BlcC untersucht wurden.
Hierbei wurde anhand der Amid-1- und Amid-11-Bande fiir AHL-lactonasen ein niedrigerer
a-Helix-Anteil von 11,4 + 2,2 % fir AiiB und 4,4 4,2 % fir BlcC sowie ein hoherer Anteil
an pB-Faltblattern mit 36,2 = 2,9 % fiir AiiB und 32,4 £ 0,7 % fir BlcC ermittelt. Wang et.
a|.321

ermittelten mit der linearen Dichroismus-Analyse fur AiiA einen a-Helixanteil von 6,5 %

und einen B-Faltblattanteil von 48,2 %.
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Abbildung 74: Tertidrstruktur von AiiA und AiiB

Basierend auf der Sequenzinformation von AiiB aus der Datenbank NCBI Entrez Protein
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit der Referenznummer A9CKY2 wurde die Tertidrstruktur mit dem Programm
Swiss-PdbViewer (aka DeepView; http://www.expasy.org/spdbv)™® visualisiert. A) AiiA; B) AiiB; griin: o-
Helix; braun: B-Faltblatt; hellblau: Random Coil

Die spezifische Aktivitat von AiiB mit Zn?" als Cofaktor und BlcC mit Co®* als Cofaktor
wurde mit dem Pyraninassay an drei verschiedenen Substraten, C6-HSL, C12-HSL und 3-
oxo-HSL untersucht. BlcC zeigte fiir die Substrate C6-HSL und 3-oxo-HSL im Vergleich zu
A.iB einen 4- bis 5-fach groBeren Umsatz. Im ONPG- und im X-Gal-Assay zeigte BlcC im
Vergleich zu AiiB ebenfalls stets die hohere Aktivitat. Dies ist auf die unterschiedlichen
Cofaktoren zuriickzufiihren. Thomas et. al.?*® ermittelten fiir Co** als Cofaktor eine hohere
spezifische Aktivitat als fiir den Cofaktor Zn®*. Firr das Substrat C12-HSL wurden fiir AiiB
und BlcC keine unterschiedlichen Aktivitaten beobachtet. Dies liegt an der geringeren
Loslichkeit von C12-HSL in wassriger Losung. Mdglicherweise ist ein Teil des eingesetzten

Substrates in der Assayldsung ausgefallen.

Der pH-Optimum-Bereich der AHL-lactonase-Aktivitét liegt zwischen pH 6,0 und pH 9,0,
das Optimum bei pH 8,0%!. Bei einem pH-Wert < pH 4,0 ist die AHL-lactonase inaktiv. In
diesem Bereich bleibt die Ringéffnung des AHL stabil: Bei pH-Werten < 4,0 kann der
gedffnete Lactonring sich spontan wieder schlieBen® ?®. Eine Anwendung muss daher im
optimalen pH-Bereich durchgefiihrt werden, auch um der spontanen Ringdffnung des
Lactonringes entgegenzuwirken. Die mikrobiologische Bewertung der frei léslichen und
immobilisierten AHL-lactonasen AiiB und BlcC wurde in einem Bereich von pH 7 bis pH 8

durchgefuhrt.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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6.2 Immobilisierung der AHL-lactonasen unter Erhalt der
spezifischen Aktivitat

Zur Immobilisierung der AHL-lactonasen wurden drei verschiedene Strategien ausgewahlt:
Physisorption an Partikeln und Bindung der AHL-lactonasen an Maltose Uber ihr MBP-Tag,
Chemisorption an amino- und carboxyfunktionalisierten Flachsubstraten sowie der Ein-
schluss in ein PEG-DA-Hydrogel. Diese Systeme wurden entwickelt und charakterisiert,
inshesondere wurde ihre Eignung zur proteinschonenden Immobilisierung der Enzyme unter
Erhalt der spezifischen Aktivitat sowie deren Freisetzungskinetik gepriift. Die Ergebnisse
aus Kapitel 5.4 werden im Folgenden methodisch getrennt diskutiert, bevor sie in Kapitel

6.3.2 miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer spateren Anwendung diskutiert werden.

6.2.1 Immobilisierung der AHL-lactonasen durch proteinschonende
Methoden

Immobilisierung durch Physisorption

Die zwei maRgeblichen Mechanismen der Proteinadsorption ber Physisorption sind die
Bindung uber ionische Wechselwirkungen und die Bindung an hydrophoben Materialien
uber relativ schwache Wechselwirkungen wie Van-der-Waals-Kréafte. VVoraussetzung einer
Immobilisierung tber ionische Wechselwirkungen ist, dass Protein und Material gegenpolig
geladen sind. Dies kann (iber den pH-Wert im Medium eingestellt werden. Bei einem pH-
Wert unterhalb des isoelektrischen Punktes (pl) ist das Protein deprotoniert und positiv
geladen. Das Molekil wird durch diese Ladung hydrophiler und adsorbiert bevorzugt auf
hydrophilen, negativ geladenen Substraten. Im Gegensatz hierzu ist bei einem pH-Wert > pl
die Sauregruppe starker dissoziiert und das Molekil insgesamt negativ geladen; es adsorbiert

bevorzugt auf hydrophoben, positiv geladenen Materialien.

Es wurde gezeigt, dass bei einem pH < pl mehr Lysozym auf pMA-EGDMA, PS-AA,
Al(OH); und KSG adsorbiert als bei der Bedingung pH > pl. Dies lasst auf eine Bindung der
Enzyme (ber ionische Wechselwirkungen schlieRen. Bei Cas[OH|(PO,)3] und SiO, wurde
nur ein sehr geringer, zu vernachlassigender Einfluss des pH-Wertes auf die immobilisierte
Proteinmenge beobachtet. Bei diesen Bedingungen wurde fiir diese beiden die am wenigsten
negativen Zeta-Potentiale ermittelt. Die Immobilisierung von Protein an SiO, beruht daher
vermutlich auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Proteinbe-

reichen und den Siloxangruppen.

Die immobilisierte Proteinmenge ist in erster Linie von der zur Immobilisierung zur
Verfugung stehenden spezifischen BET-Oberfl&che abhangig: Je groRer die BET-Oberflache,

desto mehr Proteinmolekiile k&nnen adsorbieren. Dennoch besteht bei einer hohen
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Enzymbeladung der Partikel nur eine geringe Aktivitat der immobilisierten Enzyme. Diese
Aktivitatsdifferenz zur theoretisch mdglichen Aktivitat bei hoher Beladung mit aktivem
Enzym ist auf verschiedene Ursachen zurlickzufuhren: eine Limitierung der Diffusionsge-
schwindigkeit der Enzymsubstratmolekile, die Verteilung der Enzymmolekile auf dem
Material, eine Denaturierung des Enzyms und eine mdgliche sterische Hinderung des aktiven
Zentrums des Enzyms durch eine Konformationsédnderung. Hierbei wird der Aktivitats-
verlust vor allem durch eine Konformationsdnderung verursacht, die sich weiter auch als
vollstdndige Denaturierung des Proteins auswirken kann. Insbesondere die Adhésion von
Proteinen auf anorganischen Oberflachen fiihrt zu einer signifikanten Reduzierung des a-

Helix-Anteils und zu einer Erhéhung des B-Faltblatt-Anteils™®.

Immobilisierung durch Chemisorption

Zur kovalenten Anbindung von Proteinen auf Glastragern wurden zunachst funktionelle
Gruppen auf diesen Oberflachen erzeugt: Epoxidfunktionen zur Anbindung von Maltose,
Amino- und Carboxyfunktionen zur kovalenten Bindung von AiiB und BlcC sowie Meth-

acrylatfunktionen zur Oberflachenbindung von PEG-DA-Hydrogelen.

Hierzu wurden die Flachsubstrate zunachst gereinigt und an ihnen oberflachennahe OH-
Gruppen erzeugt, an welchen die jeweiligen Silane adsorbierten. Es wurden in erster Linie
reaktive Alkoxysilane (APTES, GOP und TESPMA) verwendet. Diese kondensieren nicht
nur an der Oberflache und bildeten dort Siloxanbindungen, sondern sie kondensieren zum
Teil bereits in der Losung miteinander zu Oligomeren bevor sie an der Oberflache
kondensieren. Hierdurch entstehen Inhomogenitéten in der Beschichtung, die sich beispiels-
weise bei den betrachteten Schichten in groflen Standardabweichungen der Kontaktwinkel-

bestimmung duBerten.

Fur GOP-Schichten wurde eine Schichtdicke von 1,9 £0,5 nm ermittelt. Dieser Wert liegt
iiber der theoretischen Schichtdicke von 0,85 +0,15nm fiir eine Monolage®®" **. Der
Vorriickkontaktwinkel mit 47,2 +1,7° liegt unterhalb der Literaturwerte fir geordnete
Schichten mit 51-52°?°"3%_Es liegt daher nahe, dass es sich bei der erzeugten GOP-Schicht

um eine Monolage mit Inhomogenitéten handelt.

Fir Monolagen aus APTES wurden Schichtdicken von 0,4 bis 0,5 nm und ein Vorriickkon-
taktwinkel von 40-42°%" %% in der Literatur beschrieben. Durch hydrophobe Verunreinig-
ungen wurde hier ein Kontaktwinkel von 70° nachgewiesen werden®’. Die erzeugten
APTES-Schichten mit einer Schichtdicke von 1,3 0,2 nm und einem Vorrickkontaktwinkel
von 73,1+2,3 bestehen aus dickeren und vermutlich ungeordneten Schichten mit

hydrophoben Verunreinigungen.
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Da es sich bei der Schichtdicke fir CTEMS mit 2,1 £0,7 nm und dem Vorriickkontaktwinkel
mit 72,9 = 1,1° um ahnlich hohe Werte handelt, sind es hier ebenfalls dickere und vermut-
lich ungeordnete Schichten mit hydrophoben Verunreinigungen. Dies gilt auch fir TESMPA
mit einer Schichtdicke von 2,9 + 0,8 nm. Der erhohte Kontaktwinkel von 53,8 +2,9°, im

Vergleich zum Literaturwert von 46°*?, unterstiitzt diese Annahme.

Durch die in dieser Arbeit angewandte Silanisierungsmethode entstehen generell dicke und
ungeordnete Schichten. Hierbei handelt es sich jedoch um ein generelles Problem bei der
Silanisierung aus der Flussigphase. Die ermittelten Belegungsdichten unterstltzen diese
Annahme: Durch Oligomerbildung kann auf der Oberflache an einer Silanolgruppe mehr als
ein Alkoxylsilan binden, welches wiederum mehrere funktionelle Gruppen an der Oberflache
prasentieren kann. Diese Oligomerbildung ist auf die lange Reaktionszeit von einer Stunde
zurtickzufiihren. Je langer die Reaktionszeit, desto wahrscheinlicher ist die Oligomerbildung
der Silane in Losung, die sich im Weiteren auf der Oberfl&che abscheiden.

Einschluss in ein Hydrogel

Wahrend der Photopolymerisation von PEG-DA greift das reaktive Methylradikal die
terminale C=C Bindung der Methacrylatfunktion an, wodurch im weiteren Reaktionsverlauf
das Netzwerk des Hydrogels ausgebildet wird. Bei einer UV-Bestrahlungsdauer von nur 3
Sekunden ist die fortschreitende radikalische Reaktion diffusionslimitiert; nur direkt
benachbarte Reaktionspartner reagieren miteinander. Entsprechend bleiben bei erhéhter
Konzentrationen, das heilit erhdhtem Polymergehalt in der Polymerisationslésung, weniger
nicht reagierte Makromermolekiile zurtick. Je starker die Makromermolekile untereinander
vernetzt sind, desto ausgepragter sind die mechanischen Eigenschaften des Hydrogels, es ist

weniger briichig, und desto weniger quillt das Hydrogel** *°.

Zwei Faktoren beeinflussen das Wasseraufnahmevermégen und den Quellgrad: der Polymer-
gehalt und das Molekulargewicht. Die Wasseraufhahme im Hydrogel erfolgt tiber die PEG-
Ketten, an die Wassermolekiile binden und zu einer Volumenzunahme fiihren. Ein erhéhtes
Molekulargewicht wird durch eine hohere Anzahl an PEG-Wiederholungseinheiten erreicht,
daher quellen Hydrogele aus PEG-DA mit einem hohen Molekulargewicht starker. Ein
erhdhter Polymeranteil fiihrt zunédchst zu einer stirkeren Vernetzung des Hydrogels, die
Polymerketten sind dadurch unflexibler und lagern, bedingt durch die Anordnung im Raum,
weniger Wassermolekile an. Der Wassergehalt im Hydrogel ist von entscheidender
Bedeutung fir die Proteinfreisetzung. Das Wasser ist das Transportmedium, in das die

Proteine aus dem Hydrogel diffundieren.
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Mit der Maschenweite werden die physikalischen Eigenschaften von Hydrogelen
charakterisiert. Sie beschreibt den Raum zwischen zwei Querverbindungen, die dem Protein
zur Diffusion zur Verfugung stehen. Mit zunehmender Vernetzung eines Hydrogels
schrumpft dieser Raum. Es ist nur eine begrenzte Anzahl an Proteine einlagerbar und ihre
Diffusion ist behindert. Umgekehrt kann eine zu groe Maschenweite das Protein nicht
zuruckhalten. Das Protein wird sehr zlgig in hoher Konzentration in einem kurzen Zeitraum,
dem so genannten ,,intial burst“, freigesetzt. Dartiber hinaus limitiert die Maschenweite die

Grol3e des Proteins, welches im Hydrogel eingeschlossen wird.

Mit zunehmender Anzahl der Querverbindungen des Hydrogels, hier erzielt tber die
Variation der Polymerkonzentration, steigt der Wert des Speichermoduls an; die Hydrogele
zeigen eine héhere mechanische Stabilitat**. Hydrogele mit einer geringeren mechanischen
Stabilitat lassen sich durch eine Reduzierung der Querverbindungen erreichen, beispiels-
weise durch einen geringeren Polymergehalt oder durch ein hoheres Molekulargewicht. Fir
alle untersuchten Hydrogele sind die Elastizitdtsmodule um eine Zehnerpotenz groéRer als die
zugehdrigen Viskositatsmodule. Dies deutet darauf hin, dass die photovernetzten Hydrogele
sich wie sehr weiche viskoelastische Feststoffe verhalten®*. Sie speichern die aufgegebene
mechanische Energie, wie durch die Strdmung in einem Flielsystem, und setzen sie nur
langsam um. Im Frequenzdurchlauf zeigt sich der Speichermodul der untersuchten Hydro-
gele nahezu unabhéngig von der aufgegebenen oszillatorischen Frequenz. Dieses Verhalten

ist typisch fiir kovalent verkniipfte Netzwerke'™.

Durch eine Beladung der Hydrogele mit Proteinen verdndern sich deren mechanische
Eigenschaften. Die Werte der Speichermodule verringern sich, der linear-viskos-elastische
Bereich verkirzt sich und die Elastizitdtsmodule erhdhen sich. Sind Proteine wéhrend der
Polymerisation des PEG-DA-Netzwerkes zugegen, reagieren reaktive Acrylatgruppen nicht
nur miteinander, sondern auch mit den Proteinen, vor allem mit den enthaltenen Lysin-,
Cystein- und Methioninresten. Hierdurch verringern sich die Querverbindungen und durch

die entstehenden Fehlstellen verliert das Hydrogel an mechanischer Stabilitat.

Die proteinschadigende Wirkung von UV-licht beruht im Wesentlichen auf der Photo-
ionisation der aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin. Hierdurch entstehen
freie aromatische Radikale. Cystein ist aufgrund seiner Thiolgruppe ebenso sensibel gegen
UV-Bestrahlung. In Anwesenheit von Acrylgruppen kdnnen die Sulfhydrylgruppen in der
Seitenkette von Cystein bei UV-Bestrahlung miteinander reagieren®*. Diese Effekte kénnen
die Proteine denaturieren und in ihrer Funktion beeintrachtigen. In dieser Arbeit wurde
nachgewiesen, dass eine UV-Bestrahlungsdauer von 3 Sekunden mit 15 mW/cm? auf die

untersuchten Enzyme kaum denaturierende Wirkung besitzt. Die spezifische Aktivitat der
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Enzyme ist hierdurch kaum beeintrachtigt, die hier gewéhlten Polymerisationsbedingungen

durfen folglich als proteinschonend betrachtet werden.

6.2.2 Freisetzungsraten eingesetzter Immobilisierungsmethoden

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Ermittlung und des Vergleichs der Freisetzungsrate
der Immobilisierungsmethoden diskutiert. Bei der chemisorptiven Immobilisierung ist per
Definition aufgrund der kovalenten Bindung eine Freisetzung nicht moglich, daher liegt der
Fokus auf der Desorption der physisorptiv immobilisierten Proteine und der Freisetzung von

Proteinen, welche in einer polymeren Matrix eingeschlossen sind.

In dem hier ausgewdhlten Versuchsaufbau zur Untersuchung der Desorption von Lysozym,
welches auf unterschiedlichen partikuldaren Materialien physisorbierte, wurde in vitro der
,,worst case“-Fall nachgestellt: Zwischen adsorbierten und desorbierten Enzymen bildet sich
ein dynamisches Gleichgewicht aus®®. Indem nach jedem Messzeitpunkt der protein-
enthaltende Uberstand abgenommen und durch proteinfreies PBS ersetzt wurde, desorbierte
stets die maximal mdgliche Proteinkonzentration je Zeiteinheit, um das dynamische Gleich-
gewicht zwischen immobilisiertem und frei l6slichem Enzym zu erhalten. Die Desorption
der Enzymmolekiile wird hierbei von der Diffusion getrieben, die proportional dem

Konzentrationsgradienten zwischen Probe und Umgebungsmedium ist?®.

Der desorbierbare Anteil des immobilisierten Lysozyms war mit weniger als 12 % fir eine
Adsorption mit pH < pl und mit weniger als 30 % fir eine Adsorption mit pH > pl gering.
Der grofte Anteil des immobilisierten Lysozym wird durch relativ starke Wechselwirkungen
wie beispielsweise ionische Wechselwirkungen am Material gebunden. Die Desorptions-
charakteristika der immobilisierten Enzyme sind abhangig von der Stabilitat der Bindung
und daher in der Anwendung nur bedingt kontrollierbar. Sie werden vor allem von den
Umgebungsbedingungen des Ldsungsmittels, wie der lonenstdrke oder dem pH-Wert,

beeinflusst*® 1%

. In der praktischen Anwendung ist es oftmals nicht mdglich, optimale
Umgebungsbedingungen einzustellen. Die Freisetzungsrate konnte in dem Fall beispiels-

weise durch eine erhdhte Beladung der Partikel verédndert werden.

Die Desorption bestand bei allen untersuchten Materialien zunéchst aus einer ,,initial burst®-
Phase, einer Phase mit verstarkter Desorption, der eine Phase mit konstanter Freisetzungsrate
folgte. Nach etwa 50 Stunden Inkubation (vier bis sieben Medienwechsel) war nahezu das
gesamte immobilisierte Enzym freigesetzt. Die Anfangsphase mit der hohen Freiset-
zungsrate ist fur die Falle, in denen eine hohe Anfangsdosis gewiinscht ist, ideal. Gerade fur
den Einsatz in FlieRsystemen eignet sich dieses Verhalten jedoch nicht, da der Wirkstoff in

viel zu kurzer Zeit desorbiert und das System seine Wirkung verlieren wirde.
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Der Vergleich der Desorption von Lysozym, welches auf den ausgewdahlten Materialien bei
unterschiedlichen pH-Werten wahrend der Adsorption, pl < pH und pl > pH, adsorbiert
wurde, zeigte, dass, mit Ausnahme von PS-AA und KSG, ein pH < pl die groRere Lysozym-
Freisetzungsmenge aufwies. Bei diesem pH-Wert nimmt die Dissoziation der Sauregruppe

von Lysozym ab und die Aminogruppe trégt eine positive Summenladung.

Unabhangig vom pH-Wert wéhrend der Desorption zeigte Lysozym, welches auf pMA-
EGDMA immobilisiert wurde, &hnliche Kurvenverldufe mit vergleichbar freigesetzten
Gesamtmengen. Lysozym desorbierte hier hauptséchlich in der ,,intial burst“-Phase. Dieses
Verhalten deutet auf schwache Wechselwirkungen wie beispielsweise Wasserstoffbriicken-
bindungen oder Van-der-Waals-Bindungen zwischen Lysozym und dem Ethylenglykol des
PMA-EGDMA, hin. Daher eignet sich pMA-EGDMA als Trégermaterial zur adsorptiven

Immobilisierung von Lysozym.

Al(OH); ist als Adsorptions- und Desorptionsmaterial eher ungeeignet. Zum einen wurde nur
ein geringer Anteil Lysozym gebunden und dieser wurde im Weiteren nur in sehr geringem,
nahezu vernachldssigbarem Mal freigesetzt. Ebenso sind Cas[OH|(PO,);] und KSG aufgrund

der nur geringen desorbierbaren Proteinmenge eher ungeeignet.

Die Freisetzungsraten von adsorptiv immobilisiertem Enzym und Enzym, welches in einer
polymeren Matrix eingeschlossen ist, wiesen zum Teil dhnliche Verldufe auf: eine ,,inital
burst“-Phase zu Beginn der Freisetzung, welche im weiteren Verlauf in eine gleichmaRige
Freisetzung (berging. Im Gegensatz zur adsorptiven Immobilisierung, bei der diese nur
bedingt kontrollierbar ist, ist die Freisetzung jedoch bei dem Hydrogel durch eine geeignete
Kombination zwischen Maschenweite und hydrodynamischem Radius des Enzyms steuerbar.
Diese Art der Freisetzung ist haufig diffusionskontrolliert und tber die Herstellungspara-

meter des Hydrogels wie Polymergehalt und Maschenweite steuerbar®>.

Der Bereich, welcher durch Polymerketten und deren Quervernetzungen eingegrenzt ist, das
so genannte Netzwerk des nicht pordsen Hydrogels, ist der Bereich, welcher zur Beladung
mit Protein zur Verfiigung steht. Damit das Protein ungehindert aus dem Hydrogel
diffundieren kann, muss die Maschenweite des Netzwerkes grofer als der hydrodynamische
Radius des zu immobilisierenden Proteins sein. Bei geeigneter Kombination von
Maschenweite des Hydrogels und hydrodynamischem Radius des Proteins war eine Frei-
setzung von bis zu 200 Tagen erzielbar. Aus der Literatur sind Freisetzungen von bis zu 100
Tagen fiir PEG-DA-Hydrogele bekannt*®.

In dieser Arbeit wurde das Protein bereits in die Polymerisationsldsung des Hydrogels
zugegeben; es lag bereits wéhrend der Ausbildung der Polymerketten und der Querver-

netzungen vor. Dadurch verringert sich die Bildung der Quervernetzungen und fihrt zu
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einem heterogenen Netzwerk™". Protein, welches kovalent an das Hydrogel (ber die
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Michael-Addition zwischen Lysinresten und den Acrylatgruppen des Polymers®® gebunden
wird, fuhrt ebenfalls zu UnregelmaRigkeiten in der Hydrogelstruktur. Diese Inhomogenitat

des Hydrogels begiinstigt die ,initial burst“-Freisetzung des Proteins*®.

Es wurde eindeutig ein Zusammenhang zwischen geringerer Maschenweite, aufgrund von
erhdhtem Makromeranteil in der Polymerisationslésung und verminderter Freisetzung des
Proteins ermittelt. Hierbei eignen sich starker vernetzte Hydrogele zur kontrollierten
Freisetzung von Proteinen eher als geringer vernetzte, da sie bei verkiirzter ,,initial burst‘-
Phase die eingeschlossenen Proteine Uber einen l&ngeren Zeitraum mit gleichbleibender
Freisetzungsrate abgeben.

Der Verlauf der Freisetzungskurven, die ,,inital burst“-Phase mit nachfolgender konti-
nuierlicher Freisetzung, ist typisch flr Proteine, welche sich im hydrophilen PEG-Bereich
oder im hydrophoben Bereich von Hydrogelen mit einem geringen Vernetzungsgrad befind-
en>’. Das Protein kann aus diesen Bereichen diffundieren, ein Abbau der Hydrogelmatrix ist

hierflr nicht notwendig.

Der dem Freisetzungsverhalten zugrunde liegende Mechanismus wurde mit der Power-law-
Gleichung bestimmt. Hierzu mussten folgende Annahmen getroffen werden: homogene
Verteilung des Proteins im Hydrogel und vorhandener Konzentrationsgradient des Proteins .
Mit einem Freisetzungsexponenten n < 0,45 sind alle vorgestellten Systeme in ihrer

Freisetzung unabhéngig von der Quellung des Hydrogels.

Die hier vorgestellten Hydrogelsysteme eignen sich daher als Wirkstoffdepot fur AHL-
lactonasen. Uber die Maschenweite, welche auf die hydrodynamischen Radien der AHL-

lactonasen eingestellt werden kann, ist das Freisetzungsverhalten kontrolliert steuerbar.

6.3 Wirkung immobilisierter AHL-lactonasen auf das QS-ab-
hangige Verhalten

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, Oberflachenbeschichtungen und Formulier-
ungen mit biofilmverhindernden Eigenschaften fir unterschiedliche praktische Anwend-
ungen zu entwickeln und zu bewerten. In bisherigen Arbeiten von Dong®® ®, Park®*,
Ulrich®®, Reimmann®® und Wang**® wurde die Wirkung von AHL Lactonasen jedoch nur an
ausgewahlten Zielorganismen gezeigt, in denen entsprechende Gene kloniert wurden (siehe
Kapitel 6.1.1). Daher war es fur eine spatere Anwendung zunéchst notwendig, die Wirkung
frei loslicher AHL-lactonasen zu prufen. Daher wurde das speziesunabhéngige Wirk-
spektrum, die Wirkung auf die Biofilmbildung und die Produktion von Virulenzfaktoren,
von AiiB und BlcC untersucht. Hierzu wurden verschiedene Gram-negative Bakterien, die
ihr natiirliches Vorkommen im Wasser haben ausgewéhlt. Nachfolgend wurde die Wirkung

von immobilisiertem AiiB und BlcC auf die Biofilmbildung von P. aeruginosa PAO1 und
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die Produktion von Virulenzfaktoren beispielhaft fur Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamno-

lipide bewertet.

6.3.1 Speziesunabhangiges Wirkspektrum der AHL-lactonasen

In Kapitel 5.6 wurde untersucht, ob AHL-lactonasen die Biofilmbildung von ausgewahlten
Gram-negativen Bakterien, die in der Anlage 3 zu 87 der Trinkwasserverordnung (TrinkwV)
2011 gelistet sind und ihr natirliches Vorkommen im Wasser haben, vermindern. Hierzu
wurden unterschiedliche Bakterienspezies, Gram-negative, Gram-positive und QS-Deleti-
onsmutanten, eingesetzt. Die Auswahl richtete sich entsprechend ihrem Vorkommen:
Wasser- und Bodenkeime sowie Enterobakterien, die bei einem Vorkommen im Wasser auf

eine fakale Verunreinigung hindeuten.

Es zeigte sich, dass AiiB und BlcC die Biofilmbildung der Gram-negativen Bakterien der
Pseudomonaden sp., P. aeruginosa, P. pseudoalcaligenes und P. fluorescens sowie C.
violaceum verminderten. Fur die Gram-negativen Enterobakterien P. mirabilis, E. aerogenes
und E. coli konnte ebenso kein Einfluss der AHL-lactonasen auf die Biofilmbildung ermittelt
werden wie auch fiur die QS-deletierten Mutanten C. violaceum CV026 und E. coli AluxS
sowie dem Gram-positiven Stamm S. lutea. Dies liegt an den Unterschieden der unter-
suchten Organismen und ihrer QS-Systeme, welche auf unterschiedlichen Signalmolekiilen
basieren. So nutzen Pseudomonaden QS-Systeme basierend auf unterschiedlichen AHL und
Lasl/lasR-Homologen und/oder RhllI/RhIR-Homologen. Daher wirken AHL-lactonasen in
Stammen dieser Familie, wohingegen sie bei E. coli, welcher mittels Al-2 und Al-3

kommuniziert, keine Wirkung haben.

Tabelle 34: Spezifische Aktivitat von AiiA und BlcC gegentiber unterschiedlichen Signalmolekilen

Signalmolekiil AiiA AiiB AiiB Zn* SsPox

( %)321 ( %)50 ( %)204 ( %)229
3-0x0-C8-HSL 100 100 100 100
C4-HSL 110,9 527 26* 0,3*°
C6-HSL 124,5 27 107 nicht getestet
3-0x0-C12-HSL 97,2 36 nicht getestet 83
Al-2 nicht getestet  nicht getestet  nicht getestet  nicht getestet

* im Gegensatz zu den reinen S-Enantiomeren von 3-0x0-C8-HSL und C6-HSL wurde fiir C4-HSL ein

Racematgemisch verwendet; es wird angenommen dass R-Enantiomere hierbei nicht umgesetzt werden
° C4-HSL war nur bedingt I6slich; die Bestimmung der Spezifitat wurde lediglich abgeschatzt.

AHL-lactonasen 0Offnen stets den Lactonring unterschiedlicher Acylhomoserinlacton-

derivate. Hierbei variiert die spezifische Aktivitdt der AHL-lactonase mit der Kettenlange
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der Fettsdure und der Substitution am ersten und am dritten Kohlenstoffatom® (siehe

Tabelle 34). AiiA setzt beispielsweise bevorzugt unsubstituierte AHL um, wobei es fiir C6-
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HSL die hochste spezifische Aktivitat besitzt. Tabelle 34 listet nach Wang et. al.**, Cao et.
al.®® Liu et. al.” und Ng. et. al.?® die spezifischen Aktivitaten der AHL-lactonasen AiiA,
AiiB und SsPox gegeniber ausgewahlten Signalmolekilen auf. Zu beachten ist hierbei, dass
der Wert von AiiB und SsPox fur C4-HSL sehr gering ist. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass bei den anderen untersuchten AHL reine S-Enantiomere verwendet wurden,
wohingegen bei C4-HSL ein Racematgemisch eingesetzt wurde. Es wird vermutet, dass R-
Enantiomere nicht umgesetzt werden, wodurch die Spezifitat erheblich herabgesetzt wird.

Betrachtet man nun weiter die QS-Systeme und die genutzten Signalmolekiile der unter-
suchten Bakterienspezies (siehe Tabelle 35), werden die Ergebnisse der Untersuchung zum
speziesunabhangigen Wirkspektrum der AHL-lactonasen verstadndlich. P. aeruginosa besitzt
beispielsweise zwei parallele Systeme, RhllI/RhIR und Lasl/lasR mit C4-HSL und 3-oxo-
C12-HSL als Signalmolekiile®*. Die QS-Systeme von P. pseudoalcaligenes und P.
fluorescens wurden in der Literatur bisher noch nicht untersucht, jedoch basiert das QS von
Pseudomonaden sp. auf unterschiedlichen AHL®*. Diese Signalmolekiile werden durch

AHL-lactonasen abgebaut, was wiederum die Biofilmbildung negativ beeinflusst.

Tabelle 35: Quorum Sensing-Systeme der untersuchten Bakterienspezies

Bakteriumspezies QS-System Signalmolekdil Referenz
A. tumefaciens Tral/TraR 3-0x0-C8-HSL 163, 256, 354
C. violaceum Cvil/CviR C6-HSL 58, 212
C. violaceum CV026 (ACvil)) - - 212
E. aerogenes Luxl/luxR-Homologe Diketopiperazin, 19, 290, 320
reagiert schwach auf AHL
E. coli LuxS/SdiA Al-2, Al-3 319, 343
E. coli AluxS - - hausintern
P. mirabilis LuxS/? Al-2, mdglicherweise C4- 281
HSL (noch nicht abgeklért)
P. aeruginosa Lasl/lasR 3-0x0-C12-HSL 82, 84, 191,
RhIl/RhIR C4-HSL 250, 251
P. pseudoalcaligenes nicht bekannt nicht bekannt -
P. fluorescens nicht bekannt nicht bekannt -
Pseudomonaden sp. Lasl/lasR-Homologe unterschiedliche AHL 315
und/oder
Rhll/RhIR-Homologe
S. lutea alias Micrococcus sp. nicht bekannt; Zyklische Dipeptide (Rpf) 224,342

mdglicherweise agr Locus

Die Zell-Zell-Kommunikation Gram-negativer Bakterien basiert generell auf verschiedenen
AHL als Signalmolekile. E. aerogenes, E. coli und P. mirabilis sind hier jedoch Aus-

nahmen: E. aerogenes kommuniziert mit Hilfe von Diketopiperazin® %% *® E. coli tiber
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APY 38 ynd P. mirabilis iiber Al-2%, Das Gram-positive Bakterium S. lutea nutzt hingegen

zyklische Dipeptide zur intraspezies-spezifischen Kommunikation?*

. All diese Signalmole-
kile werden von AHL-lactonasen nicht abgebaut, infolge dessen reduziert sich die

Biofilmbildung dieser Stdimme durch AHL-lactonasen nicht.

Neben der Biofilmbildung wurden weitere Virulenzfaktoren wie die Bildung von Sidero-
phoren, Rhamnolipiden und Violacein sowie das Schwimm- und Schwarmverhalten
betrachtet. Es zeigte sich, dass der Einfluss durch die AHL-lactonasen auf die Biofilm-
bildung bei P. aeruginosa PAO1 im Vergleich zu dem Einfluss auf weitere untersuchte
Virulenzfaktoren geringer ist, wohingegen bei C. violaceum die Biofilmbildung und die
Bildung von Violacein in gleichem Male durch AiiB und BlcC beeinflussbar war. P.
mirabilis wurde in seinem Schwimm- und Schwarmverhalten im Gegensatz zu seiner
Biofilmentstehung gestort. Dies &ulerte sich in den eingesetzten Konzentrationen an AiiB
und BlcC: So war beispielsweise zur Beeinflussung der Biofilmbildung von P. aeruginosa
eine Konzentration von 8 ug/ml AHL-lactonasen nétig, wohingegen das Schwimm- und
Schwarmverhalten bereits von 2,5 pg/ml behindert wurde. Tabelle 36 zeigt die QS-

Regulation, das Signalmolekdil und das QS-System der untersuchten Virulenzfaktoren.

Tabelle 36: Regulation verschiedener Virulenzfaktoren durch QS

Virulenzfaktor Bakterienspezies QS- Signalmolekdl Referenz
System

Biofilmbildung C. violaceum Cvil/CviR C6-HSL 320,321

Biofilmbildung P. mirabilis LuxS/? Al-2, 281

mdglicherweise C4-HSL
(noch nicht abgeklart)

Biofilmbildung P. aeruginosa PAO1 Lasl/lasR 3-0x0-C12-HSL 171,182,184
P. aeruginosa PA14

Pyochelin P. aeruginosa PAO1  RhlI/RhIR C4-HSL 40, 68
(PQS)

Pyocyanin P. aeruginosa PAO1  RhlI/RhIR C4-HSL 17,68

Pyoverdin P. aeruginosa PAO1  RhII/RhIR C4-HSL 40, 68
(PQS)

Rhamnolipide P. aeruginosa PAO1  RhII/RhIR C4-HSL 17,252,183

Schwérmen P. aeruginosa PA14  RhlI/RhIR C4-HSL 183

(Typ 1V Pili)

Schwérmen P. mirabilis LuxS/? Al-2 79, 281

Schwimmen P. aeruginosa PAO1  Lasl/lasR 3-0x0-C12-HSL 183, 233

(Flagellae)

Schwimmen P. mirabilis LuxS/? Al-2 281

Violacein C. violaceum Cvil/CviR C6-HSL 320,321
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Hieraus wird ersichtlich, dass die Biofilmbildung in P. aeruginosa PAOL1 und PA14 durch
Lasl/lasR und 3-ox0-C12-HSL als Signalmolekil gesteuert wird, wohingegen die anderen
untersuchten Virulenzfaktoren wie Pyochelin, Pyocyanin, Pyoverdin und Rhamnolipide
sowie das Schwimm- und Schwarmverhalten durch RhlI/RhIR und C4-HSL gelenkt werden.
AHL-lactonasen besitzen diesen Signalmolekilen gegeniiber unterschiedliche spezifische
Aktivitaten (siehe Tabelle 34 Seite 174): AiiA setzt beispielsweise bevorzugt C4-HSL und
C6-HSL um. Dies bedeutet, dass bei gleicher Konzentration der AHL-lactonase die Wirkung
auf C4-HSL gesteuerte Virulenzfaktoren wie Siderophore und Rhamnolipide sowie das
Schwimm- und Schwarmverhalten stérker ausgebildet ist als die Wirkung auf Virulenz-
faktoren, welche durch 3-oxo0-C12-HSL gelenkt werden, wie beispielsweise die Biofilm-
bildung.

C. violaceum verflgt lediglich tber ein QS-System, das die Biofilmbildung und die
Produktion von Violacein in gleichem Malie regelt. Daher wurden diese durch die Zugabe

von AHL-lactonasen in gleichem AusmaR gestért. P. mirabilis hingegen kommuniziert nach
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Literaturangaben mit Al-2 als Signalmolekil*. Dies erkléart, dass AHL-lactonasen auf

dessen Biofilmbildung keinen Einfluss besalen. Schneider et. al. vermutet, dass dieser

281

Stamm madoglicherweise Uber das Signalmolekil C4-HSL kommuniziert™. Die Beein-

flussung seines Schwimm- und Schwarmverhaltens durch AiiB und BlcC ist ein weiteres

Indiz hierfur.
6.3.2 Wirkung der immobilisierten AHL-lactonasen auf das QS
Ng. et. al.?®® verfolgten den Ansatz der adsorptiven Immobilisierung. Sie immobilisierten

SsoPox, eine Phosphotriesterase-ahnliche Lactonase (ber ionische Wechselwirkungen an
einer positiv geladenen Membran aus Aluminiumfasern zum Einsatz in der Trinkwass-
eraufbereitung als Filtermaterial. Die Membranen, beladen mit 71 pg/cm? SsPox, reduzierten
signifikant die Produktion von Virulenzfaktoren wie Pyocyanin und Elastase in P.
aeruginosa PAOL. Hierbei handelt es sich derzeit um die einzige verdffentliche Unter-
suchung zur Immobilisierung von AHL-lactonasen. Im Vergleich hierzu sind die in dieser
Arbeit beschriebenen Immobilisierungen von AHL-lactonasen zur Biofilmvermeidung und

zur Reduzierung von Virulenzfaktoren vollig neu.

In den vorangehenden Kapiteln wurden die Immobilisierungsmethoden auf ihre Protein-
schonung unter Verwendung der Modellenzyme wie Lysozym, Subtilisin und BSA sowie die
AHL-lactonasen AiiB und BIcC beziiglich ihrer Wirkung auf das Quorum Sensing
untersucht und diskutiert. Im Folgenden wurden AHL Lactonasen mit geeigneten Methoden
immobilisiert und deren Wirkung auf die Biofilmbildung sowie die Produktion von

Virulenzfaktoren von P. aeruginosa PAOL untersucht.
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Die Versuchsdurchfiihrung wurde, mit Ausnahme der Uber ein Tag an Maltose gebundenen
AHL-lactonasen, stets mit den gleichen Parametern durchgefihrt. Zur Nachstellung des
Worst-Case-Falles wurden optimale Wachstumsbedingungen fiir das Zellwachstum hinsicht-
lich Bakterienlast, Temperatur und Néhrstoffangebot ausgewahlt. Diese Bedingungen sind in
realen Systemen in der Anwendung nur in den seltensten Féllen gegeben. Es darf davon
ausgegangen werden, dass Immobilisierungen, welche unter diesen Bedingungen

biofilmverhindernde Eigenschaften zeigen, dies auch im Anwendungsfall gewéhrleisten.

Es wurde eine Bakterienzahl von 10° Zellen/ml (6,9 x 107 Zellen/cm?) beziehungsweise
10" Zellen/ml (6,9 x 107 Zellen/cm?) im Fall der (iber Maltose gebunden AHL-lactonasen
eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine hohe punktuelle Bakterienlast. In der
Anwendung, in technischen wasserfilhrenden Systemen, in denen noch keine Biofilmbildung
stattfand, sind wesentlich niedrigere Bakterienzahlen zu erwarten. Typische Werte fiir bereits
stark kontaminierte Rohrleitungen betragen im Trinkwasser 1,9 — 5,6 x 10°> Zellen/ml und

4,1—2,0 x 10 Zellen/cm? an den Rohrinnenflachen®™,

Die Inkubationstemperatur von 37 °C ist fiir reale Systeme, wie zum Beispiel der Trinkwas-
seraufbereitung, uniblich. Hier herrschen wesentlich niedrigere Temperaturen vor, die das
Bakterienwachstum zusatzlich hemmen. Dennoch ist ein Einsatz von AHL-lactonasen

moglich, da sie iiber einen Temperaturbereich von 6 °C bis 40 °C aktiv sind®?".

In der Versuchsdurchfiihrung wurde das Standard LB-Medium verwendet. Dies ist ein
Komplexmedium mit Peptiden, Vitaminen, Spurenelementen und Mineralien, das bei der
Anzucht von Bakterien das optimale Wachstum gewéhrleistet. Solche Bedingungen sind
ebenfalls in realen wasserfuhrenden Systemen zur Gewinnung, zur Aufbereitung, zum
Transport, zur Lagerung und zur Nutzung von Wasser eher uniuiblich — meist herrscht dort

Néahrstoffarmut.

Durch den gewdhlten Versuchsaufbau einer 96-Multiwellplatte mit einem Calgary Biofilm
Device® konnten unterschiedliche Kompartimente untersucht werden: Erstens wurde der
direkte Einfluss der biofilmvermeidenden Oberflachenbeschichtung auf die metabolische
Aktivitat des Biofilms am Boden der 96-Multiwellplatte untersucht. Zum zweiten wurde die
Wirkung der immobilisierten AHL-lactonasen auf die Biofilmmasse im Umfeld der
Beschichtung beziehungsweise der Formulierung betrachtet. Drittens wurde die Wirkung der
AHL-lactonasen auf die Produktion der sekretierten Virulenzfaktoren aller in der Kavitét
vorhandenen Bakterien analysiert. Hieraus konnten Schlisse Uber die direkte und die
mittlere Fernwirkung der immobilisierten AHL-lactonasen gezogen werden. Diese werden in

den folgenden Abschnitten ndher ausgefuhrt.
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AiiA und AiiB, welche Uber ihr Tag am N-Terminus an mit Maltose ausgeristeten
Oberflachen immobilisiert wurden, reduzierten die metabolische Aktivitat des Biofilms,
welcher direkt auf der ausgerlsteten Oberflaiche wuchs. Diese Ergebnisse waren nicht
signifikant. Dies ist zum einen auf eine erhohte Bakterienlast von 10™ Zellen/ml
(6,9 x 107 Zellen/cm?) und zum anderen auf eine verldngerte Inkubationszeit von 16 h auf
48 h zuruckfihrbar. Daruber hinaus wurde der Biofilm vor der Bestimmung der
metabolischen Aktivitdt zundchst in drei Schritten gewaschen. Dadurch Isen sich nicht
festsitzende Biofilmagglomerate, wodurch ein grof3er experimenteller Fehler entsteht, da die
abgeldsten Biofilmagglomerate nicht quantifiziert werden. Alle weiteren Experimente
wurden mit einer niedrigeren Zellzahl bei verkirzter Inkubationszeit von 16 h durchgefiihrt.
Dennoch wurde gezeigt, dass immobilisierte AHL-lactonasen einen Biofilm, welcher sich
direkt auf der Oberflache ansiedelt, in der Ausbildung reduzieren. Eine Fernwirkung durch
Bestimmung der Biofilmmasse am Calgary Biofilm> wurde nicht nachgewiesen. Dies liegt
darin begriindet, dass die kovalent immobilisierten Wirkstoffe nicht freigesetzt werden. Des
Weiteren sind nicht freisetzende Oberflachenbeschichtungen durch einen Bewuchs mit

Biofilm unwirksam.

Bei der Untersuchung der biofilmvermeidenden Wirkung von AHL-lactonasen, welche auf
Partikeln adsorptiv immobilisiert wurden, ist der experimentelle Fehler bei der Bestimmung
der metabolischen Aktivitat betrdchtlich. Die Partikel setzten sich zum gréiten Teil auf dem
Boden der Multiwellplatte ab. Die Relation der in Anwesenheit der Partikel mit
immobilisiertem AiiB und BlcC ausgebildeten Biofilme zum Kontrollbiofilm eignet sich
aufgrund der sehr groBen Unterschiede der Bewuchsoberflache nicht, vielmehr sollte das
pure Adsorptionsmaterial und das Material, an welchem AiiB und BlcC immobilisiert
wurden, miteinander verglichen werden. Durch die Abgabe der physisorbierten AHL-
lactonasen besitzt dieses System sowohl eine Wirkung auf den Biofilm, welcher direkt auf
den Partikeln gewachsen ist, als auch auf Biofilm im Umfeld, am Calgary Biofilm Device®
sowie auf die Produktion der Virulenzfaktoren. Als ungeeignetes Tragermaterial stellte sich

PS-AA heraus. Dieses begiinstigte stark das Biofilmwachstum.

Durch kovalente Bindung tber die Kopplungsvermittler EDC und sulfo-NHS wurden AiiB
und BlcC an amino- und carboxyfunktionalisierten Oberflachen immobilisiert. Hier
bestétigten sich die Ergebnisse der Immobilisierung der AHL-lactonasen (ber ihr Tag an mit
Maltose ausgeriisteten Oberflachen: Oberflachenbeschichtungen mit fest gebundenen
Wirkstoffen vermindern die Biofilmbildung auf diesen Oberflachen, besitzen jedoch keine
Fernwirkung. Es zeigte sich, dass die Kopplung der AHL-lactonasen tber ihren N-Terminus
an carboxyfunktionalisierte Oberflachen der Immobilisierung Gber ihren C-Terminus an
aminofunktionalisierten Oberflachen vorzuziehen ist. Dies liegt in der Struktur der AHL-

lactonasen begriindet. Abbildung 75 zeigt, dass der N-Terminus, verglichen mit dem C-
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Terminus, weiter vom katalytischen Zentrum entfernt ist. Eine kovalente Bindung von AiiB
am C-Terminus beeinflusst die Faltung starker als die Bindung am N-Terminus. In der Folge
kann sich das katalytische Zentrum nicht korrekt ausbilden. Die AHL-lactonase wird

denaturiert und verliert ihre spezifische Aktivitat.

katalytisches Zentrum mit Zn**

C-Terminus (Glutaminsé&ure)

N-Terminus (Methionin)

Abbildung 75: Der C- und N-Terminus sowie das katalytische Zentrum von AiiB

Basierend auf der Sequenzinformation von AiiB aus der Datenbank NCBI Entrez Protein

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit der Referenznummer A9CKY2 wurde die Tertidrstruktur mit dem Programm

136

Swiss-PdbViewer (aka DeepView; http://www.expasy.org/spdbv)=" visualisiert.

Das PEG-DA-Hydrogel als Wirkstoffdepot eignet sich wegen seiner langfristigen Freiset-
zung und seiner guten mechanischen Eigenschaften fiir einen dauerhaften Einsatz in der
Anwendung, auch in Flielsystemen. Durch die Beladung mit AiiB und BlcC wurde sowohl
nach 16 h als auch nach 88 h die Biofilmbildung signifikant reduziert. Beide reduzierten im
Vergleich zum Kontrollbiofilm die metabolische Aktivitat des Biofilms, welcher direkt auf
dem Hydrogel gewachsen ist. Durch die Freisetzung des Wirkstoffes reduzierte dieser auch
die Biofilmbildung im direkten Umfeld, am Calgary Biofilm Device®, sowie die unter-
suchten Virulenzfaktoren. Ein weiterer Vorteil liegt in der Wiederbeladbarkeit des Systems:
Ist der Wirkstoff komplett freigesetzt, kann das Hydrogel erneut mit Wirkstoff beladen

werden. Hierzu wird das Hydrogel zundchst getrocknet und anschlie}end in einer Lésung

des Wirkstoffes gequollen. Durch den Wasserinflux in das Netzwerk gelangt der Wirkstoff

durch die Diffusion ebenfalls in das Hydrogelinnere.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/spdbv/
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In den Untersuchungen zeigte sich, dass selbst das unbeladene Hydrogel zum Teil anti-
bakterielle Eigenschaften aufwies. Dies ist auf Acrylgruppen, welche mit Proteinen und
Biomolekilen Bindungen ausbilden kénnen und daher toxisch wirken, zuriickzufiihren.

" und osmotische®®#*° AbstoRungseffekte sowie die

Zusétzlich beglnstigen sterische
extrem flexiblen und beweglichen PEG-Ketten®*® die Biofilmvermeidung auf der Oberflache,

da es Bakterien erschwert wird, auf der Hydrogeloberflache zu adhérieren.

Maogliche Einsatzgebiete fiir die hier entwickelten Immobilisierungen mit AHL-lactonasen
zur Biofilmvermeidung liegen in technischen wasserfiihrenden Systemen, die der Gewin-
nung, der Aufbereitung, dem Transport, der Lagerung und der Nutzung von Wasser dienen.
Dies konnen beispielsweise Rohrleitungen und Schlauchsysteme sein. In diesem Fall, unter
Strémungsbedingungen, bietet sich eine Oberflachenbeschichtung mit kovalent gebundenen
AHL-lactonasen an. Durch die kovalente Anbindung verbleiben die AHL-lactonasen vor Ort
im System und werden nicht ausgespilt und die Biofilmbildung wird beispielsweise durch
die verminderte Fahigkeit der Rhmanolipidproduktion erschwert. Bakterien, die in ihrer
Anhaftung beeintrachtigt sind, werden bei entsprechender Anstrdmung zusatzlich von der

Oberflache entfernt.

In Systemen mit keiner oder nur einer sehr geringen Strémung wie Tanksysteme, Vorrats-
behélter und Totzonen kann das Hydrogelsystem, welches mit AHL-lactonasen beladen ist,
zum Einsatz kommen. Da Hydrogelsystem wird entsprechend an einer Stelle mit mdglichst
niedriger FlieRgeschwindigkeit eingebracht. VVon hier werden kontinuierlich die eingeschlos-
sen AHL-lactonasen in das System ausgegeben und verteilen sich dort, um der Biofilm-
bildung vorzubeugen. Ein weiterer Vorteil des Hydrogelsystems besteht in der hohen Stand-

zeit von mehreren Wochen und Monaten sowie in seiner Wiederbeladbarkeit.

Partikuldre Immobilisierungssysteme von AHL-lactonasen eignen sich in erster Linie, wenn
sie im technischen wasserfiihrenden System, unabhéngig von der Strdmungssituation, vor
Ort verbleiben und dort die AHL-lactonasen ins System abgeben. Hierzu ist allerdings eine
Art Netz oder eine ahnliche Vorrichtung notwendig, um ein Ausspulen der Partikel aus dem
System zu verhindern. Weiterhin kann es je nach Systemart ungunstig sein, wenn Partikel im
System verbleiben. Dies ist insbesondere in der Produktion und der Trinkwasseraufbereitung
storend. Diese Immobilisierungsmethode lasst sich jedoch sehr einfach auch auf flachige
Materialien wie beispielsweise geladene Membranen tbertragen. Ist eine Rohrleitung mit
einem entsprechend geladenen Kunststoff ausgekleidet, kann beispielsweise hier die AHL-
lactonase immobilisiert und so die Rohroberflache gegen ungewollten Biofilmbewuchs
geschutzt werden. Denkbar sind auch Ausriistungen von Osmosemembranen und Filter-

systeme, die wasserdurchstromt sind
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7 Fazit und Ausblick

AHL-lactonasen greifen in das QS Gram-negativer Bakterien ein und unterbinden die Zell-
Zell-Kommunikation. In der Folge wird die Sekretion von Virulenzfaktoren beziehungs-
weise die Biofilmbildung vermieden und Krankheitserreger reduzieren ihre pathogenen
Eigenschaften. Sie bieten zusatzlich den Vorteil einer speziesunabhangigen Wirkung auf
Gram-negative Bakterien, welche Uber AHL miteinander kommunizieren. Eine Resistenz-
bildung gegen AHL-lactonasen ist unwahrscheinlich®**". Sie sind daher eine neue vielver-

sprechende Wirkstoffklasse im Einsatz gegen bakterielle Biofilme.

In dieser Arbeit wurden mit der Expression im 7 I-Bioreaktor und der Aufreinigung bis zu
einem Reinheitsgrad von 99 % die Voraussetzung geschaffen, AHL-lactonasen in einem
einfachen und relativ kostengiinstigen Prozess herzustellen. Weiterhin wurde ihre Wirkung
auf unterschiedliche Gram-negative Spezies hinsichlich der Biofilmbildung und der
Produktion verschiedener Virulenzfaktoren nachgewiesen. Durch die in dieser Arbeit
gezeigten wirksamen Immobilisierungsansatze wurden fur die praktische Anwendung, zum

Beispiel in technischen wasserfiihrenden Systemen, erste methodische Konzepte vorgestellt.

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz von AHL-lactonasen, in
geltster oder immobilisierter Form, eine vielversprechende, vorbeugende Malinahme zur
Biofilmbekdmpfung ist. Bereits entstandene Biofilme werden in ihrem Wachstum durch
AHL-lactonasen nicht beeintréchtigt — einzig die Neubesiedelung nicht kontaminierter
Oberflachen kann hiermit vermieden werden. Eine Abt6tung der Bakterien durch AHL-
lactonasen erfolgt nicht, sie verbleiben weiterhin lebend im System. Sie werden jedoch in der
Ausbildung ihrer Virulenzfaktoren stark eingeschrankt. Es ist denkbar, diesen Ansatz mit
regelmaRigen Desinfektionen oder Biozidzugaben erfolgreich zu kombinieren: Sind
Bakterien durch AHL-lactonasen nicht in der Lage Biofilme zu bilden, sind sie nicht durch

die EPS vor Umweltangriffen geschiitzt und durch Zugabe von Bioziden leichter abzutéten.

In dieser Arbeit wurde ausfuhrlich untersucht, ob AHL-lactonasen, in gel6ster Form und
Uber unterschiedlichen Methoden immobilisiert, geeignet sind die Biofilmbildung zu
verringern. Hierzu wurden die Experimente aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit dieser
Enzyme und dem umfangreichen Versuchsplan stets mit der niedrigsten zu ermittelnden
Wirkkonzentration durchgefiihrt. Somit konnte die prinzipielle Eignung dieser Enzymklasse
als biofilmvermeidende Wirkstoffe gezeigt werden. Basierend auf den Ergebnissen dieser
Arbeiten sollte zundchst die Wirkung hoherer Wirkstoffkonzentration, sowohl in geloster
Form als auch in der Beladung der Hydrogele und der Adsorptionstragermaterialien, auf die
Biofilmbildung und die Produktion von Virulenzfaktoren analysiert werden. Auch be-

schrénkten sich die hier gezeigten Untersuchungen aufgrund des komplexen Zusammen-
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spiels verschiedener Bakterienspezies im Biofilm auf die Betrachtung von Einzelspezies-
Biofilmen. Daher sollte weiterfiihrend auch die Wirkung der AHL-lactonasen auf gemischte

Biofilme und Biofilmkonsortien verschiedener Spezies untersucht werden.

In den Freisetzungsversuchen wurde durch hiufiges Wechseln des Uberstandes der ,,worst
case“-Fall eines Flielsystems nachgestellt. VVor der praktischen Anwendung in FlieBsystem-
en muss jedoch, da hier die Wirkung der AHL-lactonasen in statischen Biofilmassays gezeigt
wurde, zundchst weiterfihrend die Wirkung unter FlieBbedingungen, beispielsweise
zunéchst in FlieBzellen, untersucht werden. Problematisch hierbei wird jedoch ein mit den
entsprechenden Immobilisierungen dichtes und vor allem steriles System bereitzustellen.
Ublicherweise erfolgt die Sterilisation der FlieRzellen nach dem Zusammenbau, das heift
nach dem Einbringen der Beschichtung. Durch die nachfolgende Sterilisation allerdings
werden die AHL-lactonasen inaktiviert. Problematisch sind ebenfalls die geringen
Dimensionen der FlieRzellen, die durch sich teilweise l6sende Beschichtungen schnell
verstopfen. Auch die entsprechende Quantifizierung des Biofilms stellt eine Heraus-
forderung dar. Entsprechende Farbungen der Biofilmmasse beziehungsweise die Bestim-
mung der metabolischen Aktivitdt durch einen Substratumsatz kann zwar in FlieRzellen
durchgefuhrt werden, sind jedoch in der Flielzelle nicht photometrisch auswertbar. Die
jeweiligen Farblésungen beziehungsweise die Loésungen mit dem umgesetzten Substrat
missen vor eine Quantifizierung der FlieRzelle entnommen werden. Hierbei kénnen durch
Flissigkeitsriickstande in der FlieBzelle erhebliche Quantifizierungsfehler entstehen.
Dariber hinaus ist der Einsatz der AHL-lactonasen, welche auf Partikeln immobilisiert
wurden, fur einen Einsatz in FlieRsystemen eher ungeeignet, da sie aus dem System
ausgespilt werden. Sie eigenen sich vielmehr fur Anwendungen mit stehendem Wasser oder
sie werden gezielt in ein FlieBsystem eingebracht, um wahrend des Systemdurchlaufs die

AHL-lactonasen kontinuierlich abzugeben.

Ferner gilt es die Langzeitstabilitdt und Lagerfahigkeit der gelésten und immobilisierten
AHL-lactonasen beispielsweise durch Lyophilisieren zu untersuchen: Hierzu kdnnte der

Einsatz von Lyo- oder Kryoprotektoren hilfreich sein.

Fir einen Klinischen Einsatz ist die Bewertung der Toxizitat der AHL-lactonasen, sowohl in
geldster als auch in immobilisierter Form notwendige Voraussetzung. Erste Arbeiten zum
medizinischen Einsatz von AHL wurden von der Arbeitsgruppe um B. Yao, VR China,
durchgefiihrt. Ihnen gelang es, durch eine intraperitoneale Gabe von AiiA bei Karpfen®” und
durch eine orale Zufiitterung von AiiA bei Zebrafischen® die Sterblichkeitsrate bei einer

Aeromonas hydrophila Infektion zu senken.
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So eine Arbeit wird eigentlich nie fertig,
man muss sie fur fertig erklaren,
wenn man nach Zeit und Umstanden

das Mdglichste getan hat.

(Johann Wolfgang von Goethe 1786-1788, Italienische Reise)
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Il. Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Bakterienstdmme zur Expression, als Reporter-

stdmme oder zur Biofilmuntersuchung verwendet (siehe Tabelle 37).

Tabelle 37: Bakterienstimme und deren Eigenschaften

Stamm

Eigenschaften

Herkunft/Referenz

Expressionsstamm

E. coli SoluBL21™ (DE3)

F ompT hsdSg (rs-mg) gal dcm (DE3)

Biosensorstamme und deren Kontrollstamme

A. tumefaciens A136
(PCF218)(pCF374)

A. tumefaciens KYC6

A. tumefaciens NTL4
(pCF218)(pCF372)

A. tumefaciens NTL4
(pCF218)(pCF372)

A. tumefaciens NTL1
(pzLR4)

C. violaceum ATCC
12472

C. violaceum CV026

E. coli MG1655 AluxS

P. aeruginosa PAO1

P. aeruginosa PA14

P. aeruginosa Pal4 Alasl

Biofilmassaystamme

E. coli K12 (MG1655),
ATCC 700926

Enterobacter aerogenes
DSM 30053

Proteus mirabilis
DSM 4479

P. aeruginosa PAO1

P. aeruginosa PA14

P. pseudoalcaligenes
DSM 50189

P. pseudofluorescens
DSM 50090

Sarcina lutea DSM
20030

Reporterstamm zur Detektion von AHL iiber
die Bildung von B-Galaktosidase; Spec®; Tet®

Wildstamm, Pflanzenpathogen; traM::Tris-
gusA mit pCF218; Uberexpression von AHL

Reporterstamm zur Detektion von AHL iiber
die Bildung von B-Galaktosidase, Spec¥; Tet®

Reporterstamm zur Detektion von AHL iiber
die Bildung von B-Galaktosidase; Spec®; Tet®

Reporterstamm zur Detektion von AHL iiber
die Bildung von B-Galaktosidase; Gen®

Wildstamm, tropisches Humanpathogen aus
dem Boden

Reporterstamm zur Detektion von AHL iiber
die Bildung von Violacein; Kan®
Mutante in luxS (Autoinducer-Bildung)
Wildstamm, nicht mukoid
Wildstamm
Mutante in lasl
Wildstamm, humanpathogenes Darmbakterium,
Biofilmbildner
Wildstamm, humanpathogenes Darmbakterium
Wildstamm, fakultativ pathogenes und besonders

bewegliches Darmbakterium

Wildstamm, humanpathogener Boden- und
Wasserkeim, nicht mukoid, Biofilmbildner
Wildstamm

Wildstamm, nicht-pathogener Wasserkeim

Wildstamm

Gram-positiver Wildstamm

AMS Biotechnology (Europe) Ltd;
Frankfurt/Main, BRD

R. McLean, Department of Biology, Texas
State University, San Marcos, USA;

R. McLean, Department of Biology, Texas
State University, San Marcos, USA; '8

C. W. Michiels, Katholieke Universiteit
Leuven, BE; *®

W. R. Streit, Biozentrum Klein Flottbeck,
Universitat Hamburg, BRD; 2

P. Oger, Laboratoire des Sciences de la Terre,
Ecole normale superieure de Lyon, F; *

R. McLean, Department of Biology, Texas
State University, San Marcos, USA ¥

R. McLean, Department of Biology, Texas
State University, San Marcos, USA; %

Fraunhofer- Institut fiir Grenzflachenver-
fahrenstechnik IGB, intern, Stuttgart, BRD

B. Iglewski, University of Rochester School of
Medicine and Dentistry, New York, USA;*®

R. Kolter, Harvard Medical School, Boston,
USA; %8

R. Kolter, Harvard Medical School, Boston,
USA;

LGC Standards GmbH, Wesel, BRD

Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und
Zellen GmbH, Braunschweig, BRD

Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellen GmbH, Braunschweig, BRD

B. Iglewski, University of Rochester School of
Medicine and Dentistry, New York, USA, *°

R. Kolter, Harvard Medical School, Boston,
USA; 8

Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellen GmbH, Braunschweig, BRD

Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und
Zellen GmbH, Braunschweig, BRD

Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und
Zellen GmbH, Braunschweig, BRD
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Alle Medien und deren Einzelbestandteile wurden im Regelfall autoklaviert. So dies nicht

moglich war, wurden die jeweiligen Medien(-bestandteile) sterilfiltriert (siehe Anmerk-

ungen). Antibiotika wurden erst nach dem Abkiihlen des Mediums zugegeben.

AT-Medium pH 7,0

CaCl, x 2H,0

FeSO,

Glukose (nachtraglich sterilfiltriert zugeben)
KH,PQO,4 anhydr.

MnSO,

(NH4);SO4

Feedstrome der Fermentation

Kohlenstofffeed: Glukose
Stickstofffeed: (NH,),SO,
NH.CI

LB-Medium pH 7,5%"°
Bacto-Trypton
Hefeextrakt

NaCl

Mass Cultivation Media MC2709 nach Riesenberg®”®

Glukose (nachtréglich sterilfiltriert zugeben)
K,HPO,

NaH,PO,x 2H,0

Na,SO,

NH,CI

(NH4);SO4

(NHy),HCsH50-,

MgSO, x 7H,0 (Stock 246,345 g/l)
getrennt autoklavieren und nachtraglich zugeben

Thiamin-HCI (Stock 10,000 g/1)
getrennt autoklavieren und nachtraglich zugeben

50 x Spurenelemente (siehe unten)

0,010 g/l
0,003 gl
5,000 g/l
11,900 g/l
0,011 g/l
1,980 g/l

800,00 g/l
168,80 g/l
106,00 g/l

10, 000 g/l
5,000 g/l
10, 000 g/l

25,000 g/l
14,600 g/l
4,000 g/l
2,000 g/l
1,000 g/l
5,360 g/l
2,000 g/l
0,739 g/l

0,020 g/l

20,00 mi/I
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Minimalmedium M9’

CaCl, x 2H,0 0,015 g/l
Glukose (nachtraglich sterilfiltriert zugeben) 1,980 g/l
KH,PQO,4 anhydr. 2,990 g/l
MgSQO, x 7H,0 (nachtraglich sterilfiltriert zugeben) 0,492 g/l
NaCl 0,497 g/l
Na,HPO, anhydr. 48,576 g/l
(NH,),SO, 2,470 g/l

Schwarmagar fir P. aeruginosa PA14 (ergéanztes M9 Medium)®
M9 Medium (siehe oben) ohne NH,CI

Natriumglutamat 5,580 g/l
Agar 5,000 g/l

Schwimmagar flr P. aeruginosa PAOL1 (erganztes M9 Medium)
M9 Medium (siehe oben)
Agar 3,000 g/l

Schwéarmagar fir P. mirabilis DSM4479*°

LB-Medium (siehe oben)
Agar 7,000 g/l

Schwimmagar *fiir P. mirabilis DSM4479'%
LB-Medium (siehe oben)
Agar 3,000 g/l

Stammkultur-Agar
LB-Medium (siehe oben) mit
Agar 15,000 g/l

50 x Spurenelemente

CaCl, x 2H,0 0,075 g/l
CeHsFeO; x H,O 5,040 g/l
CoCl; x 6H,0 0,027 g/l
CuSQO,4 x 5H,0 0,105 g/
H3BOs 0,150 g/l
MnSO, x H,0 0,180 g/l
Na,EDTA x 2H,0 3,015 g/l
NaMoO, x 5H,0 0,105 g/l

Zn(CH,COO0), X 2H,0 1,689 g/l
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Je nach Bakterienstamm erfordert die Kultivierung auch den Zusatz von Antibiotika. Tabelle
38 zeigt welcher Stamm, mit welchem/n Antibiotika und in welcher Konzentration kultiviert

werden musste.

Tabelle 38: Antibiotikazugaben zu den jeweiligen Kulturmedien

Ampicillin  Gentamycin  Kanamycin  Spectinomycin  Tetracyklin

A. tumefaciens NTL1 pzLR4 30 pg/ml
A. tumefaciens NTL4 50 pg/mi 4,5 g/ml
C. violaceum CV026 20 pg/ml

E. coli mit pMAL c2x 100 pg/ml
aiia/aiib/attm

Zur Expression der AHL-lactonasen wurden spezifische Cofaktoren bendtigt (nach einer
personlichen Kommunikation mit W. Fast):

AilA 0,130 g/l CoCl,
AiiB 0,081 g/l ZnSO,
BlcC 0,130 g/l CoCl,

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Lésungen sind nachfolgend aufgelistet. So weit
nicht anders angegeben, wurden sie unsteril verwendet. Die Zusammensetzung aller Puffer
und Lésungen ist jeweils auf einen Liter ausgelegt. Das Volumen von einem Liter wurde

durch die Zugabe von MilliQ-Wasser erreicht.

Affinitatschromatographie-Puffer pH 7,4

EDTA 0,292 g/l
NaCl 11,688 g/l
Tris-HCI 3,152 g/l

Aufschlusspuffer pH 7,4

NaCl 5,844 g/l
Tris-HCI 2,423 g/l
Blockldsung

NaCl 8,766 g/l
KCI 1,492 g/l
Milchpulver 50,000 g/l

Tween20® 5,000 g/I
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Coomassie-Entfarbe-16sung
Essigsdure 37,5 ml/l
Methanol 200 ml/I

Coomassie-Farbe-16sung
Methanol 200 ml/I
RotiBlue Coomassieldsung 200 ml/I

Dinatriumcitratpuffer pH 4,0
Natriumcitrat 14,220 g/l
HCI 1,637 g/l

Dinatriumcitratpuffer pH 6,5
Dinatriumcitrat 14,142 g/l
NaOH 1,808 g/l

EDC/sulfo-NHS-16sung in MES60 pH 6,0
EDC 5,000 g/l
Sulfo-NHS 5,000 g/l

EDC/sulfo-NHS-Protein-lésung in MES60 pH 6,0

EDC 4,000 g/l
Sulfo-NHS 11,000 g/l
AHL-lactonase 200 mg/l

Glycinpuffer pH 12,0

Glycin 7,507 g/l
NaCl, 2,688 g/l
NaOH 2,160 g/l

HEPES-Puffer pH 7,5
Na,SO, 28,400 g/l
HEPES 0,477 g/l

lonenaustauschchromatographie-Puffer

NaCl 58,440 g/l
TEA 2,024 g/l
MES60 pH 6,0

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure 10,861 g/l
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Molybdatreagenz
Natriummolybdat
Natriumnitrit

Natriumcitratpuffer pH 4,0
Natriumcitrat
NaOH

Natriumcitratpuffer pH 6,5
Natriumcitrat
NaOH

Piranha-l6sung
Ammoniak (25 %)
Wasserstoffperoxid (30 %)

PBS pH 7,4 (autoklaviert)
NaCl

Na,HPO, x 7H,0

KCI

KH,PQO,4 anhydr.

Probenpuffer fur SDS-PAGE pH 6.8
[-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Glycerol

SDS

Tris-HCI

REM-Puffer pH 7,3 (autoklaviert)
NaCl

NaHPO, x 7H,0

KH,PO,

Silanisierungslésung
Ethanol

Silan

100,000 g/l
100,000 g/l

14,220 g/l
1,796 gl

14,142 g/|
1,808 g/l

750,00 ml
250,00 ml

8,006 g/l
8,197 gl
0,201 g/l
0,204 g/l

100,0 ml/l

0,100 g/l
200,0 mi/l
40,000 g/l
15,143 g/l

4,792 g/l
0,055 g/l
1,497 g/l

902,5 ml/l
50,0 ml/I
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Silberfarbung — Fixierlésung
Ethanol 400,00 mi/l
Formaldehyd 0,50 ml/l

Silberfarbung — Entwicklerlésung

Formaldehyd 0,56 ml/I
Na,COs 30,000 g/l
Na28203 0,400 mg/l

TBS-T Puffer

NaCl 8,766 g/l
KCl 1,492 g/l
Tween20® 5,000 g/l

Totalproteasereagenz pH 7,5

Azocasein 3,300 g/l
CaCl, 0,018 g/l
Tris-HCI 12,000 g/l

Tris-Puffer pH 7,8

CaCl, x 2H,0 0,191 g/l
Tris-HCI 121,14 g/l
XTT-lésung

Menadion (in Aceton geldst) 0,752 mg/l
XTT 1,000 g/I

Z-Puffer pH 7,0%°

Na,HPO, x 7H,0 60,720 g/l
NaH,PO, x 7H,0 9,803 g/l
Glukose 7,200 g/l
KCI 0,746 g/l

MgSQO, x 7H,0 0,156 g/l
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IV. Verwendete Chemikalien und Materialien

In den folgenden Tabellen 32 bis 37 werden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

und Materialien in Gruppenzuteilungen aufgelistet:

o Kommerzielle Nachweis- und Reaktionskits (Tabelle 39),

e Chemikalien, welche zur Proteinexpression und deren Kontrolle verwendet

wurden (Tabelle 40),

e Verwendete Chromatographiesaulen (Tabelle 41),

o Verwendete Enzyme und deren Substrate (Tabelle 42),

o Verwendete Chemikalien zum Nachweis und der Quantifizierung des Quorum

Sensing und des Biofilms (Tabelle 43)

o Verwendete Materialien zum Nachweis und der Quantifizierung des Quorum

Sensing und des Biofilms (Tabelle 44) und

e Verwendete Chemikalien zur Herstellung der Immobilisierung (Tabelle 45)

Tabelle 39: Verwendete Reaktions- und Nachweiskits

Nachweis-/Reaktionskits

Spezifikation

Bezugsquelle

Ammoniumnachweis

Ammonium Kiivetten-Test
Dr. Lange Photometer Lasal00

SDS-PAGE und Western Blot
XCell Sure Lock® Mini-Cell CE mark

NUuPAGE® Bis-Tris Gel

NuPAGE® MES SDS Running Buffer
SeeBlue® Pre-Stained Standard

iBlot® Gel Transfer Device

iBlot® Transfer Stack (Nitrocellulose)

SuperSignal West Dura Chemiluminescent
Substrat

Messbereich 47-130 mg/l NH4-N

4-12 % Mini Gel

20 x Konzentrat

Auftrennbereich von 4 kDa bis 250
kDa

Zum Nachweis der HRP-Aktivitat

HACH LANGE GmbH,
Diisseldorf, BRD

HACH LANGE GmbH,
Diisseldorf, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, BRD

Fischer Scientific GmbH,
Schwerte, BRD
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Tabelle 40: Chemikalien zur Proteinexpression und deren Kontrolle

Chemikalie CAS-Nummer  Bezugsquelle

Antifoam A
Bradford-Reagenz
BSA-Standard, Fraktion V
Coomassie Roti-Blue®

Glukoseteststreifen Medi-Test
Glukose 3

MBP-Antikdrper, Maus, monoklonal,
HRP-konjugiert

Maltosebindendes Protein als Standard

SOC-Medium

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
Bio-Rad Laboratories Inc., Minchen, BRD

Fischer Scientific GmbH, Schwerte, BRD

Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, BRD

Antikdrper-online GmbH, Aachen, BRD
Antikdrper-online GmbH, Aachen, BRD

Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt,
BRD

Tabelle 41: Verwendetes Saulenmaterial zur Aufreinigung

Saule Anwendung

Bezugsquelle

MBP-Trap_HP_1_ml Affinitdtschromatographie GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD

Fast_Desalting_HR_10/10 Entsalzen

GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD

Superdex_75_10/300_GL  GroRenausschlusschromatographie ~ GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD

Mono_Q_HR_5/5 Anionenaustauschchromatographie  GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD
Amicon Ultra-0,5 ml Zentrifugenrohrchen zur Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.
10000MWCO Aufkonzentration

Tabelle 42: Verwendete Enzyme und deren Substrate

Chemikalie Herkunft CAS- Bezugsquelle
Nummer
ACTEV Protease tobacco etch virus - Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt, BRD
AiilA B. subtilis - Fraunhofer-Institut fur Grenzflachen- und
(E.C.3.1.1.81) Bioverfahrenstechnik IGB, Stuttgart, BRD
AiiB B. subtilis - Fraunhofer-Institut fur Grenzflachen- und
(E.C.3.1.1.81) Bioverfahrenstechnik IGB, Stuttgart, BRD
BlcC A. tumefaciens - Fraunhofer-Institut fur Grenzflachen- und
(E.C.3.1.1.81) Bioverfahrenstechnik IGB, Stuttgart, BRD
DNase | (E.C.3.1.21.1) Bos taurus 9003-98-9 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD
LL-37 Human 397562-32-8 BACHEM AG, Bubendorf, CH
Lysozym (E.C.3.2.1.17) Huihnereiweil 12650-88-3 Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK
Azocasein 102110-74-7  Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,

Micrococcus
lysodeictikus ATCC 4698,
gefriergetrocknet

Subtilisin (E.C.3.4.21.62) B. subtilis

N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-
Phe-p-Nitroanilid

Deisenhofen, BRD

- Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD

0914-01-1 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD

70967-97-4 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD
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Tabelle 43: Chemikalien zum Nachweis/Quantifizierung des QS und des Biofilms

Chemikalie CAS-Nummer  Bezugsquelle

N-Acylhomoserinlactone

N-Hexanoyl-DL-Homoserinlacton 106983-28-2 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

N-Dodecanoyl-DL-Homoserinlacton 18627-38-8 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

N-(3-Oxododecanoyl)-I- 18627-38-8 Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,

Homoserinlacton

BRD

Nachweisreagenzien zur Quantifizierung des Biofilms beziehungsweise des Quorum Sensings

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-
galactopyranosid

Fluoresceindiacetat

Kristallviolett
L-Methionin

Pyranin

o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

Farbstoffe
Bengalrosa
Nilblausulfat

Phenolrot

Toluidinblau

72040-90-6

596-09-8

548-62-9
63-68-3

6358-69-6

369-07-3
111072-31-2

632-62-9
3625-57-8
143-74-8

92-31-9

Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD
Carl ROTH GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Tabelle 44: Materialien zum Nachweis/Quantifizierung des QS und des Biofilms

Chemikalie

CAS-Nummer

Bezugsquelle

Materialien zur Biofilmanzucht

96 Multiwellplatte Flat Bottom mit
Deckel

96 Multiwellplatten Flat Bottom
schwarz Fluoronunc ©

Sealing Tape, Clear Polyolefin,
advanced optical

Calgary Biofilm Device®
High-Throughput MBEC-HTP Assay

Glassubstrat, Deckgléser #5,
Borosilikatglas

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, BRD

Nunc, Thermo Scientific GmbH, Schwerte, BRD

Thermo Scientific GmbH, Schwerte, BRD

Innovotech Inc., Edmonton, CA

Menzel GmbH, Braunschweig, BRD
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Tabelle 45: Verwendete Chemikalien zur Herstellung der Immobilisierung

Chemikalie

CAS-Nummer

Bezugsquelle

Chemikalien zur Herstellung der Hydrogele

Polyethylenglykoldiacrylat MW 575

Polyethylenglykoldiacrylat MW 700

Polyethylenglykoldiacrylat MW 2000

Polyethylenglykoldiacrylat MW 6000

2,2-Dimethoxy-1,2-diphenylethanone

1-Vinyl-2-Pyrrolidinon

26570-48-9

26570-48-9

26570-48-9

26570-48-9

91274-91-8

88-12-0

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Chemikalien zur Silanisierung und zur anschlieBenden Derivatisierung sowie deren Substrate

3-Aminporpyltriethoxysilan

2-(Carboxymethylthio)
ethyltrimethylsilan

Glycidoxypropyltrimethoxysilan

3-(Trimethoxysilyl)
propoylmethacrylat

1-Ethyl-3-(3-dimethy-
laminopropyl)carbodiimide

Hellmanex®

N-Hydroxysulfosuccinimid
D-(+)-Maltose
2-(N-Morpholino)ethanesulfoniséure

Glassubstrat, Deckgléser #5,
Borosilikatglas

Si-Wafer, P/Bor <100>,
Dicke: 525 + 25 um;
Widerstand: 1-30 ohm cm?

Adsorptionstragermaterialien
Aerosil 200 (Siliziumdioxid)
Hydroxylapatit

Spheriglass (Kalksodaglaskiigelchen)

Martinal ON 320
(Aluminiumhydroxid)

Poly(methacrylséure-co
ethylenglykoldimethacrylat)

919-30-2

18269-42-6

2530-83-3

2530-85-0

1892-57-5

106627-54-7

6363-53-7

4432-31-9

7631-86-9
12167-74-7

8064-00-4

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

ABCR GmbH & Co KG., Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Sigma—AIdrich® Chemie GmbH, Deisenhofen,
BRD

Menzel GmbH, Braunschweig, BRD

Si Mat, Silicon Materials, Kaufering, BRD

Degussa AG, Frankfurt, BRD

Alfa Aesar, Karlsruhe, BRD

Potters Europe, Kirchheimbolanden, BRD
Martinswerk GmbH, Bergheim, BRD

Fraunhofer-Institut fiir Grenzflachen- und
Bioverfahrenstechnik intern, BRD
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V.

Verwendete Gerdte und zugehorige Software

Tabelle 46 listet die in dieser Arbeit verwendeten Geréte in thematischen Gruppen auf.

Tabelle 46: Verwendete Geréate und deren Bedien- und Auswertesoftware

Gerat

Beschreibung

Hersteller

Expression der AHL-lactonasen
INFORS HT Minitron

INFORS HT Labfors 3B 7 L
405-DPAS-SC K8S/425
InPro6820/12/420

Iris 5
Watson-Marlow 505 U und 101 U

Aufreinigung der AHL-lactonasen
Panda PLUS

AKTApurifier™

AKTAexplorer™ 100

UNICORN 5.20

Brutschrank
Benchtop Bioreaktor
pH-Elektrode
Sauerstoffsonde

Software zur Steuerung des
Bioreaktors

Pumpe

Homogenisator
Flussigchromatographiesystem
Fliissigchromatographiesystem
Software der AKTA-Systeme

Infors GmbH, Einsbach, BRD
Infors GmbH, Einsbach, BRD
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, BRD
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, BRD
Infors GmbH, Einsbach, BRD

Watson-Marlow GmbH,
Rommerskirchen, BRD

GEA Niro Soavi S.p.A., Parma, IT

GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD
GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD
GE Healthcare GmbH, Freiburg, BRD

Geréte zu Herstellung und Charakterisierung der Immobilisierungsmethoden

UV-H255
Vacutherm® 6000

MP150 D

Physica MCR 301 mit Tru Gap™
Device

Rheoplus/32 v3.40

SENTECH SE800

Spectra Ray

OCA 40

SCA20

Equinox 55 mit Diamant-ATR-
Einheit DuraSamplIRI1™
OPUS_65

BELSORP-max

BELSORP-max
BELMaster 6.1.0.2

UV-Schrank

Vakuumtrockenschrank

Manuelle Laborpresse

Rheometer

Software fur Physica MCr301

Spektroskopisches
Ellipsometer

Software fir SENTECH
SE800

Kontaktwinkelmessgeréat

Software fiir OCA 40

Infrarotspektroskop

Software fur IR-Spektroskop
Adsorptionsmessinstrument
BELSORP-max-Messsoftware

BELSORP-max-Auswerte-
software

Hartmann Feinwerkbau GmbH,
Obermdérlen, BRD

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenseebold, BRD

Maassen GmbH, Reutlingen, BRD

Anton Paar Germany GmbH, Ostfildern,
BRD

Anton Paar Germany GmbH, Ostfildern,
BRD

SENTECH Instruments, Berlin, BRD

SENTECH Instruments, Berlin, BRD

Data Physics Instruments GmbH,
Filderstadt, BRD

Data Physics Instruments GmbH,
Filderstadt, BRD

Bruker Optics GmbH, Ettlingen, BRD

Bruker Optics GmbH, Ettlingen, BRD
Rubotherm GmbH, Bochum, GmbH
Rubotherm GmbH, Bochum, GmbH
Rubotherm GmbH, Bochum, GmbH




210 Verwendete Gerate und zugehoérige Software

Gerat

Beschreibung

Hersteller

Zetasizer 3000 HSA
Zetasizer 3000 HSA-Advanced

Sonstige Geréate und Materialien

Heraeus Fresco 17
Heraeus Multifuge 1 S-R
Sorvall WX Ultra 80

Avanti J-26XP
Spekol 1500
SpectraMax® Plus 384

SoftMax Pro 5

Synergy 2

Gen5 1.07

Infinite® M200Pro

i-control 1.8 SP1

VHX-600 und VHX S-15 Digital

Mikroskop

Chromera® Chromatography Data
System DAD und RI

Digitalkamera Fujifilm LAS1000
in einer Intelligent Dark Box |1

Image Reader LAS 100 Pro VR6

Ultraflex Il TOF/TOF 200

FlexControl und FlexAnalysis

ZipTipC18
Aida Image Analyzer V4.10

OriginPro 8G

Partikel- und Zeta-
Potentialmesssystem

Software flir Zetasizer
3000HSA

Mikrozentrifuge
Zentrifuge
Ultrazentrifuge

Zentrifuge
UV VIS Spektrophotometer

Mikroplatten-Absorptions-
Spektrophotometer

Software fiir SpectraMax®
Plus 384

Multi-Mode Mikroplatten-
Reader

Software fur Synergy 2

Multi-Mode Mikroplatten-
Reader

Software fir Infinite®
M200Pro

Lichtmikroskop
Software der HPLC

Auswertesystem flr Western
Blots

Software der Digitalkamera
Fujifilm LAS1000

MALDI-TOF

Steuer- und Auswertesoftware

des MALDI-TOF

Filterspitze zur Aufreinigung

Software zur Auswertung von

Western Blots

Software zur Datenanalyse
und Datenvisualisierung

Malvern Instruments GmbH, Herrenberg,
BRD

Malvern Instruments GmbH, Herrenberg,
BRD

Thermo Scientific GmbH, Schwerte,
BRD

Thermo Scientific GmbH, Schwerte,
BRD

Thermo Scientific GmbH, Schwerte,
BRD

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, BRD
AnalytikJena AG, Jena, BRD

Molecular Devices (Germany) GmbH,
Biberach an der Riss, BRD

Molecular Devices (Germany) GmbH,
Biberach an der Riss, BRD

BioTek Instruments Deutschland GmbH,
Bad Friedrichshall, BRD

BioTek Instruments Deutschland GmbH,
Bad Friedrichshall, BRD

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
BRD

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
BRD

Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg, BRD

PerkinElmer LAS (Deutschland) GmbH,
Rodgau, BRD

Raytest, Straubenhardt, BRD

Raytest, Straubenhardt, BRD

Bruker Dalton GmbH, Bremen, BRD
Bruker Dalton GmbH, Bremen, BRD

Millipore, Billerica, USA
Raytest GmbH, Straubenhardt, BRD

Additive GmbH, Friedrichsdorf, BRD
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Mit dieser Dissertation werden die drei Grundvoraussetzungen zum Einsatz von
N-Acylhomoserinlacton-Lactonasen zur Biofilmvermeidung in technischen Systemen
geschaffen:

e die Gewahrleistung der Verflugbarkeit durch Fermentation im Bioreaktor mit hoher
Ausbeute und Aufreinigung mittels chromatographischer Verfahren,

e der Nachweis der Wirkung auf verschiedene Bakterienspezies hinsichtlich Biofilm-
bildung, Schwimm- und Schwarmverhalten und der Produktion von Virulenz-
faktoren sowie

e die Bereitstellung einer Darreichungsform durch unterschiedliche Immobilisie-
rungsstrategien wie Physisorption an partikularen Systemen, Chemisorption an
Silan-funktionalisierten Flachsubstraten und dem Einschluss in ein PEG-basiertes
Hydrogelsystem.
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