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I. Kurzdarstellung

1.

Aufgabenstellung

Bei der Ausbildung von Biofilmen spielt die Zelldichte-abhéngige zellulare Kommunikation der
Bakterien Gber den Austausch von niedermolekularen Signalmolekilen (Quorum sensing, QS)
eine wesentliche Rolle. Durch gezielte Storungen dieser Kommunikation (Modifizierung oder
Abbau der Signalmolekile oder durch antagonistische Molekile) kann die Biofilmbildung negativ
beeinflusst werden. Zur Auffindung von Biomolekilen, die das QS stéren, kann auf die natirlich
vorkommenden Anti-Quorum sensing (Quorum quenching, QQ) Strategien zurtickgegriffen
werden, die kultivierbare und nicht kultivierte Bakterien etabliert haben.

Ziel des Projektes war es, neuartige bereits identifizierte QQ-Molekile zu charakterisieren
(GenoMIK+: Neue Antibiofiim-Klone aus marinen Metagenomdatenbanken), die mit der
Interspezies-Kommunikation von Bakterien interferieren (AHL und insbesondere Al-2), um
Quorum Sensing-abhangiges Verhalten, wie die Bildung von Biofilmen, verhindern zu kénnen.
Ziel des gesamten Verbundprojektes war es, innovative alternative Antibiofilmstrategien zu
entwickeln, die auf Interferenz mit der Zell-Zellkommunikation basieren, und ein zuklnftiges
Anwendungspotential in Industrie und Medizin haben. Zusatzlich sollten kleine Enzym-
stabilisierende Molekdle identifiziert werden.

Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefuhrt wurde

Die Forschungsarbeiten wurden im Institut fir Allgemeine Mikrobiologie an der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel durchgefuhrt. Zu Beginn des Projekts waren die mikrobiologischen
und molekularbiologischen Methoden zur Bearbeitung der Fragestellung bereits in einem voll
ausgestatteten Labor etabliert; eine Mitarbeiterin und eine technische Assistentin arbeiteten
bereits an Fragestellungen, die zur Bekdmpfung von mikrobiellen Biofilmen beitragen sollten
resultierend aus dem Vorgangerprojekt GenoMIK+. Das Labor verfigte dabei Uiber geeignete
Raumlichkeiten und die notwendigen Genehmigungen, um auch potentiell infektioses Material
(Metagenome) handhaben zu dirfen und die Effekte von potentiellen QQ-Molekilen auf
biotechnologisch- und medizinisch relevante Biofilmbildner der Sicherheitsstufe 2 zu
untersuchen (Gentechniklabor der Sicherheitsstufe 2). Zu Beginn des Projektes konnte auf
bereits etablierte Reporterstamme zurickgegriffen werden, die es ermdglichen Quorum
quenching Moleklle zu identifizieren. Des Weiteren lagen eine groRe Anzahl aus
Metagenombanken identifizierter Quorum quenching Klone vor (AHL-QQ Klone 196; Al-2-QQ
Klone 61) auf die in der Projektphase zuriickgegriffen werden sollte. Im Verlauf des Projekts
konnte auf Grol3gerate (z.B. Pickrobot, Sequenziersysteme, konfokales Mikroskop) der
Geréteplattformen in zentralen Einrichtungen der Uni Kiel zurlickgegriffen werden (ZBM,
Zentrale Mikroskopie, Sequenzierplattform im IKM), um die entsprechende Fragestellungen
beantworten zu kdnnen. Die weiterfuhrenden Analysen zur Charakterisierung neuartiger QQ-
Molekile im Verlauf des Projektes erforderten die Etablierung neuartiger Methoden und die

Anschaffung neuer Gerate (z.B. Plattenphotometer).
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3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Als Verbundpartner im Netzwerk GenoMik-Transfer sollten an der CAU Kiel neuartige Al-2
Quorum Quenching (QQ)-Biomolekile nach folgendem zeitlichen Plan charakterisiert und kleine
Enzym-stabilisierende Molekule identifiziert werden:

Meilenstein _1: Entwicklung und Etablierung eines Screening-Systems, um AHL- oder Al-2

antagonistische Molekile von QQ-Enzymen zu unterscheiden

Meilenstein 2: Identifizierung eines AHL-antagonistischen kleinen Molekiils
Meilenstein 3: Identifizierung verschiedener Al-2 Hydrolasen

Meilenstein 4: Identifizierung einer Al-2 Hydrolase zur Vermeidung von Biofilmen
Meilenstein 5: Identifizierung eines kleinen Molekils zur Stabilisierung von Enzymen

Bei Abschluss der experimentellen Arbeiten Ende Juni 2014, waren alle Meilensteine mit
Ausnahme von Meilenstein 5 erreicht und erfolgreich abgeschlossen.

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Verschiedene Bakterien und Algen sind in der Lage, durch die Produktion von Enzymen und
niedermolekularen Verbindungen die Zell-Zell-Kommunikation von Bakterien zu stéren. Dabei gibt
es verschiedene Strategien, wie z.B. Quorum-Quencher in Form von Lactonasen und Acylasen,
die die Signalmolekiile zerstéren, kompetitive Inhibitoren, die Rezeptoren blockieren, oder
Inhibitoren des zentralen Regulators des QS-Systems, LuxR.

Innerhalb der Vorganger-Projektes GenoMIK+ wurden bereits zahlreiche Metagenombanken
konstruiert, die auf QQ-Aktivitdten gescreent wurden. Daflr wurde ein Reportersystem zur
Identifizierung von AHL- und Al-2 QQ-Biomolekilen erfolgreich etabliert. SchlieRlich wurden 196
AHL- und 61 Al-2 interferierende QQ-Aktivitaten identifiziert. Insgesamt wurde begonnen 6 QQ-
Aktivitdten naher zu charakterisieren und die entsprechenden QQ-ORFs zu identifizieren. Die
entsprechend identifizierten QQ-Proteine wurden nach der Etablierung bekannter Biofilm-Analyse-
Methoden im Labor (z.B. Untersuchung mit Kristallviolett und Durchflusszell-Experimente) in vitro
und in vivo auf ihr Fahigkeit analysiert, Biofilmbildung zu inhibieren. In dieser Projektphase konnte
also bereits auf ein vielfaltiges Methodenarsenal, umfangreiche Vorarbeiten und Expertise der

Mitarbeiterin (PostDoc) zur Erfullung der Meilensteine zurlickgegriffen werden.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
Eine enge Zusammenarbeit erfolgte vor allem mit den Projektpartnern, die Arbeitsgruppen um Prof.
Dr. W. Streit (Uni Hamburg), Prof. Dr. A. Liese (TUHH), Dr. H. Rohde (UKE) und Prof. Dr. S. Grond
(Uni Géttingen). Zwischen der AG Streit und AG Schmitz-Streit wurden identifizierte QQ-Molekiile
fur weiterfiihrende Analysen ausgetauscht. Eine enge Kooperation bestand mit AG Liese sowohl
fur die Immobilisierung identifizierter QQ-Proteine als auch fur biochemische Analysen zu den
Proteinen. Aus der AG Rohde wurden medizinisch-relevante Biofilm-bildende Staphylococcus

epidermis und S. aureus Stamme zur Verfiigung gestellt. Zudem wurden potentielle QQ-Proben mit
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dem in unserem Labor etablierten Reportersystem tberprift. Der AG Grond wurden eine Auswahl
von identifizierten Klonen, die AHL bzw. Al-2 QQ-Aktivitdten vermittelten, zur weiteren
(biochemischen) Analyse iibergeben. Zudem wurden natiirliche kleine Molekiile zur Uberprifung
auf QQ bereitgestellt.

Die Zentrale Mikroskopie (Uni Kiel), das Zentrum fir Molekularbiologie und Biochemie (ZBM, Uni
Kiel) und die 1. Medizinische Klinik der Uni Kiel (IKM, Sequenzierplattform) waren aufgrund ihrer
umfangreichen Geréate-Ausstattung unabdingbar zur Erfullung verschiedener Meilensteine. Prof.
Dr. Podschun (CAU Kiel) stellte uns als Leiter des nationalen Referenzlabors fur Klebsiella
zahlreiche klinische Isolate zur Verfugung.
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