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[ Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Biofilme sind allgegenwartig und die bevorzugte Lebensform der meisten
Mikroorganismen. Bakterien, Pilze aber auch Algen und Protozoen profitieren
symbiotisch voneinander, wahrend sie von einer extrazelluliren schiitzenden
Matrix umgeben sind. Manche Biofilme sind ungewollt, da sie technische Systeme
storen oder Krankheiten verursachen. Um die initiale Anheftung von Bakterien und
somit eine Biofilmbildung zu verhindern, sollten pilzliche Hydrophobine
funktionalisiert werden. Dazu wurden antimikrobielle Peptide (AMPs) an das
rekombinante Klasse I Hydrophobin DewA fusioniert und zur Beschichtung
technischer Oberflachen verwendet. Hydrophobine sind kleine Proteine, die sich an
hydrophil - hydrophoben Grenzflichen zu extrem stabilen amphipathischen
Monolagen selbst assemblieren und nur schwer l6slich sind. AMPs sind Polypeptide
mit einer Grofde von ungefahr 9 bis 50 Aminosauren, deren Wirkspektrum sich tiber
Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten erstreckt. Es wurden vier kurze, synthetische
AMPs gewahlt, die im angehefteten Zustand antibakterielle Aktivitiaten zeigten und
bestatigt, dass eine Fusion mit DewA die Ausbildung von Pseudomanas aeruginosa

und Staphylococcus aureus Biofilmen beeintrachtigt.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit besteht darin, die Wirkung kleiner, synthetischer
AMPs auf filamentose Pilze, die ebenfalls Biofilme besiedeln, zu untersuchen. Zur
Aufklarung der antifungalen Aktivitit der AMPs wurde der Modellorganismus
Aspergillus nidulans eingesetzt. Die bakterielle Stressantwort auf AMPs liegt in der
Induktion von Zweikomponenten-systemen. Ob dies auch bei A. nidulans der Fall ist,
wurde durch die Behandlung des Wildtyps, dreier Histidin-Kinase- und zweier
Response-Regulator-Deletionsstimme untersucht. Kurze, synthetische AMPs wirken
sich in der Tat auf pilzliche Zweikomponentensysteme aus, indem die Antwort

bestimmter Stressgene runterteguliert wird.

Der dritte Aspekt dieser Arbeit beruht in der Funktionalisierung von A. nidulans
Sporenoberflachen mit an Hydrophobinen gekoppelten Enzymen. Hierfiir wurde das

Klasse I Hydrophobin RodA gewadhlt, das fiir die dufierst stabile Rodlet-Struktur
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verantwortlich ist und zur Befestigung in der Sporenmembran einen GPI-Anker
tragt. Angekoppelte Mutanase und Glukose-6-Phosphat-Isomerase zeigten
enzymatische Aktivitit und kénnen durch dieses System einfach in einem grofden
Mafistab hergestellt werden. Dies ist der erste Vorstofd auch Sporen filamentoser

Pilze als Ganzzell-Biokatalysatoren einzusetzen.



[ Summary

| Summary

Microbial biofilms are ubiquitously found and the chosen life form of most of the
microorganisms. Bacteria, fungi but also algae and protozoa benefit symbiotically
from each other, while they are surrounded by an extracellular matrix. Some of the
biofilms are unwanted, as they cause diseases or destroy technical systems. To
prevent the initial attachment of bacetria und hence biofilm formation fungal
hydrophins were functionalized. Therefore antimicorbial peptides (AMPs) were
fused to the recombinant class I hydrophobin DewA and coated on technical
surfaces. Hydrophobins are small proteins, which self-assemble at any hydrophilic-
hydrophobic interface into extremely stable amphipathic monolayers that are hard
to destroy. AMPs are only 9 to 50 amino acids in size and are proven to be active
against bacteria, fungi, virurses and parasites. Four different small, syntethical
AMPs, which are still active in a tethered manner, were fused to DewA. It was
confirmed that coatings with these fusion constructs derogate Pseudomonas

aeruginosa and Staphylococcus aureus biofilm formation.

Another aspect of this thesis is to characterize the impact of small, synthetical AMPs
on filamentous fungi, which are also found in biofilms. The model organism
Aspergillus nidulans has been chosen to explain the antifungal activity of AMPs. In
bacteria it is known, that two-component systems are induced by AMPs. If there is
also an impact on fungi a wildtype strain, three histidin kinase - and two response
regulator - deletions were analyzed. AMPs do indeed affect fungal two-component

systems when stress genes were down regulated.

The last aspect was to functionalize A. nidulans spore surfaces while coupling
enzymes to hydrophobins. Therfor the class I hydrophobin RodA which forms the
hard to destroy rodlet layer and owns a GPI anchor has been chosen. Coupled
mutanase and glucose-6-phosphate isomerase were still enzymatical activ. This
system allows the production of enzymes in a large amount and is the first approach

of using spores from filamentous fungi as whole cell biocatalysts.
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II Einleitung

1. Biofilme

Bei Mikroorganismen unterscheidet man zwischen der planktonischen Lebensform
und einem Leben im Biofilm. Biofilme ermdglichen es einer Gemeinschaft
unterschiedlicher Mikroorganismen unwirtliche Lebensraume zu kolonisieren. Dies
geschieht im Schutz extrazellular polymerer Substanzen (EPS), die von Bakterien
des Biofilms selbst produziert werden (Costerton et al, 1995) und sich je nach
Umgebung in ihrer Zusammensetzung unterscheiden (Donlan, 2002; Hall-Stoodley
et al.,, 2004). Es werden zum Teil sehr dicke, fiir das menschliche Auge erkennbare
Formen gebildet, die schon frith das Interesse von Forschern erweckte. So
untersuchte Antoni von Leeuwenhoek schon im Jahr 1684 Biofilme, die er von den
eigenen Zahnen abkratzte. Er stellte fest, dass die Zahl der sogenannten “Animalculi”
grof3 genug wdre um die Einwohnerzahl des damaligen United Kingdoms zu
ubertreffen. Erst in neuerer Zeit nahm das Bewusstsein der Allgegenwartigkeit von
Biofilmen und der damit verbundenen Auswirkung auf natiirliche und industrielle
Systeme, wie auf die menschliche Gesundheit, zu (Szewzyk und Szewzyk, 2003). In
den spaten 1970er Jahren wurde erstmals festgestellt, dass Bakterien die sessile
Lebensform bevorzugen und somit den Grofdteil der bakteriellen Biomasse stellen
(Costerton et al, 1978). Biofilme entstehen in wdassrigen Systemen, bevorzugt an
Grenzflachen, z.B. in Sedimenten, Boden, geologischen Formationen, Gewebe von
Pflanzen oder technischen Anlagen, aber sie besiedeln auch den menschlichen

Korper (Zahnplaque, Darmflora) (Szewzyk und Szewzyk, 2003).

1.1. Entstehung und Erscheinung bakterieller Biofilme

Schon im Jahre 1943 machte Claude Zobell die Beobachtung, dass marine Bakterien
sich bevorzugt an Oberflachen anlagern (Zobell, 1943). Im Laufe der Zeit konnte mit
Hilfe von Mikroskopie, Fluoreszenzmarkierung und Biofilm-Fermentern die
Entstehung bakterieller Biofilme nachvollzogen werden (Hall-Stoodley et al., 2004).

Zunachst wurde anhand mikroskopischer Untersuchungen natiirlicher Biofilme
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gezeigt, dass die Matrix umhiillten Mikrokolonien eine komplexe Struktur
aufweisen, die mit Kanalen durchsetzt sind (de Beer et al, 1994; Lawrence et al,

1991).

Ein fiinf phasiges Modell der bakteriellen Biofilmentstehung wurde mittels
Proteomanalysen eines Pseudomonas aeruginosa Biofilms entwickelt (Sauer et al,
2002) und als grundsatzliches Modell postuliert (Hall-Stoodley et al, 2004;
Abbildung 1).

Abbildung 1: Bakterielle Biofilmentwicklung in fiinf Phasen. Phase 1: Initiale reversible
Anhaftung von Zellen an eine Oberflache. Phase 2: Die Produktion von EPS verstérkt die irreversible
Bindung. Die Zellen verlieren ihre Beweglichkeit. Phase 3: Frithe Entwicklung des Biofilms, friihe
Reifephase. Phase 4: Ausgereifter Biofilm. Phase 5: Einzelne bewegliche Zellen verlassen den Biofilm,
Verbreitungsphase. Die Mikroskopaufnahmen im unteren Bereich zeigen die einzelnen Phasen der
Biofilmentwicklung von P. aeruginosa auf Glasoberflichen unter kontinuierlichen Durchfluss-
bedingungen (verdndert nach (Stoodley et al,, 2002)).

Die Biofilme wurden in einem Durchflussreaktor herangezogen und die einzelnen

Phasen zusatzlich mikroskopiert (Sauer et al., 2002). Phase eins zeichnet sich durch

10
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eine reversible, zufdllige Anheftung der Bakterien an Oberflachen aus, gefolgt von
einer stabilen Anheftung in Phase zwei. In dieser Phase beginnt die Produktion von
extrazelluliren polymeren Substanzen (EPS), welche 50 bis 90 % des
Kohlenstoffgehaltes eines Biofilms ausmachen kénnen (Flemming et al., 2000). EPS
bestehen hauptsachlich aus Polysacchariden, aber auch aus anderen
Makromolekiilen wie Proteinen, DNA und Lipiden und sind stark hydratisiert
(Donlan, 2002; Flemming und Wingender, 2010; Flemming et al., 2000). Die Bildung
der EPS ist durch das umgebende Medium beeinflussbar, so ist ein Uberschuss an
Kohlenstoff und eine Limitierung von Stickstoff, Kalium und Phosphat foérderlich
(Sutherland, 2001). Verschiedene Organismen produzieren unterschiedliche
Mengen an EPS, zusatzlich steigt die EPS-Menge mit dem Alter eines Biofilms an
(Sutherland, 2001; Donlan, 2002). EPS scheinen auch einen Einfluss auf die
antimikrobielle Resistenz eines Biofilms zu haben (Donlan, 2000). Phase drei stellt
die frithe Reife dar, in der die Bakterien sich vermehren und in eine
dreidimensionale Struktur iibergehen (Phase vier). Biofilme koénnen eine flache
oder knollenférmige Struktur annehmen, was durch die Beeinflussung der Motilitat
des Typ IV Pilus je nach Nahrstoffverfligbarkeit verursacht wird (Klausen et al.,
2003). Die Kommunikation der einzelnen Bakterienzellen eines Biofilms erfolgt
durch Quorum sensing, wobei diffusionsfahige Molekiile freigesetzt werden um
beispielsweise bei einer bestimmten Zelldichte die Genexpression zu dndern (Ng
und Bassler, 2009; Waters und Bassler, 2005). Phase fiinf zeichnet sich durch
teilweise Freisetzung einzelner Bakterien aus, die an angrenzenden Oberflachen

weitere Biofilme bilden kénnen.

In der Natur kommen Biofilme sowohl in flielenden als auch in stehenden
Gewdssern vor. Je nach Ort verdndert sich auch die Form, so entstehen fadige
Strukturen in Flief3gewdssern und Knollen- bzw. Hiigelférmige Strukturen in
stehenden Gewassern (Stoodley et al, 1999). Auch die Nahrstoffverfiigbarkeit spielt
eine Rolle in der Erscheinung eines Biofilms (Klausen et al, 2003). Die Fahigkeit auf
Umwelteinfliisse durch genetische Regulation (Sauer et al, 2002) und Selektion

(Ghigo, 2003; Klausen et al.,, 2003) einzugehen ist einzigartig und kann von keinem

11
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mehrzelligen Organismus in dieser Form realisiert werden (Hall-Stoodley et al,
2004). Die Neigung von Bakterien an unterschiedlichen Oberflachen und in
unterschiedlichen Umgebungen Biofilme zu bilden, ist ein Beleg fiir die Vorteile
einer solchen Verbindung. So sind Zellen innerhalb eines Biofilms starker gegen
Umwelteinfliisse wie UV-Strahlung, Schwermetalle, Sauren, Dehydrierung und
antimikrobiellen Substanzen geschiitzt (Espeland und Wetzel, 2001; Gilbert et al,
2002; Mah und O'Toole, 2001; McNeill und Hamilton, 2003; Stewart und Costerton,
2001; Teitzel und Parsek, 2003). Bakterien innerhalb eines Biofilms kdnnen eine bis
zu 1000- fach hohere Resistenz gegeniiber Antibiotika aufweisen (Anderl et al,

2003; Stewart und Costerton, 2001).

1.2. Auswirkung von Biofilmen auf Umwelt, Industrie und Mensch

Die ubiquitdre Verbreitung von Biofilmen bringt sowohl Vorteile als auch Nachteile.
So haben friihe Biofilme die Entstehung fossiler Brennstoffe begiinstigt (Hahn und
Haug, 1986) und spielen heutzutage eine wichtige Rolle in der Fixierung von
atmospharischem Kohlenstoffdioxid (Cohen und Rosenberg, 1989). Zusitzlich
werden sie bei der Trink- und Abwasserreinigung eingesetzt, da durch die
Immobilisation der Zellen ein hoherer Umsatz von Substrat erzielt werden kann als
mit planktonischen Zellen (Garrido et al., 1997; Rusten et al., 1995). Die EPS dienen
dabei als Schutzschild und bieten Haftung bei Stromungen. Zur biologischen
Altlastensanierung in verunreinigten Boden werden Biofilme eingesetzt, die durch
ihre Stoffwechselaktivitit Gefahrstoffe wie Altol abbauen konnen. Andere
Einsatzgebiete finden sich im eigenen Haushalt, wo Biofilmwachstum zur
Selbstreinigung des Gartenteichs empfohlen wird (Vorteile von adaptierten

Biofilmen, www.koi-hobby.de, Februar 2013).

Industrielle Anlagen und medizinische Gerate hingegen sind durch Biofilmbewuchs
haufig erheblich gestort, was unter dem Begriff Biofouling bekannt ist (Characklis
und Marshall, 1990) und zu Umwelt-, Gesundheits- und finanziellen Schaden fiihrt
(Hellio und Yebra, 2009; Somerscales und Knudsen, 1981; Walker et al, 2000).

Marine Systeme wie Schiffsriimpfe, Unterwasserkabel, Plattformen und viele mehr

12
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sind haufig von Biofouling und Korrosion betroffen. Mikrobielle Biofilme bilden
dabei lediglich die Grundlage zur Anhaftung von Algen, Muscheln und Seepocken,
die wiederum den Wasserwiderstand eines Schiffes erhéhen und einen erhéhten
Treibstoffverbrauch und Motorenleistung fordern (Melo et al.,, 1988; Railkin, 2004).
Zusatzlich sind diese Biofilme eine erhebliche Belastung des Okosystems, da durch
den Schiffsverkehr fremde Tierarten an verschiedene Orte verbreitet werden
(Bixler und Bhushan, 2012). Biofouling ist auch in Kraftwerken,
Wasseraufbereitungsanlagen und der Lebensmittelindustrie vorzufinden, wo es zu
Rohrverschliissen, eingeschrankter Membranaktivitat, kontaminiertem Wasser und
verminderter Waiarmeaustauscher-Leistung kommt (Chan und Wong, 2010;
Somerscales und Knudsen, 1981; Walker et al, 2000). Kiihlanlagen von
Atomkraftwerken leiden besonders an durch Biofilme verursachte Korrosion und
Verstopfungen (Nebot et al, 2010). Trinkwasserleitungen sind haufig von Biofilmen
besiedelt, die Pathogene in sich tragen, was zu gesundheitlichen Problemen fiihren

kann (Lebret et al.,, 2009).

d)

Katheter
Kontamination

Zahnfleisch-
Erkrankung

Implantat
Kontamination | [ a5/

Abbildung 2: Biofilmbefall in der Industrie und Medizin. a) Schiffsriimpfe, b) Wasserrohr-
leitungen, c¢) Warmeaustauscher und d) der menschliche Koérper sind nur einige der Ziele eines
Biofilmbefalls (Abbildungen: a) www.european-coatings.com, b) www.biofilm.montana.edu, c) Bixler
und Bhushan, 2012, d) Hall-Stoodley et al.,, 2004)

13
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Die Medizintechnik und besonders Krankenhduser sind bestrebt Biofilme zu
vermeiden, die Patienten, im Besonderen immungeschwachte Menschen, zusetzen.
Mehr als 45 % der Neuinfektionen in Krankenhdusern sind auf mit Biofilmen
kontaminierte medizinische Gerate zuriickzufiihren (Bixler und Bhushan, 2012).
Besonders Katheter bieten ein hohes Risiko des Befalls und der Infektion (Chan und
Wong, 2010; LoVetri et al, 2010). Auch bei iiber acht Prozent der eingesetzten
Implantate fiihren Biofilm-Verunreinigungen zu Komplikationen und zu erneuten
chirurgischen Eingriffen (Bixler und Bhushan, 2012). Durch die erhohte Antibiotika-
Resistenz der Biofilmkeime ist es umso schwerer, Infektionen einzudammen. Unter
anderen sind P. aeruginosa und Staphylococcus aureus die am haufigsten
vorkommenden Krankenhauskeime (Donlan et al, 2001; Schulz et al, 2009; Vo-

Dinh, 2007). Sie verursachen zum Beispiel Lungen- und Hautentziindungen.

Um die Biofilmbildung auf Oberflichen zu vermeiden, kann die Natur zum Vorbild
dienen. In der Tier- und Pflanzenwelt finden sich Konzepte zur
Oberflachengestaltung, die einen geringen Stromungswiderstand, eine geringe
Adhasion und Hydrophobizitit und damit erleichterte Abwaschbarkeit
gewahrleisten. Superhydrophobe Oberflichen bieten zum Beispiel kaum
Anheftungsfliche. Im Vergleich zu superhydrophilen Oberflichen koénnen
Mikroorganismen einfacher abgespiilt werden (self-cleaning) (Bixler und Bhushan,
2012). Superhydrophobe Oberflichen wie die Blatter der Lotuspflanze,
Schmetterlingsfliigel und Taubenfedern (Abbildung 3) dienen schon jetzt als Vorbild
fiir diverse technologische Anwendungen, wie Membranen von Entsalzungsanlagen
(Bhushan, 2012). Auch Fischschuppen zeigen leicht abwaschbare Oberflachen-
eigenschaften, da sie durch die aufeinander lagernde Schichtung superoleophob
sind (Liu et al, 2009). Die Haifischhaut verhindert durch die vielen ,Zahne" eine
Ansiedlung von Mikroorganismen, indem es zu einem niedrigeren Wasser-
widerstand und somit erhohten Stromungen kommt (Bixler und Bhushan, 2012).
Zur Herstellung sogenannter biomimetischer Oberflichen wurden rekombinante
pilzliche Hydrophobine genutzt um Oberflachen zu beschichten. Einen Effekt auf die

Ansiedlung eines Escherichia coli Biofilms hatte dies allerdings nicht (Rieder et al,
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2011). Die Modifikation rekombinanter Hydrophobine mit antimikrobiellen
Peptiden (AMP) war ein nachster Schritt zur Biofilmvermeidung und wurde in

dieser Arbeit etabliert.

Abbildung 3: Oberflichen-
strukturen der Pflanzen- und
Tierwelt zur Vermeidung einer
Besiedlung durch Mikro-
organismen. Zu sehen sind die
superhydrophoben Strukturen eines
Lotusblattes, eines Schmetterlings-
fliigels und einer Taubenfeder. Auch
superoleophobe Fischschuppen und
die  Haihaut erschweren eine
Anheftung durch Mikroorganismen
(verandert nach Bixler und Bhushan,
2012).

2. Hydrophobine

2.1. Hydrophobine allgemein

Hydrophobine sind kleine Proteine mit einer Gréfie von 50 bis 150 Aminosduren,
die in Pilzen zu finden sind (Wessels, 1994). Sie kommen ausschliefilich in
Ascomyceten und Basidiomyceten vor (Linder et al, 2005), wo sie unterschiedliche
Funktionen einnehmen. Sie helfen bei der Sporulation, dienen als
Pathogenitatsfaktoren oder verringern die Oberflachenspannung von Fliissigkeiten

(Whiteford und Spanu, 2002; Wdosten und Wessels, 1997). Erstmals beschrieben
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wurden sie 1990 im gemeinen Spaltblattling Schizuphyllum commune als Proteine,
die die Fruchtkorper- und Sporenoberflichen wasserabweisend machen (Schuren
und Wessels, 1990). Mittlerweile sind homologe Proteine in Bakterien der Gattung
Streptomyces, sogenannte Chapline, bekannt (Claessen, 2003; Kodani et al, 2005).
Auch in Ustilago mayidis sind funktionelle Homologe (Repellents) zu finden

(Teertstra et al., 2006).

Hydrophobine dhneln sich in ihrer Aminosauresequenz bis auf acht konservierte
Cysteine sehr wenig (Wessels, 1997). Sie bilden Disulfidbriickenbindungen (Cys1-
Cys6, Cys2-Cys5, Cys3-Cys4, Cys7-Cys8), welche essentiell fiir die hohe Stabilitat der
globuldren Tertidrstruktur sind (Sunde et al, 2008). Im Allgemeinen wird zwischen
zwei Klassen von Hydrophobinen unterschieden (Wessels, 1994). Klasse I
Hydrophobine bilden Polymere, sogenannte Rodlets, die extrem widerstandsfahig
sind und nur durch starke organische Sauren gelost werden kénnen (Linder et al,
2005; Wessels et al, 1991). Klasse Il Hydrophobine bilden Polymere, die keinen
Rodlet-Charakter besitzen, und sich leichter in manchen organischen
Losungsmitteln (z. B. 60 % Ethanol, 2 % SDS) 16sen (Paananen et al.,, 2003; Sunde et
al., 2008; Wosten und de Vocht, 2000; Yaguchi et al., 1993).

a)

Klassel | I ] L !
EAS  : CSIDDYKPYCCOSMSGPAGSPGLLNLIPVDLSASLG--—-=========~ CVVGVIGSQ--=—==--- CGASVKCCKDDVTNTGNSFLIINAANC
RodA : CGDQAQLT-CCNKTVKTGDFTQVEEGLLAGLLSNLLGAGQGSQGLGLLDECTNIPVIPIISIASPQEKCKQPISCCONTKSSADGDLVGIGLP-C
SC3 : CTTGSLS--CCNQVQSASSSPVTALLGLLGIVLSDLNVLVGIS---—--- CSPLTVIGVGGSG----— CSAQTVCCENTQFNGLINIG------ C
FBH1 : CGSGSIQ--CCESVQSASAAQAAGILGPLDILTNLQGLVGSH----=--- CSPLAAVGVSGTS----- CSSQTVCCKDVSKSGLVNLG------ c
HYD3 : CSAQSSNV-CCNGLG-—=-=======————————— - ———————————— CLVQILGAG--—===——— CSTKSYCCQSDAPLAVGALVNVNALNC

1 23 4 5 67 8

Klasse II I [/ | l

HFBI : CPPGLFSNPQCCATQVLGLIGLDCKVPSQNVYDGTDFRNVCAKTGAQPLCCVAPVAGQALLC

HFBII : CPTGLFSNPLCCATNVLDLIGVDCKTPTIAVDTGAIFQAHCASKGSKPLCCVAPVADQALLC
HYD5 : C-SGLYGTSQCCATDVLGVADLDCGNPPSTPANATDFSAVCSAIGQRARCCVLPILDQGILC
MPGl : C-SGLYGSAQCCATDILGLANLDCGQPSDAPVDADNFSEICAAIGQRARCCVLPILDQGILC

b)
KlasseI: X, -C-X5_ 7-C-C-Xj939-C-Xg3-C-Xs5-C-C-X; 154-C--X;13

Klasse II- X') - C - X9710 - C - C - Xll_ C - X16_ C - X8~9 - C - C - Xlo_ C == X6~7

Abbildung 4: Alignments von Klasse I und Klasse II Hydrophobinen. a) Gezeigt werden nur
Aminosduren zwischen dem ersten und letzten Cystein in einer Sequenz. Die acht konservierten
Cysteine sind gelb unterlegt. Die Cysteine, die Disulfidbriicken bilden, sind mit Klammern verbunden.
Die hohere Konservierung der Aminosduren der Klasse I im Gegensatz der Klasse I Hydrophobine ist
ersichtlich. Verglichen wurden bei den Klasse I Hydrophobinen EAS aus Neurospora crassa, RodA aus
Aspergillus fumigatus, SC3 aus Schizophyllum commune, FBH1 aus Pleurotus ostreatus und HYD3 aus
Gibberella moniliformis. Die betrachteten Klasse II Hydrophobine sind HFBI und HFBII aus
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Trichoderma reesei, HYD5 aus Gibberella moniliformis und MPG1 aus Magnaporthe grisea (verandert
nach Kwan et al.,, 2008). b) Die Abstidnde zwischen den einzelnen Cysteinen eines Hydrophobins sind
Klassenabhdngig. C = Cystein, X = beliebige Aminosauren (verandert nach Littlejohn et al., 2012).

Abbildung 4 zeigt Alignments von Klasse I und Klasse II Hydrophobinen
unterschiedlicher Stamme. Auffallend ist, dass sich die Klassen auch in der Linge
unterscheiden. Klasse I Hydrophobine haben eine Linge von 100 bis 150
Aminosauren und Klasse II Hydrophobine eine Lange von 50 bis 100 Aminosduren
(Wessels, 1994). Klasse II Hydrophobine besitzen im Ubrigen eine hohere

Konservierung der Aminosauren zwischen den Disulfidbriicken (Linder et al., 2005).

Tertidre Proteinstrukturen sind bis heute nur von einigen wenigen Hydrophobinen
bekannt (EAS aus N. crassa und HFBI und HFB II aus T. reesei) (Abbildung 5). Die
Struktur des Klasse Il Hydrophobins HFB Il wurde als erste entschliisselt (Hakanpaa
et al, 2004b), worauthin sich die Aufklarung von HFB I (Hakanpaa et al,, 2006) und
des Klasse I Hydrophobins EAS (Kwan et al, 2006) anschlossen. Es wird ein
vierstrangiges [3-Fass bestehend aus zwei sich verzahnenden B-Hairpin-Strukturen
gebildet. Die hydrophoben Aminosauren bilden dabei im Bereich der B-Haarnadel-
Strukturen einen hydrophoben Bereich (Hakanpaa et al, 2004a), der etwa 12 % der
Proteinoberflache bedeckt (Bayry et al., 2012). HFB I und II besitzen eine a-helikale
Region, die aufderhalb des [3-Faltblatt Bereiches liegt (Linder et al, 2005). Bei EAS
findet man anstelle der a-Helix eine kurze doppelstrangige antiparallele (3-Faltblatt-
Struktur (Kwan et al., 2006). Typisch fiir Klasse I Hydrophobine besitzt EAS eine
lange ungeordnete Schleife (24 Aminosaurereste) zwischen dem dritten und vierten
Cystein, welche bei HFB I und II fehlt. In dieser Schleife ist die geringste Rate der
Konservierung von der Klasse I Hydrophobine zu finden. Deletionen von sieben bis
19 Resten dieser Region fithrten weder zum Verlust der Struktur noch der Rodlet-

Bildung (Kwan et al.,, 2008; Kwan et al., 2006).
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Abbildung 5: Hydrophobinstrukturen von HFB Il und HFB I aus N. crassa und EAS aus T. reseei.
Es wird eine Fass dhnliche Struktur aus antiparallel angeordneten (-Faltblattstrukturen (lila bzw.
blaue Pfeile) gebildet. Die Klasse I Hydrophobine HFB II (a) und HFB I zeigen zusétzlich eine a-Helix
(blaue Schleife), die in der Struktur des Klasse I Hydrophobins EAS (c) nicht zu finden ist. EAS besitzt
hingegen eine lange ungeordnete Schleife zwischen dem dritten und vierten Cystein, was als
Charakteristikum der Klasse I Hydrophobine gilt (verandert nach Hakanpaa et al., 2006 (a und b) und
Kwan et al., 2006 (c)).

Hydrophobine assemblieren auf Sporenoberflichen zu sogenannten Rodlets. Diese
Strukturen wurden schon vor der eigentlichen Entdeckung der Hydrophobine fiir
die Hydrophobizitit der Sporen verantwortlich gemacht (Beever et al, 1979). Sie
verhelfen den Sporen zu einer effizienten Verbreitung durch Wind oder Insekten
und Verhindern das Aneinanderheften einzelner Sporen. Zusatzlich maskiert die
Rodlet-Struktur die Sporen vor den menschlichen Immunzellen um eine
Immunantwort zu verhindern (Aimanianda et al., 2009). Die Selbstassemblierung
der Hydrophobine geschieht an jeder Grenzphase von fliissig zu gasférmig. So
setzen sekretierte Hydrophobine die Oberflichenspannung des umgebenden
Mediums herab und ermdéglichen die Bildung von Lufthyphen oder Fruchtkérpern
(Wosten et al., 1999). Somit sind nicht nur Sporen, sondern auch Lufthyphen und
Fruchtképer wie die des Zuchtchampignons Agaricus bisporus mit einer
wasserabweisenden Hydrophobinschicht bedeckt. Trotz ihrer Hydrophobizitat ist
diese Grenzschicht dufderst durchlassig zum Gasaustausch (Wang et al, 2005). Eine
zusatzliche Funktion der Hydrophobine ist die vereinfachte Interaktion,
mutualistisch oder pathogen, zwischen Organismen. So ist eine erhohte Expression
von Hydrophobinen in symbiontischen Beziehungen zwischen Ektomykorrhiza -

Pilzen und Pflanzenwurzeln zu beobachten. Dies dient dem Gasaustausch zwischen

den Symbionten (Martin et al, 1999; Martin et al, 1995b; Tagu et al., 1998; Tagu et
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al, 2002). Das Hydrophobin MPG-1 des Reisbrandpilzes M. grisea ist nicht nur fiir
die Hydrophobizitat sondern auch fiir die Apressoriumbildung verantwortlich und
gilt somit als Pathogenitatsfaktor (Talbot et al, 1996). Dies wurde durch Deletion
des mpg-1 Gens beobachtet. Obwohl es eine geringe Ahnlichkeit in den
Aminosauresequenzen der Hydrophobine gibt, ist es dennoch gelungen die
Funktionen des Hydrophobins teilweise zu rekomplementieren (Kershaw und
Talbot, 1998). Dies deutet darauf hin, dass Hydrophobine eine eng verwandte
Gruppe morphogenetischer Proteine darstellen (Bayry et al., 2012). Die Deletionen
von HCf-1 und HCf-6 aus C. fulvum fiihren hingegen zu keiner Reduktion der
Pathogenitat (Spanu, 1998; Whiteford et al., 2004; Whiteford und Spanu, 2001).

Im Durchschnitt sind zwei bis sieben verschiedene Hydrophobine pro Spezies
vorhanden, allerdings wurden auch schon 34 Hydrophobine in Coprinopsis cinerea
gefunden (Stajich et al,, 2010). Die Anhdufung unterschiedlicher Hydrophobine kann
als Folge der Expression unterschiedlicher Entwicklungsstadien bzw. der
Anpassung an Umweltbedingungen erklart werden. Es ware auch moglich, dass sie

redundante Funktionen erfiillen (Linder et al., 2005).

2.2. Hydrophobine in Aspergillus nidulans

Auch A. nidulans, ein filamentés wachsender homothallischer Ascomycet, besitzt
mehrere Hydrophobine. Entdeckt wurde das Erste wahrend einer Suche nach
differenziell exprimierten Genen, die wahrend der asexuellen Entwicklung induziert
werden. Die anschlief3ende Deletion des entspechenden Gens, rodA, fiihrte zu einer
Verdanderung der Sporenoberfliche und dem Verlust der Rodlet - Schicht. Aufgrund
des Verlustes dieses Proteins waren entsprechende Kolonien weniger hydrophob
und es fand eine geringere Ausbreitung der Sporen statt (Stringer et al., 1991). Ein
weiteres Gen aus dem Screen nach differentiell exprimiereten Genen war dewA,
welches ebenfalls fiir ein kleines Protein kodierte, dessen Deletion zu einer
erhohten Aufnahme detergenzhaltiger Losungen in sporulierender Kolonien fiihrte.
Der Name dewA (detergent wettable phenotype) wurde auf Grund dieses Phanotyps

gewahlt (Stringer und Timberlake, 1995). Nach in silico Genomanalysen wurden vier
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weitere Hydrophobine entdeckt (de Groot et al, 2009; Jensen et al., 2010; Throm,
2011), die in unserer Gruppe charakterisiert wurden. Alle sechs Hydropobine
besitzen ein Signalpeptid und zeigen die acht konservierten Cysteine. Die vier neuen

Hydrophobine wurden DewB, DewC, DewD und DewE genannt (Abbildung 6).

20 30 40 50 60 70 80
| I | | I I |
RodA: MKES FA-- V -A-BL--PPA HDSQF--AGN GVGNKGNSNV KFPVPENVTV KQASDKMGDQ AQ---HS--- 64
DewA: - SL-- - - -ATHAL--PAS AAKNAKLAT- ----SAA-FA KQAEGTT--- ——-—=- VG ——mmmm IA- 50
DewB: MKF-IGLAT- SLF--- - -ASHDKFPVP DSITV--AEG ——=-====- SS K-mmmmmmmm —mmm e DQ AQ---H8--- 42
DewC: MQETIASLIA T— -LGLQM -ASEA--PH— APG----=--= —- SSNAAIIS QAQEQNT-=-= =—=—=w= N- --AH-@S--- 49
DewD: MHLSTSAAAI SLAGPT MAG—R--BYF ——--—mmmmm mmmm e o e PLA LDAKFHQVPY 40
DewE: MKVATALSV- AGSHL- -Asfp—B-- -----eeeee - SAANSE RRQSD----- —————-, IGP L-——-f--—- 39
100 110 120 130 140 150 160
\ I | |
RodA: KATYAB- D-TETVDE-| s IGAG-SGHE- BL-BLFDQWS KLDVAV-LIB EQD-BVNQK- —-—---- KQ 127
DewA: SPAETNN DSL--LS-- GAGL SENTGH-B-- --—-——-- KASLIDQL- LLA- DHTE EGPV---#K- 109
DewB: DVKYGE- D-TEVVQK- IA AGL| SD LGAG- S KLDI-SLLIG EEDILNQK-- —--—w-- KQ 105
DewC: [MMESTDNSV- -SLEQEEEEG@ LEH--LB-G- -GTS- LSD y S SLASVE---@ I- AGGN QGLVSGQ®N- 114
DewD: [M8E----- VPARD-SK-= ==m==m= VSFE =GVN--mmmm —mmeeee@e —meeeeeme D--VSSDED FVKT---#PK 75
DewE: |(o8-—————| - svLrrLDpP-- -BvDPIE-EH vEIDA-ARIV @SVEBLL--8H AYDDT----n —ccmmmmmoe mmee TS 83
170 180 190 200 210
\ | | | |
RodA: NI--- N SPSSADGNEI -BveL L 157
DewA: NIV-- E —==——n GTTN ——-mmmmmee —- GAGTKAE 135
DewB: NI--- K SGGSADGD L 135
DewC: NHV-- A GDNELVGF AVLKPNS DGIQNGLANV AVPSVPVQV- L 162
DewD: GGTPK-##YS I--——- GPKV I ---------------------- TEVGD GVDK 101
DewE: EPQ---M8TE ANL-LGETHG LE-------- ———-—-mmmoe ——- PLEH- GH 109

Abbildung 6: Alignment der sechs A. nidulans Hydrophobine. Bei allen Hydrophobinen konnte
mit Hilfe des Programms SignalP 4.1 ein Signalpeptid (grauer Kasten) vorausgesagt werden. Die acht
konservierten Cysteine sind dunkelblau unterlegt. Die Sequenzen zeigen wie fiir Hydrophobine
typisch nur geringe Homologien (verdandert nach Griinbacher, 2011).

Die Expressionen von RodA, DewA, DewB und DewC wahrend der asexuellen
Entwicklung von A. nidulans wurden mittels Northern Blot untersucht (Throm,
2011). A. nidulans besitzt die Fahigkeit sich sowohl sexuell als auch asexuell zu
vermehren. Die sexuelle Vermehrung findet in Dunkelheit und erhoéhter CO2-
Konzentration statt. Dagegen kommt es zur asexuellen Vermehrung bei einer
erhohten Sauerstoffkonzentration und unter Lichteinfluss (Adams, 1998;
Rodriguez-Romero et al.,, 2010). Unter normalen Laborbedingungen geht A. nidulans
folglich den asexuellen Lebenszyklus ein. Dabei wird etwa sechs Stunden nach der
Induktion der asexuellen Entwicklung der Vesikel der Konidiophore gebildet. Zwei
Stunden spater entwickeln sich die Metulae, die jeweils einen Kern enthalten und
sich durch zweimaliges Teilen nach etwa 12 Stunden zur Phialidenschicht

ausbilden. Die Bildung der Konidiosporen wird durch die mitotische Kernteilung
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ausgelost, wobei ein Zellkern in der Phialide verbleibt und der andere in die neu
gebildete Spore wandert. Es entstehen Ketten einkerniger Sporen an den

Phialidenspitzen (Adams, 1998; Boylan et al., 1987; Sewall et al., 1990) (Abbildung
7a)).

a)

b)

Stunden 0

unden
™ ‘ \. P ‘-

288 RNA

18S RNA 1

dewC
Stunden 0 6 ]

o | !- =Rty | S

ZBSRNA---'.- 288 RNA “'----

TBSRNA | M - - 18SRNA | -

Abbildung 7: Entwicklungsstadien der Konidiosporen-Bildung und Expressionsanalysen von
vier A. nidulans Hydrophobinen. a) (A) Zu Beginn der asexuellen Entwicklung entsteht aus der
Fufdzelle ein Stiel, welcher wahrend des weiteren Wachstums ein Vesikel ausbildet. (B) Durch
Teilung entstehen die Metulae und danach die Phialiden (C). Am Ende werden die Sporen gebildet
(D), welche einkernig sind und die asexuelle Entwicklung abschliefien (verandert nach Munk et al,,
2008). b) Northern Blot Analysen zur Hydrophobinexpression wahrend der asexuellen Entwicklung:
DewB wird als erstes Hydrophobin nach sechs Stunden exprimiert. Es folgen RodA nach acht
Stunden, DewA nach 12 Stunden und DewC nach 24 Stunden, wahrend der Sporenbildung (verédndert
nach Throm, 2011).

Die Northern Blot Untersuchungen (Abbildung 7b) zeigten, dass DewB schon nach
sechs Stunden, also wahrend der Vesikel-Bildung, exprimiert wird. Zwei Stunden
spater wahrend der Metulae-Bildung erfolgte die Expression von RodA. DewA wird
wahrend der Phialidenschicht-Bildung exprimiert. Als letztes folgt DewC bei der

Konidiosporenbildung (Abbildung 7b).

Nach Deletionen aller sechs Hydrophobine konnte zwar bei allen Staimmen eine
verminderte Hydrophobizitit festgestellt werden, allerdings zeigte nur die RodA
Deletion den Verlust der Rodlet-Struktur (Griinbacher, 2011; Throm, 2011).

Aufgrund ihrer Lange und dem charakteristischen AS-Abstand zwischen den
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Cysteinen wurden alle sechs Hydrophobine der Klasse 1 zugeordnet. Nach
Lokalisationsstudien wurden alle Hydrophobine auf der Sporenoberflache gefunden
(Throm, 2011; Griinbacher, 2011). Dennoch fiihrte nur die Deletion von RodA zu
einem Verlust der Rodlet - Struktur (Abbildung 8).

TNO02A3 WT ArodA AdewA

AdewD AdewE

Abbildung 8: AFM (Atomic Force Microscopy) - Aufnahmen des Wildtyps und aller
Hydrophobin Deletionsstimme. Die Sporenoberflichen wurden mit einer Sonde (cantilever)
abgetastet und so ein Abbild geschaffen. Die faltige Rodlet-Struktur ist bei allen Stimmen aufer der
ARodA-Deletion zu erkennen. (Zur Verfiigung gestellt von Paul Vincze, INT, KIT Campus Nord).

Nach neuesten in silico Analysen sind in A. nidulans vier weitere putative
Hydrophobine zu finden (Littlejohn et al, 2012) (Tabelle 1). Diese besitzen neben
den acht konservierten charakteristischen Cysteinen noch weitere Cysteine in ihren
Sequenzen. Auflerdem besitzen alle ein Signalpeptid und sind ldnger als

durchschnittliche Klasse I Hydrophobine (Wessels, 1994). Der Hydrophobin-

charakter dieser neu vorausgesagten Proteine muss noch nachgewiesen werden.
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Tabelle 1: Charakteristika der 10 Hydrophobine aus A. nidulans

Annotation Name Gensequenz Anzahl Cysteine Grofie
[nt] Aminosduren
AN8803 RodA 474 157 8 15,6 kDa
AN8006 DewA 408 135 8 13,2 kDa
AN1837 DewB 408 135 8 13,4 kDa
AN6401 DewC 432 143 8 16,1 kDa
AN0940 DewD 306 101 8 10,6 kDa
AN7539 DewE 330 109 8 10,8 kDa
AN4845 1128 376 28 39,8 kDa
AN5290 525 175 10 17,8 kDa
AN7327 658 179 10 19,0 kDa
AN11982 753 251 11 27,3 kDa

2.3. Biotechnologische Anwendungen von Hydrophobinen

Durch die Eigenschaft zur Selbstassemblierung von Hydrophobinen an Ober- oder
Grenzflachen und die Stabilitat einer solchen Beschichtung sind sie von grofiem
Interesse fiir biotechnologische Anwendungen. Ein durch Klasse I Hydrophobine
gebildeter amphipathischer Film lasst sich nur durch starke Sduren wie
Ameisensaure oder Trifluoressigsaure losen (Vries et al., 1993; Wessels et al., 1991).
Auch Klasse II Hydrophobine bilden solche amphipathischen Filme. Sie sind
allerdings weniger stabil und lassen sich schon von 60 % Ethanol, 2 % SDS,
Druckaufbau oder Kiihlung ablésen (Carpenter et al, 1992; Russo et al, 1982;
Woasten und de Vocht, 2000).

Hydrophobine sind in der Lage Schaum und Emulsionen zu bilden, was in der
Pharmaindustrie eingesetzt werden kann, in der Getrankeindustrie (vor allem bei
Bier) hingegen als stérend empfunden wird (Shokribousjein et al, 2011).
Nanopartikel oder Wirkstoffe werden durch eine Hydrophobinumlagerung

geschiitzt (Basheva et al, 2011; Valo et al, 2010) oder hydrophobe Wirkstoffe
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werden aufnehmbar gemacht (Haas Jimoh Akanbi et al.,, 2010). Aus therapeutischer
Sicht konnten die stabilen und immunologisch inerten Hydrophobine genutzt
werden um Wirkstoffe zu umschlieféen und sie dosiert wieder freizugeben oder an
einen bestimmten Wirkort zu leiten ohne vom Immunsystem erkannt zu werden
(Bayry et al, 2012). Die Fahigkeit von Hydropobinen sich in Tensid-
Wassergemischen in der nicht-ionischen Tensid-Phase anzureichern, kann zur
selektiven Aufreinigung von Proteinen genutzt werden (Joensuu et al, 2009;
Lahtinen et al, 2008). Zusatzlich kénnen sie zur Stabilisierung von Emulsionen
eingesetzt werden (Wohlleben et al, 2009). Immobilisierungen von Proteinen,
Enzymen und antibakterieller Substanzen koénnen durch Hydrophobin-
beschichtungen ermoglicht werden und somit moéglicherweise das Biofouling an
Schiffsrimpfen verhindern (Corvis et al., 2005; Hektor und Scholtmeijer, 2005; Qin
etal, 2007; Zhao et al., 2009). Bisher war es nicht méglich Hydrophobine im grofden
Mafdstab zu produzieren. Es wurden lediglich geringe Mengen von Klasse I
Hydrophobinen durch eine komplexe Aufreinigung mit heifer SDS-Losung und
Trifluoressigsaure aus Pilzkulturen erzielt (Scholtmeijer et al, 2001). Eine
Uberexpression rekombinanter Hydrophobine in E. coli im Grofimafdstab gelang
erstmals der BASF (Wohlleben et al, 2009). Hierbei wurde das Klasse I
Hydrophobin DewA aus A. nidulans mit einer Synthase aus Bacillus subtilis fusioniert
und somit die Aufreinigung aus Einschlusskorperchen ermdglicht. Boeuf et al.
(2012) fusionierten diese Hydrophobine mit Bindungsaktiven Peptiden (LG3 und
RGD) um eine erh6hte Bindung an Stammzellen zu erwirken. Ziel war es, die
Abstofdung von Implantaten durch den Kérper einzuddmmen. Die Stabilitdt der
Beschichtung der rekombinanten Hydrophobine und deren Auswirkung auf den
Biofilmbewuchs beschichteter Oberflaichen wurden untersucht (Rieder et al., 2011).
Dabei kam es zu keiner Beeintrachtigung des Biofilmwachstums. Modifikationen der
Hydrophobine mit antimikrobiellen Peptiden sind ein nachster Schritt um den

Biofilmbewuchs auf Oberflachen zu verhindern.
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Abbildung 9: Zusammenfassung pilzlicher Hydrophobine. Hydrophobine sind einzigartige
amphipathische Proteine mit einer Vielzahl an Aufgaben im pilzlichen Lebenszyklus und in der
Vermittlung der Symbiose zwischen Pilz und Wirt. Es gibt eine grofde Diversitit in den
Primarstrukturen der Hydrophobine, allerdings sind die dreidimensionalen Tertidrstrukturen
ahnlich. Dies ist durch die acht konservierten Cysteine bedingt, die vier Disulfidbriicken bilden und
die Struktur stabilisieren. Die Moglichkeiten der Anwendung nehmen immer mehr zu, so kdnnen sie
hydrophobe Nanomaterialien modifizieren und lipophile Wirkstoffe in Losung bringen (verandert
nach Bayry et al., 2012).

3. Antimikrobielle Peptide

Die Entdeckung von Penicillin und die daraus resultierende medizinische

Anwendung sind ein entscheidender Schritt in der Bekdmpfung von
Infektionskrankheiten. Im Laufe der Zeit entwickelten Pathogene jedoch immer
mehr Antibiotikaresistenzen, was eine stindige Weiterentwicklung und Forschung

nach neuen antimikrobiell aktiven Substanzen erfordert.

Antimikrobielle Peptide (AMPs) werden von =zahlreichen Organismen wie
Einzellern, Insekten und anderen Invertebraten, Pflanzen, Amphibien, Vogeln,
Fischen und Saugetieren einschlief3lich dem Menschen produziert (Hancock und

Lehrer, 1998; Martin et al, 1995a; Wang und Wang, 2004). Das Wirkspektrum
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erstreckt sich dabei iber Pilze, Viren, Parasiten und Bakterien, selbst tiber
resistente Pathogene wie Methicillin-resistente S. aureus (MRSA)-Stimme und
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) (Hancock, 2006; Jenssen et al., 2006).
Sie gehoren dabei der unspezifischen, angeborenen Immunabwehr an, welche das
primdre Abwehrsystem der meisten Organismen darstellt (host defence) oder
dienen der direkten Abtétung eindringender Pathogene (Hancock et al, 2006;
Oppenheim et al, 2003; Zasloff, 2002). Diese Eigenschaft macht sie besonders
interessant in der Erforschung von Antibiokika-Alternativen. Einer Datenbank
zufolge sind mittlerweile 2.172 antimikrobielle Peptide beschrieben (Stand Februar

2013) (Wang et al.,, 2009; Wang und Wang, 2004).

3.1. Aufbau und strukturelle Einteilung antimikrobieller Peptide

AMPs besitzen eine hohe strukturelle Diversitit mit nur einigen gemeinsamen
Eigenschaften. So haben diese Polypeptide eine Lange von 9 bis 50 Aminosduren,
eine positive Nettoladung durch eine Anhdufung an basischem Lysin und Arginin
und bestehen aus bis zu 50 % hydrophoben Resten (Hancock, 2001). Sie sind in
Genen kodiert und ribosomal exprimiert (Hancock und Chapple, 1999). Eine
Einteilung der AMPs erfolgt durch die sekundare Struktur (Andreu und Rivas, 1998)
und lasst sich in vier Klassen einordnen (Brogden, 2005; Hancock, 2001) (Abbildung
10):

a) [B-Faltblatt Strukturen (z.B. humanes 3-Defensin 1)

b) amphipathische a-Helices (z.B. Magainin 2)

c) Peptide mit Schleifenstruktur (z.B. Bactenecin)

d) lineare, gestreckte Peptide (z.B. Indolicidin)
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Abbildung 10: Vier Struktur-Klassen von AMPs. a) (-Faltblatt Strukturen: Zum Beispiel das
humane f-Defensin 1, welches eine dreifache p-Faltblatt Struktur zeigt, die durch drei
Disulfidbriicken stabilisiert wird. Die N-terminale Region enthilt in diesem Fall eine a-Helix. b) a-
Helices: Zum Beispiel Magainin-2. c) Peptide mit Schleifenbildung begriindet durch eine
Disulfidbriicke: Zum Beispiel Bactenecin, das eine -Hairpin Struktur annimmt. d) lineare, gestreckte
Peptide: Zum Beispiel Indolicidin. Solche Peptide enthalten weder a-Helix noch 3-Faltblatt Elemente.
Sie besitzen lediglich eine gestreckte spirale Struktur (Hanckock, 2001).

Peptide mit (3-Faltblatt Strukturen (Abbildung 10 a) werden durch den Besitz von
Cysteinresten und daraus folgender Ausbildung von einer bis drei Disulfidbriicken
beschrieben. Zu dieser Klasse gehoren unter anderem Protegrine und Defensine
(Zasloff, 2002). Amphipathische a-helikale Peptide (Abbildung 10 b) nehmen erst in
Gegenwart von anionischen Tensiden (SDS), Alkoholen (Trifluorethanol),
Phospholipid-Vesikeln und Liposomen ihre Struktur ein. In wassrigen Losungen
sind sie unstrukturiert. Je hoher die a-helikale Struktur ausgepragt ist, desto starker
ist die antimikrobielle Wirkung (Park et al., 2000). Beispiele fiir a-helikale Peptide
sind das humane LL-37 und Magainin-2 (Brogden, 2005). Peptide mit 3-Faltblatt

und a-helikalen Strukturen sind die am verbreitetsten in der Natur (Hancock, 2001).
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3.2. Antibakterielle Aktivitit antimikrobieller Peptide

Elektrostatische und hydrophil-hydrophobe Wechselwirkungen zwischen der
Zellmembran und in der Regel positiv geladener, amphiphiler AMPs sind die
treibende Kraft der Permeabilisierung bakterieller Zytoplasmamembranen
(Brogden, 2005). Die negativ geladenen bakteriellen Membranen ziehen kationische
Peptide an, die durch ihre Amphiphilie in die Membran integrieren und
permeabilisieren konnen (Brogden, 2005). Zur Untersuchung der antimikrobiellen
Wirkungsweise auf die Zytoplasmamembran wurden Kkiinstliche Lipiddoppel-
schichten genutzt (Jelinek und Kolusheva, 2005). In vivo miissen sie um zur
Zytoplasmamembran durchzudringen bei Gram-negativen Bakterien die erste
Membran, die reich an Lipopolysacchariden (LPS) ist, durchqueren. Dies geschieht
tiber die elektrostatische Wechselwirkung kationischer Peptide und den LPS, wobei
zweiwertige Kationen (Ca2* und Mg?+) verdrangt werden und so die Stabilitat der
daufleren Membran gestort wird. Die durchldssige dufdere Membran wird durch
einen sogenannten self-promoted Uptake von weiteren antimikrobiellen Peptiden
durchquert (Hale und Hancock, 2007). Bei Gram-positiven Bakterien muss zunachst

die Mureinschicht durchdrungen werden.

Zur Permeabilisierung der Zytoplasmamembran gibt es drei unterschiedliche
Erklarungsmodelle. Das torodial Modell (wormhole) zeigt Porenbildungen
verursacht durch Spannungen in der Membran, die zu positiven Kriimmungen
fiihren. Dabei kleiden sowohl die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide als auch die
hydrophilen Bereiche der antimikrobiellen Peptide die Poren aus (Hale und
Hancock, 2007). Beim barrel-stave Modell werden Poren gebildet, die nur aus den
hydrophilen Bereichen der antimikrobiellen Peptide bestehen. Dabei sollten die
Peptide lang genug sein um die gesamte Membran durchspannen zu kénnen (Hale
und Hancock, 2007). Das carpet-like Modell gibt die Wirkungsweise kurzer
antimikrobieller Peptide wieder, die nicht in der Lage sind die Zytoplasmamembran
zu durchspannen. Hierbei akkumulieren die Peptide auf einer Seite der

Zytoplasmamembran und nach Erreichen einer Grenzkonzentration kommt es zu
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keiner Porenbildung, sondern zum Zusammenbruch und Auflésung der Membran

(Hancock und Chapple, 1999).
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a) toroidal Modell b) barrel-stave Modell c) carpet-like Modell

Abbildung 11: Drei Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide auf die bakterielle
Zytoplasmamembran. a) Beim toroidal Modell werden Poren geformt, die sowohl aus
Phospholipidképfen als auch hydrophilen Bereichen der antimikrobiellen Peptide bestehen. b) Das
barrel-stave Modell zeigt Poren, die durch das Durchspannen antimikrobieller Peptide durch die
Membran entstehen. Hierbei miissen die Peptide eine bestimmte Grundldnge besitzen. c) Beim
carpet-like Modell kommt es zur Akkumulation antimikrobieller Peptide auf einer Seite der
Phospholipiddoppelschicht und darauf folgend zu deren kompletten Zerstérung und Auflésung
(verandert nach (Glinel et al,, 2012)).

Ein anderer Ansatz zur Wirkungsweise beinhaltet die Penetration der Membran
durch die Peptide ohne Porenbildung (Brogden, 2005). Das Ziel der Peptide hierbei
ist die Storung intrazellularer Prozesse wie die Proteinsynthese, DNA Replikation

oder Zerstérung von Mitochondrien (Boman, 2003; Gennaro et al.,, 2002; Park et al,,

2000).

In den durch AMPs angegriffenen Bakterien dienen Zweikomponentensysteme und
Extracytoplasmic function (ECF) o-Faktoren zur Stressantwort (Pietidinen et al,

2005; Staron et al., 2010). Dies wurde in dem Gram-positiven Bakterium B. subtilis
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unter anderen mit den AMPs Nisin, Plectasin und LL-37 untersucht (Pietidinen et al.,
2005; Schneider et al., 2010; Staron et al., 2010). Die Zellhiillstressanwort dient der
Uberwachung und dem Schutz der Bakterienzelle und besteht aus zwei
signaltransduzierenden Systemen, die die extrazelluliren Signale erkennen:
Zweikomponentensysteme (Abbildung 12) und Extracytoplasmic function (ECF) o-

Faktoren.

Signal / Re&

/\ Histidinkinase
SD

Cytoplasmamembran : -
1 2 His 3\

ADD Asp As P Asp+ P,

|
Response-Regulator i ii

Transkrlptlonskontrolle

Abbildung 12. Funktionsweise von Zweikomponentensystemen. SD (Sensordomdne) und KD
(Kinasedomane) stellen die Komponenten der Histidinkinase dar und RD (Receiver-Domane; hier
auch regulatorische Domaéane genannt) und OD (Output-Domane; hier auch Effektor-Domaéne
gennant) den Response-Regulator. Zur Vereinfachung ist nur ein Monomer der Histidinkinase
dargestellt, obwohl diese in Dimeren vorkommen (verdndert nach (West und Stock, 2001)).

Beide Systeme bestehen aus zwei Proteinen, einem membranstindigen Sensor,
welcher das Signal detektiert, und einem Regulator, welcher als zelluldre Antwort
auf den Stimulus meist die Genexpression reguliert (Helmann und Moran, 2002). Bei
den Zweikomponentensystemen basiert die Signaliibertragung zwischen den beiden
Komponenten auf Phosphorylierungen. Dabei stellt eine Histidin-Kinase, die aus
zwei Domanen, einer stark variierenden, stimulusspezifischen Sensor-Doméane und
einer hochkonservierten Kinase-Domane besteht, den Sensor dar. Bei der
Erkennung eines Signals kommt es zu einer Konformationsanderung der Kinase, die
in einer Autophosphorylierung eines konservierten Histidinrestes miindet. Die

zweite Komponente, der Response-Regulator, der neben der regulatorischen

Domane eine Effektor-Domane besitzt, die die zellulare Reaktion vermittelt (Stock et
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al, 2000), wird nun phosphoryliert. Die Phosphatgruppe wird vom Histidinrest der
Histidinkinase auf einen Aspartatrest innerhalb der regulatorischen Domdne des
Response-Regulators iibertragen. Die Effektor-Doméne des Response-Regulators ist
im Normalfall eine DNA-Bindedomane, somit kann man die Response-Regulatoren
als Transkriptionsfaktoren bezeichnen (Mizuno, 1997). Der Responseregulator kann
nun entweder als Aktivator oder Repressor die Expression der Zielgene regulieren
(Helmann und Moran, 2002). Die Inaktivierung des Response-Regulators erfolgt
durch Dephosphorylierung, welche von dem Response-Regulator selbst, durch die
zugehorige Histidin-Kinase oder einer externen Aspartat-Phosphatase katalysiert

wird (Perego, 2001; Stock et al,, 2000).

3.3. Fungizide Aktivitat antimikrobieller Peptide

Die Wirkung der AMPs auf Pilze ist weit weniger untersucht. Die Diversitat
unterschiedlicher AMPs lassen auch keine generelle Wirkungsweise auf die pilzliche
Zelle zu (van der Weerden et al,, 2013). Ein einzelnes antimikrobielles Peptid kann
unterschiedliche Wirkungen abhangig von der Zielzelle entfalten (van der Weerden
et al, 2013). Auch unterscheidet sich die pilzliche Zellhiille sehr von der
bakteriellen. Pilze besitzen eine feste Zellwand, die aus Glucan-, Mannanpolymeren,
Proteinen und Chitin besteht. Die Zellwand filamentoser Pilze (Ascomycten und
Basidomycten) besteht hauptsachlich aus (1,3)/(1,6)B-Glucan-Chitin-Komplexen,
(1,3)a-Glucan und (Glyko-)Proteinen (van Wetter et al., 2000). Die Zellmembran
besteht neben Phospholipiden aus Sphingolipiden und Sterolen. Bakterielle Lipide
sind vor allem Phosphatidylglycerol und Cardiolipin, wahrend sich in der pilzlichen
Membran hauptsachlich Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol befinden
(Theis und Stahl, 2004). Die Sterole in tierischen Zellen sind hauptsachlich
Cholesterin und in niedrigeren Eukaryoten wie Pilzen Ergosterol (Bloch, 1983). Der
Unterschied in der Zellwand und -membran Komposition wirkt sich auch auf die
Wirkungsweise der AMPs aus (van der Weerden et al., 2013). Kurze synthetische
Peptide konnen entweder die Zellmembran durchqueren ohne sie zu zerstéren und
dann Ziele innerhalb der Zelle angreifen (Lopez-Garcia et al, 2002; Munoz et al.,

2013) oder sich in die Plasmamembran integrieren (Mania et al.,, 2010). Da pilzliche
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Zweikomponentensysteme unter anderen ebenfalls bei Zellhiillstress wie
Temperatur, Licht, pH-Unterschiede und Osmolaritit eine Rolle spielen (Miskei et

al., 2009), werden diese in A. nidulans in Bezug auf AMP-Stress untersucht.

3.4. Kurze, synthetische AMPs

Seit der Entdeckung antimikrobieller Peptide sind bis heute eine grofie Anzahl
unterschiedlicher Peptide beschrieben worden (Wang et al, 2009). Die Produktion
solcher Peptide iiber konventionelle Festphasensysteme in vitro ist aufwendig und
kostspielig und fithrt zu bescheidenen Ergebnissen bei Peptidoptimierungen
(Hancock und Sahl, 2006). Kleine Peptide, die eine Anreicherung an Tryptophan (W)
und Arginin (R) haben, zeigen eine hohe antimikrobielle Aktivitit und dienen als
Ausgangsmolekiile zur Optimierung antimikrobiell aktiver Peptide (Hilpert et al,
2005). Eine Methode um eine grofde Anzahl von Peptiden zu synthetisieren wurde
1992 von Ronald Frank entwickelt und SPOT-Synthese genannt (Frank, 1992).
Dabei werden Peptide im groféen Durchsatz auf Cellulosemembranen synthetisiert.
Die Peptide werden durch die Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) Gruppe geschiitzt
vom C - zum N - Terminus synthetisiert. Dies erlaubt den Einsatz natiirlicher L - und
D -, sowie unnatirlicher Aminosduren als auch anderer organischer Stoffe (Hilpert
et al, 2005). Durch Pipettierroboter kann der Durchsatz an verschiedenen
Varianten des Peptides auf bis zu 8.000 oder bei grof3eren Mengen (grofieren spots)
auf bis zu 1.000 pro Cellulosemembran erh6ht werden (Hilpert et al., 2000; Kramer
et al,, 1997). Gleichzeitig wurde die antimikrobielle Aktivitat der neu synthetisierten
Peptide auf P. aeruginosa untersucht. Der Bakterienstamm besitzt eine Luciferase-
Aktivitat, welche photometrisch nachgewiesen werden kann und proportional zum
Zelltod abnimmt (Hilpert et al., 2005). Mit Hilfe dieser Anwendungen lassen sich pro
Pipettierroboter bis zu 50.000 Peptide pro Jahr synthetisieren und auf ihre
antimikrobielle Wirkung untersuchen (Hancock und Sahl, 2006).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der
Peptidsynthese nach der SPOT-Methode. Eine
*! !! Fﬁ‘m““‘m Zellulosemembran wurde vorbereitet indem die
o Fo ko o [0 Fo o Fo freien OH-Gruppen mit durch Fmoc
e)‘ , 7 !,;’,i:ir (Fluorenylmethoxycarbonyl) geschiitzten Alaninen
L 11 - 0000/ gebunden werden. Fmoc wird abgespalten und

\

durch die Farbung der freien AS werden die

"! ! ! ! i “!* N!“ ﬁ erfolgreichen  Bindungen dargestellt (blaue
£ Fo B A A A Punkte). Es folgt der AS-Bindungs-Zyklus (a-e). Der
8555 Hs85050; Linker bestehend aus zwei Alaninen ist mit einem

Lo e ; BN gelben L gekennzeichnet. a) Durch Fmoc geschiitzte

AS werden an den Linker gebunden und b) Fmoc
abgespalten. c¢) Durch Farbung wird die wieder
freie AS gekennzeichnet (blaue Punkte). In diesem
Schritt kann man auch AS-Modifikationen
vornehmen. Die graue Farbe der Membran deutet
auf eine Behandlung mit Losungsmitteln hin. e) Die
Membran wird getrocknet (weifde Farbe). f) Die
unterschiedlichen Formen deuten unterschiedliche
AS an. Die Seitenketten sind geschiitzt mit SCPG
(side chain protection group). g) Diese Gruppen
werden  abgespalten.  h) Unterschiedliche
Peptidkonformationen sind symbolisch dargestellt
(z. B. durch Disulfidbriickenbindung). i) Fertige
Peptide werden von der Membran abgespalten.
(verandert nach (Hilpert et al., 2007)).

Bactenecin (RLCRIVVIRVCR) ist eines der kleinsten natiirlichen AMPs und ist in den
Neutrophilen von Rindern gefunden worden (Romeo et al, 1988). Die Aktivitat
gegeniiber Gram-negativen (E. coli, P. aeruginosa) und Gram-positiven Bakterien
(Streptococcus pyogenes, Corynebacterium xerosis) ist mafsig. Die natlirliche Variante
des Peptides ist durch eine Disulfidbriicke stabilisiert, eine linierisierte Variante
(Bac2A: RLARIVVIRAR-NH?) hingegen zeigt eine hohere Aktivitit gegeniiber Gram-
positiven Bakterien aber eine dhnliche Aktivitdten gegen Gram-negative Bakterien
(Wu und Hancock, 1999). Die geringe Grofde, Linearitit und Aktivitat gegeniiber
Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien machen dieses Peptid zu einem
guten Kandidaten um eine neue Klasse der antimikrobiellen Wirkstoffe zu
entwickeln (Hilpert et al, 2005). Synthetische Peptide, die auf dem natiirlichen

Peptid Bactenecin beruhen, wurden in dieser Arbeit verwendet.
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4. Mikroorganismen als Ganzzell-Biokatalysatoren

Die Darstellung von Peptiden oder Proteinen mit ausgepriagten Funktionen an
Zelloberflaichen bringen erhebliche Vorteile fiir viele biotechnologische

Anwendungen mit sich (Lee et al., 2003; Wernerus und Stahl, 2004) (Abbildung 14).

Bioadsorbtion

8 Schluckimpfstoff
Antikorper Produktion
CoOE—
S S
Screening von Peptid Bibliotheken
Cytosol @ —=—
o> *—
200
LS Detektion von Mutationen
—
Ganzzell- gﬁ O—
Biokatalysator fiir
Biokonversionen g

Biosensor

TRENDS in Biotachnology

Abbildung 14: Anwendungen von mikrobiellem Zelloberflachen Display. (verandert nach Lee et
al, 2003).

So koénnen sie zur Lebendimpfstoffentwicklung beitragen, indem durch
Immobilisierung von heterologen Epitopen eine Antigen-spezifische Antikorper-
Antwort hervorgerufen wird (Lee et al., 2000; Liljeqvist et al, 1997). Auch kénnen
Peptid Bibliotheken angefertigt werden, indem zum Beispiel eine Fluoreszenz-
aktivierte Zell-Sortierung durchgefiihrt wird (Boder und Wittrup, 1997). Durch
Exprimierung von Antigenen an Zelloberflichen, kommt es zur Antikérper-
Produktion in Tieren (Martineau et al, 1991). Zusatzlich lassen sich schadliche
Chemikalien und Schwermetalle entfernen, wenn Adsorptionsmittel an Zellen
immobilisiert werden (Bae et al,, 2000; Bae et al., 2002; Sousa et al., 1998; Xu und

Lee, 1999). Nutzbar ist das System ebenfalls zur Detektion von Mutationen nach
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einem Austausch einzelner Aminosauren durch zufallige Mutagenese (Aoki et al,
2002). Als Biosensoren durch Verankerung von Enzymen, Rezeptoren oder andere
Signal-sensitiver Substanzen sind diese Systeme in der Diagnostik und bei
industriellen und umweltbedingten Zwecken einsetzbar (Dhillon et al, 1999;
Shibasaki et al, 2001). Weiterhin werden immobilisierte Enzyme als Ganzzell-
Katalysatoren genutzt (Richins et al, 1997). Das an der Oberfliche dargestellte
Molekiil ist dabei fiir das Substrat oder dem Bindungspartner frei zuganglich.
Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass Proteine stabiler sind, wenn sie an
eine Matrix gebunden sind (Jose und Meyer, 2007). In diesem Fall dient die
Zelloberflache als Matrix. Proteine an Zelloberflachen darzustellen hat den Vorteil
keine Proteinaufreinigung durchfithren zu miissen, was eine betrichtliche
Zeitersparnis bedeutet (Jose und Meyer, 2007). Dariiber hinaus lassen sich ganze
Zellen nach Beendigung enzymatischer Reaktionen einfach durch Zentrifugation

separieren.

Das erste System zur Koppelung von Proteinen an Zelloberflachen geschah in einem
filamentosen Phagen (Smith, 1985). Hierbei wurden Peptide und kleine Proteine
zusammen mit dem PIII Protein des Phagen exprimiert. Mittlerweile werden Hefen
(Kuroda und Ueda, 2010; Schreuder et al, 1996), Gram-positive (Stahl et al., 2000)
und Gram-negative (Schumacher und Jose, 2012) Bakterien genutzt. Es gibt vier
Mindestanforderungen fiir ein Carrier-Protein an das das zu exponierende Protein
gebunden wird (Lee et al, 2003). Es sollte erstens ein effizientes Signalpeptid
besitzen, welches dem unfertigen Fusions-Protein erlaubt die innere Membran zu
durchdringen. Zum Zweiten sollte ein starker Anker das Fusionsprotein an der
Zelloberfliche befestigen. Drittens sollte das Carrier-Protein kompatibel zur
Fremdsequenz sein und nicht dadurch destabilisiert werden. Und viertens sollte es
gegeniiber Proteasen des periplasmatischen Raums resistent sein. Zur
Immobilisierung von Proteinen an Sporenoberflachen filamentdser Pilze sind daher
Hydrophobine sehr gut geeignet. Sie werden sekretiert und im Fall des Klasse I
Hydrophobins RodA durch GPI-Anker in der Sporenmembran befestigt (de Groot et
al., 2009).
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III1 Ergebnisse

Kapitel 1
Funktionalisierung technischer Oberflaichen mittels pilzlicher

Hydrophobine

Hydrophobine sind Proteine, die eine Grof3e von 100 bis 150 Aminosauren besitzen
und in Pilzen, aber nicht in Hefen zu finden sind. Diese Proteine haben einen
amphiphilen Charakter und reichern sich an fliissig-gasférmigen Zwischenphasen
an. DewA, eins der Hydrophobine aus A. nidulans, kann mithilfe einer Modifikation
grofdtechnisch aus E. coli aufgereinigt und fiir Oberflaichenbeschichtungen genutzt
werden (Wohlleben et al, 2009). Dieses Verfahren wurde von der BASF SE
(Ludwigshafen) etabliert. Dazu wurden Fusions-Hydrophobine hergestellt, die ein
Produkt aus dem pilzlichen Hydrophobin DewA und einer Synthase (YaaD) sind.
Uberexpression mit dem pilzlichen Hydrophobin RodA fiihrten zu einer geringen
Ausbeute und wurden daher nicht weiter beriicksichtigt (nicht veréffentlicht, Claus
Bollschweiler, BASF SE). Die Synthase stammt aus dem Gram-positiven Bakterium B.
subtilis und dient dort der Vitamin Be - Biosynthese (Sakai et al,, 2002). Auf Grund
dieser Fusion ist es moglich Hydrophobine in einem bakteriellen System (E. coli) zu
Uiberexprimieren und aufzureinigen. Hydrophobine lagern sich wahrscheinlich
durch ihre amphiphilen Eigenschaften in die bakterielle Zellmembran ein und
fihren somit zur Membranpermeabilisierung. Dies macht die Aufreinigung aus
sogenannten Einschlusskorperchen (inclusion bodies) erforderlich (Wohlleben et al.,
2009). Eine auf 40 Aminosauren (AS) verkiirzte Version der Synthase (YaaD*) reicht
dabei aus die Expression in E. coli zu ermdéglichen (Wohlleben et al., 2009). Das
Fusionsprotein H* Protein B wird im Laufe dieser Arbeit verwendet und weiteren

Modifikationen unterworfen.
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YaaD Dew A
32,3 kDa 14,1 kDa
H* Protein A H . 6X His =——3 46,4 kDa
YaaD* Dew A
42kDa  14,1kDa
H* Protein B | H [ 6x His —> 18,3 kpa

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Fusions-Hydrophobine. Das Hydrophobin DewA
des Ascomyceten A. nidulans ist mit der Synthase YaaD aus B. subtilis fusioniert und wird in
Einschlusskorperchen (inclusion bodies) angereichert. Aus den Einschlusskérperchen werden die
Fusionshydrophobine aufgereinigt. Dargestellt sind das Fusions-Hydrophobin mit der vollstdndigen
und das mit einer stark verkiirzten Version der Synthase YaaD. Diese nunmehr auf 40 Aminosauren
(AS) gekiirzte Version erméglicht noch die Uberexpression in E. coli. Das Fusionskonstrukt mit der
verkiirzten Synthase (YaaD*) wird in dieser Arbeit verwendet.

1.1. Bakterielle Expression von H* Protein B

Zur Proteinexpression und Modifikation der Fusionshydrophobine wurde das
Plasmid pBASF 2 verwendet (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von der
BASF SE). Dieses Plasmid wurde mit dem iiberlicherweise fiir Proteinexpressionen
genutzen Stamm E. coli Rosetta (DE3) pLysS transformiert. Vor einer Induktion
wurde die Kultur bis zu einer ODsoo von ungefahr 0,8 bis 1,0 wachsen gelassen. Zur
Proteinexpression im Labormafdstab wurden Wachstumstemperaturen von 25 °C
bis 37 °C getestet. Zusatzlich wurden unterschiedliche Konzentrationen des T5-
Promotor Induktors IPTG (Isopropyl-B-D Thiogalaktopyranosid) und verschieden
lange Induktionszeiten untersucht. Die optimalen Bedingungen zur Uberexpression
des H* Protein B sind nach Induktion mit einer Endkonzentration von 0,5 mM IPTG
bei 37 °C und einer Wachstumszeit von vier bis sechs Stunden oder iiber Nacht
(Throm, 2011). Die Zellen wurden nach der Expression durch Zentrifugation
geerntet und mit einer French Pressure Cell Press (Aminco, USA) aufgeschlossen. Die
Einschlusskorperchen wurden durch weitere Zentrifugationsschritte aufgereinigt
und durch eine pH-Degradierung von pH 12 auf pH 8 bis pH 9 aufgeschlossen. Das
H* Protein B befindet sich nach einem weiteren Zentrifugationsschritt im Uberstand
und wird lyophilisiert. Es kann in SDS -Gelen und durch die sechsfache His-
Markierung am C-Terminus in dazugehorigen Western Blots nachgewiesen werden

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pBASF2 und die
Uberexpression vom Fusionshydrophobin H* Protein B. a) Der Expressionsvektor pBASF 2
beruht auf dem pQE60 Expressionssystem der Firma Qiagen (Hilden). Der Vektor enthilt eine
Ampicillin Resistenz (AmpR) und den durch IPTG (Isopropyl-B-D Thiogalaktopyranosid)
induzierbaren Promotor T5. Das Fusionsprotein bestehend aus dem Hydrophobin DewA und der auf
40 AS verkiirzte Synthase YaaD* hat am C-Terminus eine sechsfache Histidinmarkierung. Diese
Markierung dient dem Western Blot-Nachweis mittels spezifischer Antikorper. Der
Expressionsvektor pBASF 2 wurde mit dem Stamm E. coli Rosetta (DE3) pLysS transformiert und bei
einer ODggo von etwa 0,8 mit 0,5 mM IPTG induziert. Nach einer Inkubation von sechs bis 16 Stunden
werden die Zellen geerntet und mit Hilfe einer French Pressure Cell Press (Aminco, USA)
aufgeschlossen. Die Einschlusskorperchen werden durch mehrere Zentrifugationsschritte
aufgereinigt und durch eine pH - Degradierung von pH 12 auf pH 8,5 bis pH 9 mit 20 % H3PO4
zersort. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt befindet sich das Fusionsprotein im Uberstand
und wird gefriergetrocknet. b) SDS-Page (links) und Western Blot (rechts) zum Nachweis des
iiberexprimierten Fusionsproteins H* Protein B. Es wurden sowohl der Rohextrakt (RE) direkt nach
dem Zellaufschluss mit Hilfe der French Press als auch der das Fusionsprotein enthaltende Uberstand
aufgetragen. Bei einer Hohe von etwa 18,3 kDa sind Banden sichtbar. Fiir den Western Blot wurde
das Protein mit einem Anti-His Antikorper (GE Healthcare, Chalfont St Giles) nachgewiesen.

1.2. Funktionalisierung H* Protein B mit antimikrobiellen Peptiden

Das bisher fiir Oberflaichenbeschichtungen verwendete Fusionshydrophobin H*
Protein B zeigte keine Effekte auf das Biofilmwachstum von Bakterien (Rieder et al.,
2011). Deshalb sollte getestet werden, ob eine antibakterielle Wirkung durch eine
Fusion von H* Protein B mit antimikrobiellen Peptiden erzielt werden kann. AMPs
sind kleine (9 bis 50 Aminosauren) Peptide, die sowohl auf Bakterien als auch auf
filamentose Pilze (Giacometti et al., 1999; Mania et al, 2010) eine antimikrobielle
Wirkung haben. Sie sind in der ganzen Natur verbreitet (in Sdugetieren, Vogeln,
Amphibien, Pflanzen und Mikroorganismen), wo sie in der immunologischen
Abwehr eine Rolle spielen (Harder, 2000). Mittlerweile gibt es eine Datenbank in

der zur Zeit insgesamt 2.172 antimikrobielle Peptide beschrieben werden (Stand
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Februar 2013; Wang und Wang, 2004; Wang et al, 2009). Synthetische AMPs
werden als Derivate von nattrlichen Peptiden hergestellt, mit dem Hintergrund
starkere Wirkungen zu erzielen (Hilpert et al., 2005). Durch die SPOT Technik ist es
moglich solche Peptide synthetisch herzustellen, indem einzelne Aminosauren
schrittweise auf eine Cellulosemembran aneinander gebunden werden (Frank,
1992; Hilpert et al., 2007). Um die antimikrobielle Wirkung angehefteter AMPs auf
P. aeruginosa zu untersuchen, wurden synthetisierte AMPs auf der
Zellulosemembran belassen (Hilpert et al, 2009). Der Stamm luminesziert durch
eine eingebrachte Luciferase-Genkassette ([uxABCDE) und ein Abnehmen der
Lumineszenz wird als Indikator fiir das Absterben verwendet (Hilpert et al., 2005).
Zwei Peptide wurden fiir die folgenden Experimente ausgewahlt, Tet009
(RRWKIVVIRWRR) und Tet026 (WIVVIWRRKRRR). Tet009 vermittelt 85 + 8 %
Lumineszenzverlust und Tet026 98 * 1 % Lumineszenzverlust bei P. aeruginosa
(Hilpert et al, 2009). Ausgehend von den Peptidsequenzen wurden fiir beide
Leserichtungen Codon optimierte Oligonukleotide mit EcoRI und Ncol
Restriktionsschnittstellen hergestellt. Um eine Doppelstrangbildung zu ermaglichen,
wurden diese fiir eine auf Minute bei 95 °C erhitzt und auf Raumtemperatur
abgekihlt. Die nun doppelstrangigen DNA-Sequenzen konnen N-terminal an das H*

Protein B kloniert werden (Abbildung 17).

a) b)

Name AS-Sequenz

ampR

PBASF 2
+AMP

N

C) YaaD* DewA
4,2 kDa 14,1 kDa ColE1
Tet009 . - origin
A H [ 6x His ——> ~ 20 kDa
YaaD* DewA
4,2 kDa 14,1 kDa
Tet026 .
el | H [ 6x His —> ~ 20 kDa

Abbildung 17: Schema zur N-terminalen Anheftung zweier AMPs an H* Protein B. a) Name und
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Aminosduresequenzen, der ausgewahlten AMPs: Tet009 und Tet026 sind synthetische AMPs, die in
der Lage sind P. aeruginosa im angehefteten Zustand abzutéten (Hilpert et al,, 2009). b) Schema des
Expressionsvektors mit den an den N-Terminus des YaaD* angehefteten AMPs. c) Schema des
antimikrobiellen Fusions-Hydrophobins, das eine Grofde von etwa 20 kDa besitzt.

Die Herstellung eines korrekten Klons des Vektors mit den fusionierten AMPs war
nicht moéglich. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass eine geringe Expression des
Fusionsproteins aus AMP und H* Protein B auch ohne Induktion stattfindet und
somit bereits eine antimikrobielle Wirkung auf E. coli zeigt. Aus diesem Grund
wurde der herkoémmliche E. coli Stamm Top 10 durch den Stamm M15 ersetzt,
welcher das Plasmid pREP4 tragt. Dieses Plasmid kodiert fiir einen Lac-Repressor
und inhibiert infolgedessen den T5-Promotor vor der Sequenz des modifizierten
Fusions-Hydrophobins. Bei der Induktion der Expression mit IPTG (Isopropyl--D-
thiogalactopyranosid) wird wiederum der Lac-Repressor inhibiert und der T5-
Promotor induziert. Mit Hilfe dieses Stammes konnten die Vektoren richtig kloniert
werden. Es fand allerdings nach Induktion mit IPTG keine Uberexpression des
Fusions-Hydrophobins statt. Es konnten weder in SDS-Gelen noch in dazugehérigen
Western Blots modifizierte Fusions-Hydrophobine nachgewiesen werden (Daten

nicht gezeigt).

Um eine mogliche antimikrobielle Wirkung der fusionierten AMPs auf den
Expressionsstamm zu umgehen, sollte GFP als sogenannte ,Schutzgruppe“ N-
terminal an das modifizierte Fusions-Hydrophobin angeheftet werden. Um nach der
Expression des gesamten Fusionsproteins die Schutzgruppe abzuspalten, wurde
eine TEV- (Tobaco Etch Virus) Proteaseschnittstelle eingefiligt. Dies geschah bereits
bei der Amplifikation von GFP, indem dem revers-Oligonukleotid die entsprechende
Sequenz (GAAAACCTGTATTTTCAGGGC = ENLYFQG) angehdngt wurde. Zundchst
wurde ein Vektor kreiert, der GFP N-terminal an H* Protein B gebunden hat, um
spater unterschiedliche AMPs einfligen zu koénnen. AMPs lassen sich iiber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Ncol klonieren, allerdings findet sich im GFP
Gen eine ebensolche Schnittstelle. Diese wurde tliber eine QuikChange Site-Directed
Mutagenesis entfernt, indem eine Base aus der Schnittstelle ausgetauscht wird.

Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die Aminosdurensequenz nicht andert. Die
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neu Kkonstruierten Vektoren wurden zur Proteinexpression mit E. coli M15
transformiert und die Kulturen bei einer ODgoo von ungefahr 0,8 mit 0,5 mM IPTG
induziert. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde zunachst ein Dot Blot mit dem
Anti-His Antikoérper (GE Healthcare, Chalfont St Giles) durchgefiihrt und eine
Uberexpression des Fusionsproteins festgestellt (Abbildung 18).

a) GFP+ TEV YaaD* Dew A
28 kDa 4,2 kDa 14,1 kDa
H B oxHis—> 476kpa 1
Ncol
AMP GFP*+ TEV YaaD* Dew A
EcoRI-- Neol 28 kDa 42 kDa 14,1 kDa

N I [ H [l 6xtis—> 47602 2

—
e -
-

GFP*+ TEV = ~ . YaaD* Dew A
28 kDa 4,2 kDa 14,1 kDa
Il e 200 3
b) 1 2 3a 3b

1: GFP-H*B

’ ' 2: GFP*- H*B
. ") 3a: GFP* -H* B - Tet009

3b: GFP* -H* B - Tet026

Abbildung 18: Modifikation von H* Protein B mit N-terminal fusioniertem GFP. a) Schema der
H* Protein B Modifikation mit GFP. Da GFP ein Ncol Schnittstelle besitzt, iiber die auch die AMPs an
H* Protein B kloniert werden miissen, wird diese durch die QuikChange Site-Directed Mutagenesis
entfernt. In Gelb markiert ist die TEV- (Tobaco Etch Virus) Proteaseschnittstelle, die es nach der
Proteinexpression erlaubt, die GFP-Schutzgruppe abzuspalten. b) Dot Blot zur Kontrolle der
Proteinexpression: Die neu konstruierten Expressionsvektoren wurden mit E. coli M15
transformiert, bei einer ODgoo von ungefahr 0,8 mit 0,5 mM IPTG induziert und iiber Nacht inkubiert.
Es wurden Proben genommen und auf eine Nitrocellulosemembran getropft. Der Nachweis der
Expression wurde mit dem Anti-His Antikdrper (Verdiinnung 1:2000) durchgefiihrt. Dabei ist bei
allen Konstrukten eine Expression erkennbar.

Mittels Dot Blot wurden alle GFP-Konstrukte nachgewiesen. Getestet wurden
sowohl die Fusion von GFP mit H* Protein B, die Fusion von GFP* mit H* Protein B

und die Konstrukte mit den eingefligten AMPs Tet009 und Tet026.
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1.3. Bakterielle Expression funktionalisierter Hydrophobine

Nach dem erfolgreichen Dot Blot wurde die Proteinexpression in einem grofieren
Ansatz durchgefiihrt. Hierfiir wurden von einer Ubernachkultur 500 ml EC3-
Medium angeimpft, bei einer ODsoo von 0,8 mit 0,5 mM IPTG induziert und tber
Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Da sich die gewiinschten Proteine in den
Einschlusskorperchen befinden, wurde die Kultur pelletiert. Des Zellpellet wurde in
der French Press aufgeschlossen. Durch mehrmaliges Waschen und Zentrifugieren
wurden tbrige Zelltrimmer von den Einschlusskérperchen getrennt, welche durch
einen pH-Shift (von pH 12 auf pH 8-9) aufgeschlossen wurden. Nach einem letzten
Zentrifugationsschritt sollten sich die modifizierten Fusionshydrophobine im
Uberstand befinden. In Western Blots wurden der Uberstand und das Pellet nach
dem Zellaufschluss aufgetragen und sowohl mit Anti-His Antikérpern als auch Anti-
GFP-Antikorpern (Sigma-Aldrich, Seelze) untersucht. Bei beiden Konstrukten sind
Banden bei ungefahr 50 kDa zu erkennen (Abbildung 19).

a) b)

Marker 16£009 Tet026 Marker TEt009 Tet026
kDa kDa " ' .

185 7R ") Y g, B O

80 80 o

2 - = .. >8 - W gp - )
46 : 46 == ! - 1: Uberstand
30 - s - 30 : 2: Pellet

Abbildung 19: Western Blots mit Anti-His und Anti-GFP Antikérpern. Aufgetragen wurden nach
dem Aufschluss der Einschlusskérperchen und Zentrifugation sowohl der Uberstand als auch das
Pellet. In beiden Fraktionen sind Banden erkennbar, was darauf hinweist, dass nicht alle
Einschlusskorperchen zerstért wurden. a) Detektion mit Anti-His Antikérpern: Das modifizierte
Fusionsprotein besitzt am C-Terminus des Hydrophobins DewA eine sechsfache His-Markierung. Auf
einer Hohe von etwa 50 kDa, was der Grofle des Proteins mit GFP-Schutzgruppe entspricht (siehe
auch Abbildung 18), sind klare Banden erkennbar. b) Detektion mit Anti-GFP Antikoérpern: Die
Schutzgruppe selbst wird durch diesen Antikoérper erkannt. Es zeigen sich klare Banden bei einer
Hohe von etwa 50 kDa.

In einem weiteren Schritt wurde die GFP-Schutzgruppe mit Hilfe einer TEV Protease
(EURx, Gdansk) abgespalten. Dies geschah iiber Nacht bei Raumtemperatur. In

einem Western Blot mit einem Anti-His Antikorper sind nun klare Banden bei
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ungefahr 25 kDa erkennbar. Schwache Banden sind auch bei der Ursprungsgrofie
von etwa 50 kDa sichtbar, was auf einen unvollstandigen Verdau schliefden lasst
(Abbildung 20). Durch die erfolgreiche Expression kann anschlieflend die

antibakterielle Wirkung der Fusionskonstrukte untersucht werden.

Marker Tet009 Tet026
kDa

55
40

35
25 ©

Abbildung 20: Western Blot nach TEV-Protease
Verdau des Fusionskonstruktes. Die Abspaltung von
GFP durch die TEV-Protease wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Kontrolle der
Abspaltung erfolgt mittels Western Blot mit dem Anti-
His Antikoérper. Es sind Banden bei einer Hohe von
etwa 25 kDa zu sehen. Bei ungefahr 50 kDa, der Grofie
eines unverdauten Proteins sind noch schwache
Banden erkennbar.

1.4. Erste Tests auf antibakterielle Wirkung der funktionalisierten

Hydrophobine

In einem ersten Ansatz wurden Wells einer Mikrotiterplatte mit den abgespaltenen
antimikrobiellen Fusionshydrophobinen beschichtet. In jeweils zehn Wells werden
100 pl Proteinlosung pipettiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine stabilere
Beschichtung mit H* Protein B erfolgt zwar nach 16 Stunden bei 80 °C (Rieder et al.,
2011), allerdings konnen Mikrotiterplatten dieser Temperatur nicht standhalten.

Die Beschichtung wurde mit dem Anti-His Antikérpern verifiziert (Abbildung 21).

a) v v Abbildung 21: Beschichtung von Wells
3 : einer Mikrotiterplatte. Nach

Tet009 erfolgreichem TEV-Verdau wurden jeweils
10 Wells mit modifizierten

Tet026 Fusionshydrophobinen beschichtet. a) Das

: Bild zeigt die Wells einer Mikrotiterplatte,
b) die beschichtet wurden. Mit Pfeilen

gekennzeichnet sind diejenigen Wells,
Antikérpern nachgewiesen wurden. b)

Nachweis der Beschichtung nach dem
Tet026 C 2 0 Western Blot Protokoll.
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Die Wirkung der AMPs wurde auf P. aeruginosa getestet (Hilpert et al., 2009). Zum
besseren Vergleich wurde zundchst die antibakterielle Wirkung auf P. putida
untersucht. Es wurde eine Ubernachtkultur angezogen und jeweils 200 ul der Kultur
(ODeoo = 0,2) pro Well pipettiert. Es wurden auch Wells ohne Beschichtung mit der P.
putida-Kultur versehen. Nach einer Inkubation bei 28 °C iiber Nacht, wurde die
Kultur abgenommen und die Wells wurden zweimal mit Zellwaschpuffer gewaschen
um lose adhérierte Zellen zu lésen. Danach wurde jedes Well mit einer 5-fachen
Vergrofderung mikroskopiert und fotografiert (Abbildung 22). Zum Vergleich wurde
auch ein Well ohne Hydrophobinbeschichtung und Biofilm analysiert (Abbildung 22
a). Eine erste qualitativ optische Auswertung ergab, dass der Biofilm in dem
unbeschichteten Well deutlicher ausgepragt ist, als die mit den antimikrobiellen

Fusionshydrophobin beschichteten Wells (Abbildung 22 c und d).

a) ohne Biofilm b) unbeschichtet

c) Tet009 d) Tet026

Abbildung 22: Untersuchung der Biofilmbildung von P. putida. In die Wells einer Mikrotiterplatte
wurden 200 pl einer P. putida Kultur (ODsgo = 0,2) gegeben und iiber Nacht bei 28 °C inkubiert. a) Zur
Kontrolle wurde ein unbeschichtetes Well ohne Biofilm fotografiert. b) Dieses Bild zeigt einen Biofilm
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auf unbeschichteter Oberflache. Es sind grofiere Zellanhaufungen erkennbar. Bei den Oberflachen
mit Beschichtung (c und d) sind deutlich weniger Zellen erkennbar.

1.5. Hydrophobin-Funktionalisierung mit weiteren AMPs

Da fiir die Fusionskonstrukte mit Tet009 und Tet026 eine antimikrobielle Wirkung
gezeigt werden konnte, wurden weitere AMPs zur Funktionalisierung eingesetzt.
Dies geschah um die antibakteriellen Aktivitdten vergleichen zu konnen. Ausgewahlt
wurden zwei weitere AMPs, die im angehefteten Zustand aktiv gegen P. aeruginosa
sind (Hilpert et al., 2009). Dabei handelt es sich um Tet008 (RRWRIVVIRVRR) und
Tet125 (KRWWKWIRW), die 79 = 7,2 % bzw 91 * 7 % Lumineszenzverlust bei P.
aeruginosa verursachen (Hilpert et al., 2009). Beide AMPs wurden zwischen die

GFP-Schutzgruppe und die Synthase YaaD* kloniert (Abbildung 23).

a) Name AS-Sequenz

b) GFP*+ TEV Tet008 YaaD* Dew A
28kDa 12AS 42kDa  14,1kDa
GFP*+ TEV Tet125 YaaD* Dew A
28 kDa 8AS 42kDa  14,1kDa
H l 6x His ——> 48,1 kDa
d
) Marker 1 2
kDa - ‘
70
S .
40 -
35 -
1: Tet008
2: Tet125

.

Abbildung 23: Expression zweier weiterer Hydrophobinkonstrukte. a) Die AMPs Tet008 und
Tet125 sind ebenfalls im angehefteten Zustand aktiv (Hilpert et al,, 2009). b) Tet008 und Tet125
wurden zwischen die GFP-Schutzgruppe und die Synthase YaaD* kloniert. ¢) Nach der
Uberexpression der beiden Konstrukte sind im Western Blot mit Anti-His Antikérpern bei einer Héhe
von ungefidhr 48 kDa Banden erkennbar. d) Nach einem TEV-Verdau iiber Nacht bei
Raumtemperatur, sind Banden bei ungefahr 25 kDa zu sehen. Der Verdau war nicht vollstandig, da
im oberen Bereich bei ungefahr 48 kDa noch Banden sichtbar sind.
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Die fertigen Expressionsvektoren wurden mit E. coli M15 transformiert und die
Proteinexpression mit IPTG induziert. Die Aufreinigung erfolgte aus den
Einschlusskorperchen (siehe Kapitel III 1.3.). Nach erfolgreicher Proteinexpression
wurde die Schutzgruppe tiber die TEV-Protease abgespalten. Durch Western Blot
Analyse mittels Anti-His Antikérper konnte sowohl das Ursprungskonstrukt von
ungefahr 50 kDa (Abbildung 23 c) als auch das durch die TEV-Protease restringierte
Konstrukt (25 kDa) nachgewiesen werden (Abbildung 23 d).

1.6. Wirkung auf pathogene Bakterien in Biofilmen

In einem weiteren Schritt wurde die antimikrobielle Wirkung der modifizierten
Fusions-Hydrophobine auf pathogene Biofilme (P. aeruginosa und S. aureus)
untersucht und verglichen. Dazu wurden spezielle Maskenobjekttrager (Menzel
Glaser, Braunschweig) genutzt (Abbildung 24 a), die im Vergleich zu den
Mikrotiterplatten Temperaturen von 80 °C standhalten. Die Beschichtung erfolgte
mit 50 pl Beschichtungslosung fiir zwei Stunden bei 80 °C. Nach der Beschichtung
wurden die Objekttrager dreimal mit ddH>0 gewaschen und bei Raumtemperatur
getrocknet (Rieder et al., 2011). Die Beschichtung eines Objekttragers wurde mittels
Anti-His Antikorper getestet (Abbildung 24 b).

a)
Abbildung 24: Beschichtung von Masken-
b) 1 2 ) 4 objekttragern. a) Dargestellt ist das Foto eines
3 Maskenobjekttragers. Jeweils 50 ul einer
RN Beschichtungslosung sind aufgetragen und liegen
Eal e tropfenformig auf. b) Die Beschichtung erfolgte
€ x L0 iiber zwei Stunden bei 80°C und wurde mit Anti-
b His Antikérpern verifiziert. Zu erkennen ist, dass
= die Beschichtung mit Tet008 nicht so gut
1: BSA 2:H*B  3: Tet008 4: - ausgepragt  ist, wie bei den anderen
5: Tet125 6: Tet009 7: Tet026 8:- Hydrophobinkonstrukten. c) Zum Einsetzten in die
0 Biofilmreaktoren wurden die Maskenobjektrager

mit jeweils zwei Beschichtungslésungen versehen
(graue Kammern: BSA (1 und 5) und H* Protein B
(3 und 7); Tet009 und Tet026; Tet008 und
Tet125).
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Fir die Versuche im Biofilm-Fermenter wurden Objekttrager nach dem Schema in
Abbildung 24 c beschichtet. Hierbei wurden BSA und H* Protein B auf einen
Objekttrager, Tet009 und Tet026 auf den ndchsten und Tet008 und Tet125 auf
einen dritten Objekttrager gegeben. Jedes Konstrukt wurde in doppelter Ausfithrung

auf den Objekttrager aufgebracht (graue Kammern, Abbildung 24 c).

Die Biofilmversuche wurden im Labor der AG Overhage (IFG, KIT Campus Nord)
durchgefiirt. Zur Biofilmbildung wurde von beiden Stimmen eine Ubernachtkultur
herangezogen und ein Biofilm-Fermenter (Abbildung 40, Material und Methoden
3.1.4.) mit einer ODgoo von 0,02 angeimpft. Objekttragerhalterungen mit
beschichteten und unbeschichteten Objekttradgern wurden in die Kultur gegeben
und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Nachweis des Biofilms auf den
Oberflachen wurde eine Live/Dead Farbung (Invitrogen) durchgefiihrt. Es wurden
der DNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Syto9 und Propidiumiodid, welches
DNA toter Zellen markiert, verwendet. Die zu untersuchenden Proben wurden mit
Zellwaschpuffer gewaschen um lose adharierte Zellen zu entfernen. Anschliefdend
wurde die Losung mit beiden Farbstoffen direkt auf die Oberflachen gegeben und 15
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Farbelésung wurde
vorsichtig mit Zellwaschpuffer abgespiilt und die Oberfladchen im Dunkeln trocknen
gelassen. Die Proben konnten trocken mit einer zehn - bis 20 - fachen Vergréfierung
mikroskopiert werden. P. aeruginosa Biofilme wurden mit allen vier modifizierten
Fusionshydrophobinen untersucht (Abbildung 25). Zur Auswertung wurden jeweils
finf Quadrate von zwei Mikroskopaufnahmen ausgezahlt und auf die ganze
Bildflache hochgerechnet. Dabei wurde zwischen lebenden (griin) und toten Zellen
(rot) differenziert. Die Verteilung der Zellen auf den unbeschichteten, mit BSA und
H* Protein B beschichteten Oberflachen ist gleich. Auch die Oberflichen mit den an
die Fusionshydrophobine gekoppelten AMPs Tet008 und Tet125 zeigen kaum einen
Unterschied auf die Gesamtzellzahl. Es ist allerdings im Schnitt eine um zweimal
hohere Anzahl toter Zellen zu verzeichnen. Die Oberflichen mit dem Tet009
gekoppelt an das Fusionshydrophobin zeigen den grofiten Unterschied. Die

Gesamtzellzahl liegt 3,5-fach niedriger als bei den Kontrollproben (unbeschichtet,
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BSA-Beschichtung, H* Protein B-Beschichtung), dabei ist auch der Hauptteil der
Zellen tot (rot). Die Anzahl der lebenden Zellen ist etwa 200-fach niedriger als bei
den Kontrollproben. Die Oberflichen mit Tet026 beschichtet zeigen eine um 1,7-
fach hohere Gesamtzellzahl im Vergleich zu den Kontrollen an, allerdings sind die

meisten Zellen tot (rot).

a)

unbeschichtet BSA H* Protein B

Tet008 Tet009 Tet026

Tet125
14000
12000
M unbeschichtet

= 10000
= n
= BSA
= 8000 H*B
=
g H Tet008
3 6000
N

I I
®Tet009
4000 B Tet026
2000 I I ] W Tet125
0 - L'

Gesamtzellzahl lebende Zellen tote Zellen

Abbildung 25: Biofilmbildung von P. aeruginosa. Die beschichteten Objekttrager wurden iiber
Nacht bei Raumtemperatur mit P. aeruginosa inkubiert und die entstandenen Biofilme verglichen. a)
Beispielhafte Mikroskopbilder (10-fache Vergroferung) der unterschiedlichen Oberflichen mit P.
aeruginosa Biofilmen: Die Biofime auf der unbeschichteten Probe wie auf denen mit BSA und H*
Protein B beschichteten, zeigen eine dhnliche Verteilung. Oberflachen, die mit Tet008 und Tet125
beschichtet wurden, zeigen mehr rote Zellen (= tot). Allerdings ist die Verteilung ansonsten mit den
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Kontrollproben vergleichbar. Eine Beschichtung mit Tet009 gekoppelt an das Fusionshydrophobin
fithrt zu geringerer Zellanhaftung, wobei die meisten Zellen tot (rot) sind. Auf Beschichtungen mit
Tet026 konnte eine hohere Zellzahl ausgezadhlt werden, wovon der Grofdteil tot (rot) ist. b) Es
wurden jeweils fiinf Quadrate zweier Bilder ausgezdhlt und die Zellzahl wurde auf ein Bild
hochgerechnet. Der linke Block zeigt die Gesamtzellzahl, der Mittlere die lebenden Zellen (griin
fluoreszierend) und der rechte Block die toten Zellen (rot fluoreszierend).

Biofilme von S. aureus wurden nur mit den Fusionshydrophobinen mit den
angekoppelten AMPs Tet009 und Tet026 untersucht. Dabei wurde ausschlief3lich
die Lebendzellzahl ausgewertet, da kaum tote Zellen zahlbar waren. Die Biofilme
von S. aureus sind nicht so gut ausgepragt wie die P. aeruginosa-Biofilme. Die
Oberflachen mit den antimikrobiellen Fusionshydrophobinen zeigen eine um drei-
bis vierfach verringerte Verteilung von lebenden Zellen im Vergleich zu den

Kontrollflichen (unbeschichtet, BSA-Beschichtung, H* Protein B-Beschichtung)
(Abbildung 26).

unbeschichtet H* Protein B

Tet009 Tet026

Abbildung 26: Biofilmbildung von S. aureus. Die beschichteten Objekttrager wurden tber Nacht
bei Raumtemperatur mit S. aureus inkubiert und die entstandenen Biofilme verglichen. a)
Beispielhafte Mikroskopiebilder (10-fache Vergroferung) der unterschiedlichen Oberflichen mit A.
aureus Biofilmen: Die Biofime auf der unbeschichteten Probe zeigen die hochste Dichte. Die BSA und
H* Protein B Beschichtungen zeigen eine dhnliche Verteilung. Beschichtete Oberflachen mit Tet009
und Tet026 haben eine geringere Zelldichte. b) Ausgezidhlt wurden lebende Zellen auf jeweils fiinf
Quadraten zweier Bilder. Die Zellzahl wurde auf ein Bild hochgerechnet. Oberflachen mit den an die
Fusionshydrophobine angekoppelten AMPs zeigen eine um drei- bis vierfach geringere Zellzahl.
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Kapitel 2
Untersuchung der Wirkung antimikrobieller Peptide auf A.

nidulans

AMPs haben ein breites Wirkspektrum, das sich tiber Bakterien, Viren, Parasiten
und Pilze erstreckt (Hancock, 2006; Jenssen et al., 2006). Biofilme bestehen in den
meisten Fillen in ihrer Zusammensetzung aus einer Mischung verschiedener
Mikroorganismen, also auch Pilzen. Die Wirkungsweise antimikrobieller Peptide auf
Bakterien ist untersucht. So ist die Zellhiille das Ziel des AMP-Angriffs, wobei
Zweikomponentensysteme induziert werden (Pietidinen et al., 2005; Staron et al,,
2010). Zweikomponentensysteme (TCS = two-component systems) bestehen aus
einer Histidin-Kinase und einem Response-Regulator. Bei diesen Systemen basiert
die Signaliibertragung zwischen den beiden Komponenten auf Phosphorylierungen.
Dabei stellt eine Histidin-Kinase den Sensor dar. Sie besteht aus zwei Domanen,
einer stark variierenden, stimulusspezifischen Sensor-Domdne und einer
hochkonservierten Kinase-Domadne. Bei der Erkennung eines Signals kommt es zu
einer Konformationsanderung der Kinase, die in einer Autophosphorylierung eines
konservierten Histidinrestes miindet. Die zweite Komponente, der Response-
Regulator, wird nun phosphoryliert. Er besitzt neben der regulatorischen Domane
eine Effektor-Domane, welche die =zellulire Reaktion vermittelt. Die
Phosphatgruppe wird vom Histidinrest der Histidin-Kinase auf einen Aspartatrest
innerhalb der regulatorischen Domdne des Response-Regulators libertragen. Die
Effektor-Domédne des Response-Regulators ist im Normalfall eine DNA-Binde-
Doméne somit kann man die Response-Regulatoren als Transkriptionsfaktoren
bezeichnen. Der Response-Regulator kann entweder als Aktivator oder Repressor
die Expression der Zielgene regulieren. Die Inaktivierung des Response-Regulators
erfolgt durch Dephosphorylierung, welche vom Response-Regulator selbst, durch
die zugehorige Histidin-Kinase oder einer externen Aspartat-Phosphatase

katalysiert wird.
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Zweikomponentensysteme sind auch in Pilzen zu finden, wobei diese zusatzlich
iber ein Histidin-enthaltenes Phosphotransferprotein (HPt factor) verfiigen. A.
nidulans besitzt 15 Histidin-Kinasen (HKs), vier Response-Regulatoren und ein

Phosphotransferprotein (HPt) (Abbildung 27).

Type D Motif Information

PAC

K AN5296.3 (TesA) )OI Z0%- Fos-1
transmembrane
K ANI1800.3 (TesB) Sinlp
AN9008.3 (FphA) Phytochrome
AN3102.3 Phk1/2
PAC PAC
HK AN3IOL3  ———{(masjO (s} O (THED—— 02 Phk3
. HAMP i
* AN4479.3 I HH—A - Ao CaNik1
AN7945.3
AN2363.3 AN2581.3 _ )
AN3214.3 AN4113.3 ~aD>——IHI- 402
AN4447.3 AN4818.3
AN6820.3 AN9048.3
HPt AN2005.3 (YpdA) —<E>—
* AN7697.3 (SskA) ZoW Ssklp
¥ AN3688.3 (SrrA) Skn7p
RR
AN7572.3 (SrrB) —{ras} STKe LW Rim15p
AN4134.3 (Srr()

Abbildung 27: Schema der Elemente der A. nidulans Zweikomponentensysteme A. nidulans
besitzt 15 Histidin-Kinasen, vier Response-Regulatoren und ein Phosphotransferprotein (HPt). Die in
dieser Arbeit ndher betrachteten Histidin-Kinasen AN5296 (TcsA), AN1800 (TcsB) und AN4479
(NikA) und die untersuchten Response-Regulatoren AN7697 (SskA) und AN3688 (SrrA) sind mit
roten Sternen gekennzeichnet (verandert nach (Hagiwara et al., 2007a)).

2.1. Deletionen von Histidin-Kinasen und Response-Regulatoren

Um die Auswirkung der AMPs auf die Zweikomponentensysteme von A. nidulans zu
untersuchen, erhielten wir vom Fungal Genetics Stock Center (FGSC; Kansas City,

Missouri, USA; www.fgsc.net) zu 14 der HKs die jeweiligen Deletionsstimme

(Abbildung 28).
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* WT S0451 AAN2363 AAN2581 AAN3101 AAN3214

AAN4479 AAN1800

AAN4113 AAN4447 % (AnikA) AAN4818 % (AtcsB)

AAN5296

% (AtcsA) AANG6820 AAN7945 AAN9008 AAN9048

Abbildung 28: Wachstum der Histidin-Kinase-Deletionsstimme auf Minimalmedium mit den
jeweilig bendtigten Zusidtzen. Der Wildtypstamm und die spater genauer betrachteten
Deletionsstamme sind rot markiert und mit einem roten Stern versehen. Der A. nidulans
Wildtypstamm SO0451 generiert weifse Sporen. Die jeweiligen Zielgene wurden durch homologe
Rekombination mit dem Auxotrophiemarker PyrG4 ersetzt (FGSC; Kansas City, Missouri, USA). Der
Stamm AnikA zeigt ein stark vermindertes Wachstum, generiert aber immer noch Sporen. Die
iibrigen Deletionsstdmme zeigen keinen Phéanotyp.

Der Ausgangsstamm aller Deletionsstaimme ist der Stamm A. nidulans S0451,
welcher weifde Sporen und unter anderem eine pyrG Auxotrophie besitzt. Die
jeweiligen Zielgene wurden mittels homologer Rekombination durch den
Auxotrophiemarker pyrG4 (Oakley et al, 1987) ersetzt. Der Marker kodiert fiir die
Orotidin-5’-phosphatdecarboxylase und dient der Pyrimidinbiosynthese. Somit sind
die Deletionsstaimme nicht mehr auf die Zugabe von Uracil und Uridin in das

Wachstumsmedium angewiesen.

Fir die Deletionen der Response-Regulatoren erhielten wir vom FGSC
Deletionskassetten mit etwa 1kb genspezifische flankierende Sequenzen, die das

Zielgen gegen den Auxotrophiemarker pyrG4/ (Oakley et al., 1987) durch homologe
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Rekombination austauschen. Die Deletionskasseten wurden zunachst mit Hilfe der
mitgelieferten Oligonukleotide amplifiziert und mittels Protoplastentransformation
in den A. nidulans Stamm S0451 integriert. Durch die Integration der
Deletionskassette verlieren positive Transformanten die pyrG Auxotrophie und
benodtigen im Gegensatz zum Ausgangsstamm SO0451 keine Zugabe von Uracil und
Uridin ins Medium. Um die generierten Deletionsstdimme zu verifizieren wurde
sowohl vom Wildtypstamm S0451 als auch von den jeweiligen Transformanten
genomische DNA gewonnen und eine PCR zur Kontrolle durchgefiihrt. Es wurden
Oligonukleotide gewahlt, die im pyrG und in der stromabwarts gelegenen Region
binden. Somit konnten die Stimme selektioniert werden, die das pyrG vermeintlich
an der richtigen Stelle des Genoms integriert haben. Als weitere Kontrolle einer

gelungenen Integration wurden Southern Blots durchgefiihrt.

2.1.2 Funktionsanalyse des Response - Regulators SrrA

Um die erfolgreiche Integration der pyrG4 Deletionskassette an Stelle des srrA-Gens
nachzuweisen, wurde eine spezifische Sonde gewahlt. Diese Sonde unterscheidet
zwischen dem Ausgangsstamm und den daraus entstandenen Deletionsstimmen,
indem sie sich in der stromaufwarts gelegenen linken Flanke (left border = LB)
befindet und nach der Restriktion der genomischen DNA mit den Enzymen Xhol und
Xbal an die Zielsequenz bindet. Die Bande des Ausgangsstammes SO451 um das Gen
srtA hat eine Grofe um 4,7 kb. Die Bande der vermeintlich richtigen
Deletionsstaimme ca. 1,7 kb.

Die genomische DNA wurde iiber Nacht mit Xhol und Xbal geschnitten, am
folgenden Tag in einem 1 %iges Agarosegel aufgetrennt und auf eine positiv
geladene Nylonmembran tibertragen. Die Sonde wurde mittels PCR amplifiziert und
mit DIG-markierten Basen markiert. Die homologe Integration konnte anschlieféend
mittels Southern Blot bestatigt werden. Der entstandene Deletionsstamm zeigt ein

verlangsamtes Wachstum, eine rétliche Farbung und weifse Sporen (Abbildung 29).
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a)
4,7kb
Sonde
Xhol Xbal B < 47kb
1 1
LB srrA RB 50451
. € 1,7kb
AsrrA
LB L YIG RB AN3688
Xhol Xhol Xbal c) WTS0451 % (AsrrA)

. Sonde

1,7 kb

Abbildung 29: Southern Blot zur Verifizierung des AsrrA Deletionsstammes. a) Schema der
homologen Rekombination der pyrG4 Kassette zum Ersetzen des srrA Gens. Angedeutet ist die
Sonde, die sich im left border (LB)- Bereich des Konstrukts befindet. Ebenfalls markiert sind die
Schnittstellen der Restriktionsenzyme Xhol und Xbal und die daraus resultierende Grofie der zu
erwartenden Banden, die bei SO451 bei 4,7 kb und bei der Deletionsmutante bei 1,7 kb liegt. b)
Southern Blot: Anhand der gewdhlten Sonde konnte nachgewiesen werden, dass die
Deletionsstimme AsrrA 10 und AsrrA 16 eine einzige Bande auf der Hohe von 1,7 kb aufweisen. Die
Stamme AsrrA 7 und AsrrA 18 zeigen keine Bande und Stamm AsrrA 14 zeigt neben der 1,7 kb-Bande
zusatzlich Banden auf ungefdhr 3 kb und 4,7 kb. Beim Wildtypstamm S0451 ist eine Bande bei 4,7 kb
erkennbar. c) Vergleich des Wildtyps mit der Deletionsmutante AsrrA 10, die im Folgenden nur noch
als AsrrA bezeichnet wird. Die Deletionsmutante zeigt ein etwas vermindertes Wachstum.

2.1.2 Funktionsanalyse des Response - Regulators SskA

Um die erfolgreiche Integration der pyrG4-Deletionskassette an Stelle des sskA-Gens
nachzuweisen, wurde ebenfalls eine Sonde gewahlt, die sich in der stromaufwarts
gelegenen left border (LB) befindet und nach der Restriktion der genomischen DNA
mit den Enzymen EcoNI und Xhol an die Zielsequenz bindet. Die Bande des
Ausgangsstammes SO451 um das Gen sskA hat eine Grofde um 3,5 kb und die Bande
der vermeintlich richtigen Deletionsstimme von ca. 2,2 kb.

Die genomische DNA wurde iiber Nacht mit EcoNI und Xhol geschnitten, am
folgenden Tag in einem 1 %iges Agarosegel aufgetrennt und auf eine positiv
geladene Nylonmembran tibertragen. Die Sonde wurde mittels PCR amplifiziert und
mit DIG-markierten Basen markiert. Die homologe Integration konnte mittels
Southern Blot bestdtigt werden. Die Deletionsmutante zeigt keinen

Wachstumsunterschied zum Wildtyp SO451 (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Southern Blot zur Verifizierung des AsskA Deletionsstammes. a) Schema der
homologen Rekombination der pyrG4 Kassette zum Ersetzen des sskA Gens. Angedeutet ist die
Sonde, die sich im left border (LB) - Bereich des Konstrukts befindet. Ebenfalls markiert sind die
Schnittstellen der Restriktionsenzyme EcoNI und Xhol und die daraus resultierende Grofde der zu
erwartenden Banden, die bei SO451 bei 3,5 kb und bei der Deletionsmutante bei 2,2 kb liegt. b)
Southern Blot: Anhand der gewdhlten Sonde konnte nachgewiesen werden, dass die
Deletionsstamme AsskA 6, AsskA 10 und AsskA 16 eine einzige Bande auf der Hohe von 2,2 kb
aufweisen. Der Stamm AsskA 9 zeigt keine Bande. Beim Wildtypstamm S0451 ist eine Bande bei 3,5
kb auszumachen. c) Vergleich des Wildtyps mit der Deletionsmutante AsskA 16, die im Folgenden nur
noch als AsskA bezeichnet wird. Die Deletionsmutante zeigt keinen Unterschied zum Wildtypstamm
S0451.

2.2. Microtiter Screening Assays zur Bestimmung der antimykotischen

Aktivitit von Amphotericin B und dem AMP F1

Zur Beobachtung von Wachstumseinschrankungen im Zusammenhang mit AMPs
wurde der Wildtyp SO451 und alle vorhandenen Deletionsstimme mit dem
Redoxfarbstoff Resazurin getestet. Der blaue Farbstoff wird durch metabolisch
aktive Zellen irreversibel zu rosafarbenem fluoreszierendem Resorufin reduziert

und dient somit als Indikator fiir Zellviabilitat.

2.2.1.Vortest zur antimykotischen Aktivitit von Amphotericin B

Zur Voruntersuchung wurden die Staimme mit dem Antimycotikum Amphotericin B
getestet. Amphotericin B wirkt sich auf das Ergosterol in der pilzlichen
Zellmembran und formt Poren, was durch erhohte Membranpermeabilitdt von K*
und somit zum Absterben fiihrt (Brajtburg et al.,, 1990; Finkelstein und Holz, 1973).

AMPs verursachen Poren in der Zellhille von Bakterien, daher ist davon
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auszugehen, dass dies in Pilzen ebenfalls der Fall ist. Diese Vortests waren notig um

die knappen Reserven der vorhandenen antimikrobiellen Peptide zu schonen.

a) b) AN7697 AN3688
Amphotericin B (AsskA) (AsrrA)
[ug/mi] v ) _—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 [ug/ml] HO i i OHO i i
2 2

1: AAN2363 2: AAN2581 3: AAN3101 4: AAN3214 i: Bacitracin
5:AAN4113 6: AAN4447 7:AAN4479 (Anikd) 8: AAN4818 ii: Amphotericin B
9: AAN1800 (AtcsB) 10: AAN5296 (AtcsA) 11: AAN6820 12: AAN7945

13: AAN9008 14: AAN9048

Abbildung 31: Microtiterscreening Assays mit Amphotericin B. Sowohl der Wildtyp A. nidulans
S0451 als auch alle 14 Histidin-Kinase- und beide Response-Regulator - Deletionsstimme wurden
auf ihre Sensitivitit gegeniiber dem Antimycotikum Amphotericin B untersucht. In jede Mulde wurde
die gleiche Sporenanzahl (103 Sporen/ 200ul Medium) pipettiert. Der blaue Indikatorfarbstoff
Resazurin wird durch Zellatmung zum pinkfarbenen Resorufin reduziert. Bleibt eine Mulde blau, ist
keine lebende Zelle vorzufinden. Die Konzentrationen an Amphotericin B, bei denen kein Wachstum
mehr stattfindet, sind mit weiffen Umrandungen gekennzeichnet. a) Ab einer Konzentration von 6,3
pg/ml kommt es beim Wildtyp, der AnikA-Mutante und der AAN9008-Mutante zu keinem Wachstum
mehr. Man findet bei den weiteren Histidin-Kinase Deletionsmutanten geringere Sensitivititen
gegeniiber Amphotericin B. b) Im Vergleich zum Wildtyp zeigen beide Response-Regulator
Deletionen hoéhere Sensitivitat (1,6 pg/ml) gegeniiber Amphotericin B. Zusitzlich wurde die
Sensitivitit gegeniiber Bacitracin getestet, welches in Gram-positiven Bakterien die
Zellwandsynthese hemmt und somit zum Zelltod fiihrt. Hier zeigt sich keine Beeintrachtigung des
Wachstums. Sowohl der Wildtyp als auch alle Histidin-Kinase Deletionen wurden ebenfalls mit
Bacitracin getestet. In keinem der Stimme kam es zur Wachstumsbeeintrachtigung.

Es wurden verschiedene Konzentrationen von 0,8 pg/ml bis zu 100 pg/ml getestet.
Sporensuspensionen aller Mutanten wurden bei einer Konzentration von 10%/10 pl
pro Mulde einer Mikrotiterplatte in Resazurin-Medium gegeben und 16 Stunden bei
37 °C inkubiert. Amphotericin B hemmt das Wachstum des Wildtyps ab einer
Konzentration von 6,3 pg/ml. Die Histidin-Kinase-Deletionen AnikA und AAN9008

zeigen bei der gleichen Konzentration eine Wachstumshemmung. Alle anderen

Deletionsstimme zeigen unterschiedliche Hemmkonzentrationen, was durchaus auf
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eine Korrelation der Zweikomponentensysteme auf Zellhiillstress fiihren lasst
(Abbildung 31). Es wurde neben Amphotericin B auch das Polypeptid-Antibiotikum
Bacitracin getestet, welches bei Gram-positiven Bakterien die Zellwandsynthese
hemmt. Allerdings wurde bei keinem der getesteten Stimme eine

Wachstumshemmung beobachtet.
2.2.2. Antimykotische Aktivitit des antimikrobiellen Peptids F1

In der Literatur sind Zusammenhdnge zwischen den Histidin-Kinasen AnikA, AtcsB,
AtcsA, den Response-Regulatoren AsrrA, AsskA und den Stressantworten auf pH-,
Temperatur-, osmotischen und durch Fungizide verursachten Stress bekannt
(Furukawa et al,, 2005; Hagiwara et al.,, 2007a; Hagiwara et al., 2007b; Miskei et al.,
2009). Diese Deletionsstimme wurden mit dem antimikrobiellen Peptid F1 die
l6sliche Form von Tet009 (Aminosduresequenz: RRWKIVVIRWRR) behandelt,
dessen Aktivitit bereits auf den Wildtyp von A. nidulans untersucht wurde (Mania et
al, 2010).
a) b)

AAN5296 AAN1800 AAN4479 1: AN3688 (AsrrA)

WT S0451 (AtcsA) (AtcsB) (AnikA) 2: AN7697 (AsskA)
- +
1 1 A 1 F1 L 1
Y

e .+ + Peptid ' 1 2 1 2
[ug/ml]
100

50
25

12.5

@O 6.3

3.1

1.6

0.8

Abbildung 32: Microtiterscreening Assays mit dem AMP F1. Sowohl der Wildtyp A. nidulans
S0451 als auch drei Histidin-Kinase- und beide Response-Regulator-Deletionsstimme wurden auf
ihre Sensitivitat gegeniiber dem antimikrobiellen Peptid F1 untersucht. In jede Mulde wurde die
gleiche Sporenanzahl (103 Sporen/ 200 pl Medium) pipettiert. Der blaue Indikatorfarbstoff Resazurin
wird durch Zellatmung zum pink-farbenen Resorufin reduziert. Bleibt eine Mulde blauy, ist keine
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lebende Zelle vorzufinden. Die Konzentrationen an F1, bei denen kein Wachstum mehr stattfindet,
sind mit weiflen Umrandungen gekennzeichnet. Die Sdulen, die mit einem Minus gekennzeichnet
sind, enthalten kein Peptid und dienen als Nachweis der generellen Viabilitit der
Sporensuspensionen. a) Ab einer Konzentration von 6,3 pg/ml kommt es beim Wildtyp und der
AnikA-Mutante zu keinem Wachstum mehr. Man findet bei den beiden weiteren Histidin-Kinase
Deletionsmutanten geringere Sensitivititen gegeniiber F1 (25 pg/ml). b) Beide Response-Regulator
Deletionen zeigen im Vergleich zum Wildtyp die gleiche minimale Hemmkonzentration (MHK) von
6,3 pg/ml. Die beiden linken Saulen zeigen dabei die Sporensuspension ohne F1 Zusatz.

Wiederum wurde der Indikatorfarbstoff Resazurin eingesetzt um die Bioviabilitat
der einzelnen Stimme zu untersuchen und zu vergleichen. Der Wildtypstamm
besitzt genau wie bei den Voruntersuchungen mit Amphotericin B eine minimale
Hemmkonzentration (MHK) von 6,3 pg/ml. Gleiche Ergebnisse zeigen die Stimme
AnikA, AsrrA und AsskA. Atcsa und AtcsB zeigen hingegen eine weit hohere Resistenz

gegeniiber F1 (25 pg/ml).

2.3. Expressionsanalysen F1-induzierter Stimme

Nachfolgend wurden Gene gewahlt, die in Stresssituationen unterschiedlich
exprimiert werden (Hagiwara et al.,, 2009; Miskei et al., 2009; Ruger-Herreros et al.,
2011) und quantitative Real-Time RT Expressionsanalysen durchgefiihrt. Sowohl
vom Wildtyp als auch von den fiinf Deletionsstimmen wurden Ubernachkulturen
mit exakt 103 Sporen pro ml angeimpft und fiir 16 Stunden bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. Bei der Inkubation liber Nacht wurde nicht auf absolute Dunkelheit
geachtet, so waren alle Kulturen gleichméaf3ig Licht und Dunkel ausgesetzt. Diese
Kulturen wurden aufgeteilt und ein Teil mit jeweils 6,3 pg/ml bzw 25 pg/ml F1 fir
20 Minuten induziert. Nach dieser Behandlung wurde aus allen Kulturen RNA
extrahiert um die Expression zu quantifizieren (Hagiwara et al., 2009). Es wurden
drei biologische und zwei technische Replikate eingesetzt und als Haushaltsgen

wurde H2B (Histon 2 B) verwendet (Hagiwara et al., 2009).
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Abbildung 33: Relative Expression vom F1 stressinduzierten Wildtyp SO451. Es wurden sieben
Gene untersucht, die bei A. nidulans bereits als stressinduzierende Gene bekannt sind (Miskei et al.,
2009; Ruger et al,, 2011). Die Balken auf der linken Seite zeigen die Expression der unterschiedlichen
Gene im nicht induzierten Zustand. Die Balken auf der rechten Seite zeigen die Expression nach einer
20 miniitigen Behandlung mit 6,3 pg/ml F1 an. Hierbei fallen nur zwei Gene auf, die einen
signifikanten Unterschied zwischen nicht induziertem und induziertem Zustand aufzeigen. AN8339
ist ein durch Licht induziertes Gen (Ruger et al, 2011) und zeigt eine hohe Expression im nicht
induzierten Zustand. Durch F1 Induktion sinkt die Expression auf ein Drittel. Eine etwa 6,8-fache
hohere Expression im nicht induzierten Zustand im Vergleich zum induzierten Zustand zeigt das Gen
AN2792, welches ebenfalls durch Licht induziert wird (Ruger-Herreros et al, 2011). Beide Gene
werden ebenfalls bei Fludioxonil Stress reguliert (Hagiwara et al., 2009b).

Die Ergebnisse der ersten Expressionsanalysen zeigen zwei Gene auf, die im nicht
induzierten Zustand eine hohere Expression aufweisen als im induzierten Zustand.
Diese Gene werden fiir weitere Expressionsanalysen der Deletionsstimme
eingesetzt. Die Induktion erfolgt gemafd der MHKs der verschiedenen Stamme. So
wurden bei den Deletionsstimmen AtcsB und AtcsA sowohl die Konzentration von
6,3 pug/ml als auch 25 pg/ml F1 eingesetzt. Alle Deletionsstamme haben die hohe
basale Expression der beiden untersuchten Gene im nicht induzierten Zustand
verloren und zeigen sowohl im nicht induzierten als auch im induzierten Zustand

die gleiche Expression wie der Wildtyp im induzierten Zustand.
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Abbildung 34: Relative Expression vom F1 stressinduzierten Wildtyp SO0451 und fiinf
Deletionsstimmen. Die pinkfarbenen Balken zeigen die Hohe der Expression im nicht induzierten
Zustand an. Hellblau (6,3 pg/ml) und dungelblau (25 pg/ml) zeigen die Expression nach 20
miniitiger Expression mit F1 an. a) Das im Wildtyp etwa dreifach héher regulierte Gen AN8339 im
nicht iduzierten Zustand zeigt in allen Deletionsstimmen sowohl im nicht induzierten als auch
induzierten Zustand keine erh6hte Regulation. Die Expressionen liegen in beiden Zustanden auf dem
Level des induzierten Wildtyps. b) Auch die etwa 6,8-fach hohere Expression des Gens AN2792 im
nicht induzierten Wildtyp ist in allen Deletionsstimmen verloren gegangen.

Kapitel 3

Funktionalisierung der Sporenoberfliachen von A. nidulans

Durch die Koppelung antimikrobieller Peptide ist es gelungen technische
Oberflachen zu funktionalisieren. Hier wird in einem weiteren Schritt die nattirliche
Oberflache einer Spore verandert. In der Biotechnologie sind an Zelloberflachen
gekoppelte Peptide und Proteine schon seit Mitte der 1980er Jahre von Interesse
(Smith, 1985). Damals wurden Peptide und kleine Proteine zusammen mit dem PIII
Protein eines filamentésen Phagen exprimiert. Mittlerweile werden zu
unterschiedlichen Zwecken Proteine an Zelloberflaichen gebunden, zum Beispiel als
Ganzzell-Biokatalysator zur Biodegradation von Pestiziden (Richins et al., 1997).
Sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien und Hefen werden
mittlerweile zur Exponierung von Peptiden und Proteinen an Zelloberflachen

genutzt (Lee et al., 2003).

Um Enzyme an Sporenoberflichen von A. nidulans zu exprimieren, sollten diese an
das  Hydrophobin = RodA  fusioniert = werden. RodA  besitzt einen
Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-)Anker und ist an der Sporenoberfliache
verankert (de Groot et al., 2009).
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3.1. Funktionalisierung von RodA mit Enzymen

Bei RodA handelt es sich um eines der Hydrophobine in A. nidulans, das fir die
Rodlet-Struktur auf der Sporenoberfldache verantwortlich ist. RodA besitzt einen sehr
starken natiirlichen Promotor, ein Signalpeptid (SP) und einen GPI-Anker. Die
Enzyme, die an das RodA gekoppelt werden, sind eine Mutanase (MutA) und eine

Glukose-6-Phosphat-Isomerase (SwoM).
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Abbildung 35: Schematische Darstellung der Vektoren zur Enzymexpression an den
Sporenoberflachen. Der Vektor enthélt zur Selektion in E. coli ein Ampicillin-Resistenzgen (gelber
Pfeil) und ein pyr4 Markergen (hellblauer Pfeil) als Auxotrophiemarker zur Selektion in A. nidulans.
Mit hellgriin markiert ist die 1056 bp grofie Sequenz, die den natiirlichen Promotor und das
Signalpeptid enthalt, und das Gen fiir rodA (528 bp). a) MutA ist ein 1293 bp langes Gen (lila Pfeil),
welches fiir das Enzym Mutanase kodiert. b) Das Enzym ist in der Lage das Polysaccharid Mutan o-
1,3-glykosidisch zu Glukose zu spalten. c) Das Gen swoM (1714 bp), das fiir die Glukose-6-Phosphat-
Isomerase kodiert, ist als dunkelblauer Pfeil dargestellt. d) Die Glukose-6-Phosphat-Isomerase kann
in einer umkehrbaren Reaktion Glukose zu Fruktose invertieren. e) Modell einer Sporenoberflache
mit Rodlet-Strukturen (griin) und angekoppelten Glukose-6-Phosphat-Isomerasen. Da die Vektoren
mit dem A. nidulans Wilttyp TN02A3 transformiert werden, komkurriert das modifizierte RodA mit
dem natiirlichen RodA.
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Mutanase spaltet das Polysaccharid Mutan a-1,3-glykosidisch in Glukoseeinheiten.
Die Glukose-6-Phosphat-Isomerase ist in der Lage Fruktose in Glukose und
andersherum zu invertieren. Beide Gene stammen aus A. nidulans und wurden via
PCR aus der DNA des Wildtypstammes TN02A3 amplifiziert. Sie wurden zwischen
eine etwa 1000bp lange Sequenz, die den natiirlichen rodA-Promotor (nProdA) und
das Signalpeptid (SP) enthdlt, und rodA kloniert (Abbildung 35). Dabei werden die
enzymkodierenden Gene gegen das RFP des Ausgangsvektors pTT07 (Throm, 2011)
getauscht. Die Vektoren wurden mit dem A. nidulans Wildtyp TNO2A3 transformiert
und durch den Auxotrophiemarker pyr4 selektioniert. Die Transformanten sind
nicht mehr auf die Zugabe von Uracil und Uridin ins Wachstumsmedium
angewiesen. Die Integration ins Genom wurde mittels PCR nachgewiesen. Beide
Transformanten zeigen keine Wachstumsunterschiede im Vergleich zum Wildtyp.
Allerdings hat der Stamm MutA-RodA-Stamm weifde Sporen, was auf eine
ektopische Integration in ein Gen der Pigmentbiosynthese hindeutet. Die
Sporenoberflichen beider Transformanten wurden mittels Rasterkraftmikroskopie
(AFM = engl. atomic force microscopy) auf den Einflufs der Enzymkoppelung an RodA
auf die Rodlet-Struktur untersucht. Hierbei werden die Wechselwirkungen zwischen
einer die Probe zeilenweise abrasternden Sonde und der zu untersuchenden
Oberflache aufgezeichnet (Binning et al, 1986). Die Aufnahmen, bei denen es
moglich ist eine atomare Auflésung zu erzielen und somit einzelne Atome
abzubilden (Wintterlin et al,, 1989), wurden im Institut fiir Nanotechnologie (INT,
KIT Campus Nord) von Paul Vincze durchgefiihrt. Mittels spezieller Software
konnen die Daten als Bildkontrast dargestellt werden. Fiir die Untersuchung der
Oberflachen wurde der tapping mode verwendet, bei der die Sonde, auch cantilever
genannt, in Schwingung versetzt wird und dabei nur kurzzeitig die Oberflache
beriihrt (Zhong et al., 1993). Im Amplitudenbild wird der Ausschlag der Spitze durch
den Detektor aufgezeichnet, d. h. die Oberflache abgebildet. Es wird ein 750 nm?
Bild dargestellt, wobei bei allen Stammen die Rodlet-Struktur sichtbar ist
(Abbildung 36 b). Zum Vergleich der Unterschiede in der Rodlet-Struktur wurden
jeweils elf Rodlets von zwei Sporen pro Stamm berechnet und als Graphik

dargestellt (Abbildung 36 c). In der H6he und der Breite der Strukturen ist dabei
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kaum ein Unterschied erkennbar. Die Rodlets des Wildtypstammes sind etwas
langer als in den beiden Transformantenstimmen, was man in den
Amplitudenbildern erkennbar ist. Um die Biindelung der Rodlets zu untersuchen
wurden von elf Strangen auf zwei Sporenoberflichen die Anzahl der Rodlets
ausgezahlt und der Mittelwert gebildet. Dabei befinden sich im Wildtyp im
Durchschnitt 8,6 Rodlets in einem Biindel. Bei den Transformanten sind weniger
Rodlets pro Biindel. RodA_MutA-Strange umgreifen etwa 6,8 Rodlets und
RodA_SwoM hat 5,1 Rodlets pro Biindel.

WT TNO2A3 RodA_MutA

RodA_SwoM

a)

b)

) 0

um

Hohe Lange Breite Biindelung

Abbildung 36: Analyse der Rodlet-Strukturen. a) Wachstum des Wildtyps TN02A3 im Vergleich zu
den Stimmen RodA_MutA und RodA_SwoM: Der Stamm RodA_MutA zeigt weifRe Sporen, was auf eine
Integration in ein Gen der Pigmentbiosynthese hindeutet. b) AFM-Aufnahmen der
Sporenoberflachen: Die Oberfliche der Sporen wurde mit einer Sonde (cantilever) abgetastet und
mittels eines Auswertungsprogrammes graphisch dargestellt. Das Amplitudenbild stellt ein Abbild

64



[II Ergebnisse

der Oberflache dar. Bei allen Stimmen sind die Rodlet-Strukturen erkennbar, wobei die Rodlets bei
den Transformanten kiirzer sind. Auch die Stringe der gebiindelten Rodlets wirken bei den
Transformanten schmaler. c) Auswertung der AFM-Aufnahmen: Es wurden jeweils elf Rodlets auf
zwei Sporen pro Stamm ausgewertet. Sowohl bei der Hohe als auch bei der Breite der einzelnen
Rodlets ist im Durchschnitt kaum ein Unterschied messbar. Die Rodlets des Wildtyps sind im
Durchschnitt 194nm lang, die der Transformanten sind kiirzer (RodA_MutA: ca. 135 nm;
RodA_SwoM: ca. 110 nm), was auf den AFM Aufnahmen ebenfalls erkennbar ist. Auch die Anzahl der
Rodlets pro Strang ist in den Transformanten geringer (WT: ca. 8,6 Rodlets; RodA_MutA: ca. 6,8;
RodA_SwoM: 5,1).

3.2 Substratherstellung zur Aktivititsbestimmung der Mutanase

Um die Aktivitit der an das Hydrophobin angebundene Mutanase MutA zu
untersuchen, musste zundchst Mutan hergestellt werden. Mutan ist ein a-1,3-
glykosidisch verkniipftes Polysaccharid, welches kommerziell nicht erhéltlich ist. Es
wird unter anderem von Streptococcus mutans produziert, der es als Adharens zum
Anheften an den Zahnschmelz nutzt und dort einen Biofilm bildet (Koga et al,
1983). Zur Mutanherstellung wurde S. mutans in 500 ml speziellem
Wachstumsmedium (Hirn-Herz-Glucose Bouillon; Roth, Karlsruhe) {iber 24 Stunden
bei 37 °C schiittelnd kultiviert. In dieser Zeit werden Glucosyltransferasen gebildet,
die sich nach Abzentrifugation der Bakterienzellen im Uberstand befinden. In der
Mundhohle werden zuckerhaltigen Getranke und Lebensmittel durch dieses Enzym
zu Mutan umgewandelt. Im Labor wurde der Glucosyltransferase-enthaltende
Uberstand mit 500 ml einer sechsprozentigen Saccharoselésung fiir 24 Stunden bei
37°C schiittelnd inkubiert (Wiater et al, 1999). Das daraus entstandene Mutan
wurde abzentrifugiert und gefriergetrocknet (60 mg). Es wurden 10 mg Mutan
abgewogen, in 1 ml 50 mM Natriumacetatpuffer (pH = 5,5) gelost, 2 Stunden bei 37
°C quellen gelassen und der Uberstand nach einer zweiminiitigen Zentrifugation fiir
weitere Versuche genutzt. Mittels Glukose-Messstreifen fiir Diabetiker aus der
Apotheke (Diabur-Test® 5000, Roche) wurde in einem ersten Schnelltest
untersucht, ob sich in dem Mutan-Gemisch Glukose befindet. Auf den Streifen
befinden sich zwei Enzyme und ein farbloser Farbstoff. Glukose wird zunachst mit
Hilfe der Glukoseoxidase (GOD) zu Glukonolacton oxidiert, wobei
Wasserstoffperoxid (H202) entsteht. Das H202 wird durch eine Peroxidase zu zwei
Wassermolekiilen reduziert und der Farbstoff oxidiert. Je nach Hohe der

Glukosekonzentration zeigt sich eine starker werdende Blaufirbung. Die Mutan-
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Losung zeigt keine Blaufarbung, das heifst es ist keine Glukose enthalten. (Abbildung

37).
a)
neg. 0,1 0,25 0,5 1 2 3 o
68 (149 @8 (56 (1) (167 (5;3)
(mmol/L)
% = g/dL.
Diabur-Test® 5000, Roche
b) 4 ) 4 d) 4
neg 0.1 neq. 0,1 5%
(5,6) (5,6) (278)

50 mM Na-Acetat Mutan [10 mg/ml] 5% Glukose Losung

Abbildung 37: Nachweis der Reinheit der
Mutan-Losung. a) Farbskala der
nachweisbaren Glukosekonzentrationen mit
dem Diabur-Test® 5000 (Roche): Hierbei
wird Glukose durch die Glukoseoxidase
(GOD) zu Gluconolacton oxidiert, H0:
(Wasserstoffperoxid) wird gebildet. Eine
Peroxidase reduziert H;0, zu zwei
Wassermolekiilen, dabei kommt es bei einem
zunachst farblosen Stoff zum Farbumschlag
proportional zur Menge der Glukose. b)
Negativkontrolle: 50 mM Na-Acetatpuffer pH
5,5, ¢) 10 mg Mutan/ml 50 mM Na-Acetat-
Puffer, d) Positivkontrolle: 5% Glukose
Losung: Die Glukose-Teststabchen
(schwarzer Pfeil) wurden dabei gegen die
Farbskala gehalten fotografiert. Sowohl bei
der Negativkontrolle als auch bei der Mutan
Losung kommt es nicht zum Farbumschlag,

was das Fehlen von Glukose beweist

(Winandy, 2012).

3.3. Untersuchungen der Enzymaktivitit von MutA und SwoM

Das Enzym Mutanase hydrolisiert a-1,3-glykosidische Bindungen, somit wird das
Polysaccharid Mutan in Glukosebausteine zerlegt. Die Glukose-6-Phosphat-
Isomerase kann Fruktose in einer umkehrbaren Reaktion zu Glukose umwandeln.
Infolgedessen wurde, um die Enzymaktivitit zu bestimmen, ein Glukosenachweis
durchgefiihrt (Glucose (GO) Assay Kit; Sigma-Aldrich, Seelze). Das Prinzip des
Nachweises entspricht den bereits verwendeten Glukose-Messstreifen. Wiederum
wird Glukose durch ein Enzymgemisch aus Glukoseoxidase und Peroxidase
umgesetzt. Hierbei entsteht ein pinker Farbstoff, der bei 540 nm photometrisch
nachgewiesen werden kann. Es wird zunachst eine Eichgerade erstellt, durch deren

Steigung die Glukosekonzentration berechnet werden kann.

Um die Enzymaktivitit auf der Sporenoberfliche der Transformanten zu
bestimmen, wurden zunachst Sporensuspensionen hergestellt und ausgezahlt. 300
ul einer Sporensuspension (108 Sporen/ml) wurden mit 100 pl einer Zuckerlésung

(Mutan 2 mg/ml; Fructose 10 mg/ml) fiir eine Stunde bei 30-80 °C inkubiert um das
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Temperaturoptimum zu bestimmen. Als Standard wurden ebenfalls TNOZ2A3
Wildtypsporen gemessen. Aus der gemessenen Glukosekonzetration [pg/ml] wurde

die Stoffmengenkonzentration (Molaritit [mol/l]) der gemessenen Glukose

bestimmt.
a)
60
g
‘:; 40
- = MutA
2 20 =¢=SwoM  Abbildung 38: Enzymaktivititstests auf
den Sporenoberflichen der Trans-
0 formanten. Mit Hilfe des Glucose (GO)
30 40 50 60 70 80 Assay Kits (Sigma-Aldrich, Seelze) wurde
T [°C] die aus Mutan bzw Fruktose gebildete
Glukosemenge bestimmt. Daraus wurde
b) die Glukose - Stoffmengenkonzentration
60 errechnet. 100pl einer Zuckerlosung
§ (Mutan 2mg/ml; Fruktose 10mg/ml)
= 40 wurden mit 300pl einer Sporensuspension
S Muta  ZY unterschiedlichen Bedingungen
§ 20 inkubiert. Zum Vergleich wurden auch
®SwoM  ijldtypsporen  gemessen und  die
0 umgesetzte Glukose-Menge abgezogen. a)
107 2%107 4*107 6*107 8*107 108 Das Temperaturoptimum liegt bei beiden
an die Sporenoberfliche gekniipften
Sporenanzahl / ml Enzymen bei 70°C. b) Es ist eine
proportional aufsteigende Enzymaktivitat
c) 50 zur Sporenkonzentration zu erkennen. c)
Beim Temperaturoptimum von 70°C
o 40 wurde die Wirkung unterschiedlicher pH-
E 30 Werte auf die Enzymaktivitit untersucht.
El MutA hat ein pH-Optimum von pH 5,5 und
; 20 =~MutA  SwoM bei pH 7,5. Beides entspricht den
= 10 -=-SwoM  Literaturwerten (Gaikwad und Deshpande,
1992; Wiater und Szczodrak, 2002).
0
35 45 55 65 75 85

Bei beiden Stimmen liegt das Temperaturoptimum bei 70 °C. Nun wurden bei
dieser Temperatur steigende Sporenkonzentrationen (107 bis 108 Sporen/ml) auf
ihre Enzymakitvitit gemessen. Dabei konnte eine Proportionalitit der
Sporenkonzetration zur Enzymaktivitat festgestellt werden. In einem letzten Schritt

wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymaktivitidt gemessen. Dies geschah
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wiederum beim Temperaturoptimum von 70 °C und mit 108 Sporen/ml. Dabei
konnte bei SwoM (Glucose-6-Phosphat-Isomerase) ein pH-Optimum von pH 7,5 und
bei MutA (Mutanase) ein Optimum bei pH 5,5 beobachtet werden. Beides entspricht
den Literaturangaben (Gaikwad und Deshpande, 1992; Wiater und Szczodrak,
2002).
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Kapitel 1
Oberflachenfunktionalisierung mittels rekombinanter Hydrophobine

1.1. Expression rekombinanter antibakterieller Hydrophobine in E. coli

Hydrophobine sind eine Klasse von oberflachenaktiven Proteinen, die in der Lage
sind sehr strapazierfahige Monolagen zu bilden. Besonders Klasse I Hydrophobine
zeichnen sich durch die Stabilitat ihrer gebildeten Polymere genannt Rodlets aus, die
nur durch starke Sduren gelost werden kénnen (Linder et al, 2005; Vries et al,
1993; Wessels et al, 1991). Die Gewinnung dieser Proteine aus ihren
Ursprungsproduzenten erwies sich als schwierig und wenig ertragreich
(Scholtmeijer et al, 2001). Erst im Jahr 2006 gelang es das Klasse I Hydrophobin
EAS rekombinant in E. coli zu exprimieren (Kwan et al., 2006). Dies geschah um die
Kirstallstruktur des Hydrophobins darstellen zu kénnen. Es folgte die Expression
der Klasse I Hydrophobine DewA aus A. nidulans als auch Hyd2 aus Beauveria
bassiana in E. coli (Kirkland und Keyhani, 2010; Wohlleben et al, 2009). Die
Uberexpression gelang bei allen Hydrophobinen nur als Fusionskonstrukt und der
daraus folgenden Aufreinigung aus Einschlusskoérperchen (inclusion bodies) (Kwan
et al., 2006; Wohlleben et al., 2009; Kirkland und Keyhani, 2010). Rekombinante
Fusionsproteine von Hyd2 und DewA wurden zu Oberflaichenbeschichtungen
genutzt und dabei festgestellt, dass sich auch diese Hydrophobine auf Oberflachen
anlagern (Wohlleben et al., 2009; Kirkland und Keyhani, 2010; Rieder et al., 2011).
Zur Expression von DewA wurde von der BASF SE eine Synthase (YaaD) und ihre
auf 40 Aminosduren verkiirzte Version (YaaD*) aus B. subtilis N-terminal an das
Hydrophobin geheftet und das Produkt H* Protein A bzw H* Protein B genannt
(Wohlleben et al, 2009). Damit gelang die Produktion des Hydrophobins im
Kilogramm-Maf3stab (Wohlleben et al., 2009). Eine heterologe Expression von DewA
ohne Fusionspartner konnte in  Hypocrea jecorina (im  sexuellen

Entwicklungsstadium befindliche Form von T. reseei) durchgefiihrt werden (Schmoll
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et al, 2010). Ein Vergleich der Kontaktwinkeldaten der mit H* Protein A, H* Protein
B und DewA ohne Fusionspartner beschichteten Oberflachen zeigt keinen Einfluss
des Fusionspartners auf die Beschichtung (Rieder, 2012; Schmoll et al, 2010). Die
Expression von H* Protein B konnte in dieser Arbeit mit Hilfe des im Labor der

BASF SE erlernten Protokolls erfolgreich durchgefiihrt werden.

Zur Vermeidung der initialen Anheftung bakterieller Biofilme wurden mit H*
Protein A und H* Protein B beschichtete Oberfldchen untersucht. Mit dem Ergebnis,
dass keine antibakterielle Wirkung festgestellt werden konnte (Rieder et al., 2011;
Rieder, 2012). Auf Grund dessen sollten Peptide eingesetzt werden, die
antibakteriell aktiv sind, wenn sie an Oberflaichen angehaftet sind (Hilpert et al,
2009). Zum Screening solcher kurzer kompetenter Peptide wurde von Hilpert et al.
(2005) ein Verfahren entwickelt, das in einem grofden Durchsatz
Aminosauresequenzen eines antimikrobiellen Peptides verdndert und direkt auf
ihre Aktivitat testet. Diese antimikrobiellen Peptide sollen N-terminal an die
verkurzte Synthase des H* Protein B fusioniert werden. Eine solche Modifizierung
und Uberexpression wurde bereits mit adhisiv wirkenden Peptiden durchgefiihrt,
mit dem Ziel eine Adhdsion mesenchymaler Stammzellen auf Oberflaichen zu
erh6hen um dies spater bei Implantaten einsetzten zu konnen (Boeuf et al., 2012;
Throm, 2011). Bei den eingesetzten Peptiden handelte es sich um RGD (drei AS) aus
Fibronektin und der globuldaren Doméne LG3 (12 AS) aus dem humanen Laminin-5
(Throm, 2011; Boeuf et al, 2012). Die Insertion der Peptide geschah durch
Primerligation und Klonierung in das pBASF 2 Plasmid iiber EcoRI- und Ncol-
Schnittstellen (Throm, 2011; Boeuf et al, 2012; Kapitel V 4.3.). Das gleiche
Verfahren sollte fiir die Fusion antimikrobieller Peptide an H* Protein B eingesetzt
werden. Hierbei konnte keine erfolgreiche Klonierung durchgefiihrt werden, was
darauf hindeutet, dass der verwendete Promotor auch ohne Induktion durch IPTG
aktiv ist und eine Expression des antibakteriellen Fusionskonstrukts stattfindet.
Erfolgreich transformierte Bakterienzellen werden daher durch die antibakterielle
Wirkung abgetotet. Zur Vermeidung der frihzeitigen Expression eines toxischen

Proteins gibt es verschiedene bekannte Ansdtze. Ein erfolgreiches System der
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Proteinexpression in E. coli beruht auf der RNA-Polymerase des T7 Bakteriophagen,
die selektiv nur ihre eigenen Promotoren bindet und somit zur heterologen
Proteinexpression eingesetzt werden kann (Studier und Moffatt, 1986). Eine
Expressionskassette der T7 Polymerase wurde dabei in das Genom des Bakteriums
integriert und unter die Kontrolle des lacUV5 Promotor gesetzt, der durch IPTG
induzierbar ist. Es kommt allerdings zu einer geringen aber standigen Expression
der T7 Polymerase, die zum Beispiel durch das Einsetzen von Lysozym inhibiert

werden kann (Dubendorff und Studier, 1991; Saida et al., 2006; Studier, 1991).

In dieser Arbeit wurde zur Vermeidung der friihzeitigen nicht induzierten
Expression des Fusionshydrophobins der Stamm E. coli M15 eingesetzt. Dabei
handelt es sich um ein von Qiagen (Hilden) entwickeltes System toxische Proteine
exprimieren zu kénnen. M15 enthalt das multicopy Plasmid pREP4, welches einen
lac Repressor konstitutiv exprimiert und somit die frithzeitige Expression der RNA-
Polymerase verhindert. Durch Induktion mit IPTG wird der lac Repressor inaktiviert
wodurch die Proteinexpression beginnen kann. Der Vektor pBASF2, welcher zur
Expression von H* Protein B dient, stammt dem pQE60 Plasmid von Qiagen ab, das
den T5 Promotor tragt. Dieser Promotor wird ebenfalls von der T7 RNA -
Polymerase erkannt. Durch den Einsatz des Stammes M15 konnte zwar ein
korrekter Vektor mit Tet009 N-terminal fusioniert an H Protein B konstruiert
werden, allerdings kam es zu keiner Proteinexpression. Das Fusionskonstrukt ist

demzufolge nach Induktion der Expression toxisch fiir den E. coli Stamm.

Antimikrobielle Peptide werden auf Grund ihrer antibakteriellen Aktivitit vor allem
synthetisch hergestellt. Allerdings gibt es auch immer mehr Ansatze diese heterolog
zu exprimieren (Li und Krumholz, 2009; Moore und Ingham, 2007). In allen Fallen
werden Fusionen mit anderen Proteinen genutzt um die antibakterielle Aktivitdt zu
maskieren. Das am haufigsten eingesetzte Protein zur Fusion ist Thioredoxin (Li und
Krumholz, 2009), welches benutzt wird um die Bildung von Einschlusskérperchen
zu verhindern und Proteine aus dem Cyoplasma aufreinigen zu konnen (LaVallie et
al, 1993). Nach einer gelungenen Expression wird das Peptid abgespalten. Ein

erfolgreiches System stellt dabei die SUMO (small ubiquitin-related modifier) -
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Fusion dar (Butt et al, 2005; Li et al, 2010; Malakhov et al, 2004). Dieses
Fusionsprotein wird durch die Protease SUMO I, die nur die tertidre Struktur des
Proteins erkennt, abgespalten. Verschiedene antimikrobielle Peptide unter anderem
das menschliche AMP LL-37 wurden tiiber die Fusion mit SUMO exprimiert
(Bommarius et al.,, 2010; Li et al, 2010; Li, 2013). Die in dieser Arbeit eingesetzten
AMPs sind trotz Bindung an Zellulosemembranen aktiv (Hilpert et al., 2009) und
lassen sich trotz einer Fusion mit einem Hydrophobin nicht exprimieren. Aus
diesem Grund wurde GFP eingesetzt um als weiterer Fusionspartner die AMPs
abzuschirmen. Zur Abspaltung der GFP-Schutzgruppe wurde eine TEV - Protease -
Schnittstelle integriert (Kapust et al., 2002). Durch diese Modifikationen konnte nun
ein Fusionsprotein bestehend aus H* Protein B, einem AMP und GFP exprimiert
werden und sowohl im Anschluss mit Anti-His Antikérpern als auch Anti-GFP
Antikoérpern nachgewiesen werden. Auch konnte die GFP-Schutzgruppe durch die
TEV - Protease abgespalten werden. Durch eine Insertion einer weiteren TEV -
Protease - Schnittstelle zwischen dem AMP und YaaD*, konnte man so ebenfalls
antimikrobielle Peptide gewinnen. Vektoren dazu wurden schon konstruiert, aber

bisher nicht getestet.

1.2. Oberflachenbeschichtung und Vermeidung der initialen Biofilmbildung

Technische Oberflachen industrieller Anlagen und medizinischer Gerdte kénnen
durch Biofilmbewuchs erheblich gestért werden. Auch die menschliche Gesundheit
ist durch den Biofilmbewuchs auf medizinischen Geraten gefahrdet. Dabei gilt es die
initiale Anheftung zu verhindern, denn ausgereifte Biofilme mit ihrer schiitzenden
Matrix (EPS = extrazelluldr polymerer Substanzen) zeigen eine erh6hte Resistenz
gegeniiber  UV-Strahlung, Schwermetallen, Sauren, Dehydrierung und
antimikrobiellen Substanzen (Espeland und Wetzel, 2001; Gilbert et al, 2002; Mah
und O'Toole, 2001; McNeill und Hamilton, 2003; Stewart und Costerton, 2001;
Teitzel und Parsek, 2003). Bakterien innerhalb eines Biofilms kénnen eine bis zu
1000fach hohere Resistenz gegeniiber Antibiotika aufweisen (Anderl et al., 2003;
Stewart und Costerton, 2001). Um Oberflichen vor der Anhaftung von

Mikroorganismen zu schiitzen gibt es diverse Ansitze. So wurden natiirliche
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Systeme wie das Blatt einer Lotusblume als Vorbild genommen um besonders
hydrophobe Oberflachen zu generieren und somit Mikroorganismen das Anheften
zu erschweren und das Abwaschen dieser zu erleichtern (Bixler und Bhushan,
2012). Auch die Nutzung von Materialien, die nicht antibiotisch aber antimikrobiell
wirken wie zum Beispiel Silber wurden erprobt (Monteiro et al, 2009).
Immobilisierung von Antibiotika, wie Vancomycin, durch Aufspriihen auf Implantate
zeigt eine Wirkung in vivo bei Ratten gegen MRSA S. aureus (Cevher et al., 2006).
Allerdings fiihrt der tibermafdige Einsatz von Antibiotika zu immer starkeren und
weiter verbreiteten Resistenzen und somit zu einem Teufelskreis. Antimikrobielle
Peptide hingegen zeigen ein grofdes Wirkspektrum bei kaum vorhandener
Resistenzentwicklung (Hancock und Sahl, 2006) und sind daher von grofiem
Interesse zur Vermeidung eines Biofilmbefalls auf Oberflachen. Die Immobilisierung
antimikrobieller Peptide wurde bereits in verschiedenen Formen getestet. So
wurden zum Beispiel Magain I und II (AMPs gefunden auf der Haut des
afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis) und aktive kiirzere synthetische
Derivate mittels verschiedener Spacer auf Oberflichen immobilisiert und deren
Wirkung auf verschiedene Gram-positive und Gram-negative Bakterien untersucht
(Bagheri et al., 2010; Glinel et al., 2009; Haynie et al, 1995; Humblot et al., 2009).
Die Nutzung von Spacern und polymeren Biirsten soll die Verfligbarkeit
immobilisierter Peptide erhéhen. Allerdings konnten Hilpert et al. (2009) zeigen,
dass auch direkt auf Zellulosemembranen aufgebrachte antimikrobielle Peptide
aktiv sind. In diesem Ansatz wurden 122 verschiedene Varianten der AMPs Bac2A
(linearisierte Form von Bactenicin) und Indolicidin direkt auf Zellulosemembranen

synthetisiert und ihre Aktivitat auf P. aeruginosa getestet.

Vier der so getesteten antimikrobiellen Peptide wurden in dieser Arbeit zur
Immobilisierung auf Oberflachen durch eine Hydrophobinbeschichtung untersucht.
Dies stellt den ersten Ansatz dar antimikrobielle Peptide in einem bakteriellen
System zu exprimieren und sofort zur Beschichtung nutzen zu kénnen. Eine direkte
Beschichtung von Oberflachen mit H* Protein B und durch eine Streptavidin Briicke

nachtragliche Anbindung von Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin fiihrte zu

73



IV Diskussion

keiner Hemmung der initialen Anheftung und sogar zu einem stiarker ausgepragten

bakteriellen Biofilm (Rieder, 2012).

Nach der erfolgreichen Produktion der modifizierten Fusionshydrophobine konnten
fortan Oberflichen beschichtet und auf ihre Aktivitit getestet werden. In einem
ersten Ansatz wurden Wells von Microtiterplatten bei 37 °C beschichtet und die
Wirkung auf P. putida getestet. Die Auswertung erfolgte qualitativ optisch und ergab
eine deutlich geringere Ausprdgung eines Biofilms auf Oberflachen, die mit an H*
Protein B angekoppelten AMPs Tet009 und Tet026 beschichtet waren. Bei Tet009
handelt es sich um ein besonders aktives Derivat von Bac2A, welches bei P.
aeruginosa eine Sterberate (Verlust der Lumineszenz) von 85 % + 8 % vermittelt
(Hilpert et al, 2009). Um die antibakterielle Aktivitit von Tet009 zu verbessern
wurden verschiedene Varianten mit den zusdtzlichen Aminosdurenresten Arginin
und Lysin kreiert (Hilpert et al, 2009). Neu angeordnete Peptide, die alle positiv
geladenen Resten am weitesten von der Zellulosemembran entfernt oder in der
Mitte des Peptides aufweisen, flihrten zu einer Reduktion der antimikrobiellen
Aktivitat. Hingegen wurde eine erhohte Aktivitdit beobachtet, wenn sich alle
geladenen Aminosauren am C-Terminus und somit direkt an der Zellulosemembran
befinden. Dies deutet darauf hin, dass hydrophobe Aminosduren direkt exponiert
werden sollten um in den direkten Kontakt mit den Bakterien treten zu kénnen
(Hilpert et al,, 2009), da sie sich somit besser in die Zellmembranen integrieren
konnen. Das so modifizierte Tet026 zeigt auf P. aeruginosa 98 % + 1 % Sterberate.
Die starkere Wirkung von Tet026 auf P. putida kontte optisch nicht bestatigt
werden. Allerdings zeigt diese Methode nicht den Vergleich von noch lebenden zu
bereits abgetoteten Bakterien an. Um die Aktivitit der immobilisierten AMPs auf
den pathogenen Stamm P. aeruginosa zu testen, wurden Versuche im Labor der AG
Overhage (IFG, Campus Nord) durchgefiihrt. Es wurden zwei zusatzliche AMPs
Tet008 und Tet125 an H* Protein B fusioniert und getestet. Tet008 ist ein Derivat
von Bac2A und vermittelt bei P. aeruginosa einen Lumineszenzverlust von 79 % *
7,2 % (Hilpert et al, 2009). Tetl25 hingegen ist ein auf neun Aminosduren

verklrztes Derivat von Indolicidin (in Neutrophilen von Rindern gefunden) und
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induziert einen Lumineszenzverlust von 91 % * 7 % (Hilpert et al., 2009). Spezielle
Maskenobjekttrager mit acht Aussparungen, die beschichtet werden konnen,
wurden genutzt. Beschichtungen erfolgten bei 80 °C, was eine stabilere
Beschichtung als bei 37 °C bewirkt (Rieder et al., 2011). Zur Kontrolle wurden auch
Beschichtungen mit BSA und H* Protein B durchgefiihrt und die Bakterienzellen mit
einer Live/Dead Farbung (Invitrogen) visualisiert. Hierbei wurden lebende Zellen
durch den DNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Syto9 griin angefarbt und DNA
toter Zellen durch Propidiumiodid markiert. Tote Zellen erscheinen rot. Nach einer
ersten optischen Auswertung sind im Biofilmbewuchs der mit BSA, H* Protein B,
Tet008, Tet125 beschichteten und der unbeschichteten Probe kaum ein Unterschied
erkennbar. Hingegen sind auf mit Tet009 beschichteten Oberflaichen nur vereinzelt
Bakterienzellen sichtbar. Tet026 zeigt zwar Biofilmbewuchs an, allerdings sind die
meisten der Zellen rot und somit tot. Auch die Auszdhlung von fiinf Quadraten
zweier Mikroskopiebilder bestitigte diesen ersten optischen Eindruck. Die
Verteilung lebender Zellen auf mit BSA und H* Protein B beschichteten und
unbeschichteten Oberflachen ist gleich und minimal niedriger bei Tet008 und
Tet125 Beschichtungen. Hier ist die Anzahl an toten Zellen etwas hoher. Die
schwache Auswirkung dieser antimikrobiellen Peptide lasst sich im Fall von Tet008
durch die schwachere Wirkung bei Hilpert et al. (2009) erkldren. Tet125 zeigte
jedoch eine hohere antibakterielle Aktivitit gegeniiber P. aeruginosa in den
Beobachtungen von Hilpert et al. (2009). Die schwache Wirkung kénnte mit der
kiirzeren Peptidstruktur zusammenhdngen, die nicht mehr ausreicht um die
bakterielle Zellhiille ausreichend zu storen. Eine Beschichtung mit Tet009 zeigt eine
um etwa 200-fach niedrigere Anzahl lebender Zellen gegeniiber den Kontrollen
(unbeschichtet, mit BSA und H* Protein B beschichtet) und dhnlich viele tote Zellen
wie auch bei Tet008 und Tet125 beobachtet werden konnten. Somit zeigt Tet009
eine beachtliche antibakterielle Aktivitdt im an H* Protein B angehefteten Zustand.
Tet026 zeigt eine etwa sechsfache Verringerung der Lebendzellzahl gegentliber den
Kontrollen, allerdings ist die Anzahl der toten Zellen etwa 1,7-fach héher als die
Gesamtzellzahl der Kontrollen. Dies deutet darauf hin, dass Tet026 zwar Zellen

abtotet, die toten Zellen aber an der Beschichtung hdngen bleiben. Es konnte also
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sein, dass Tet026 zwar Poren in der Zellhiille formt, die Zellen dadurch aber nicht
platzen. Die Wirkungsweise spricht fiir das torodial Modell, wo Poren geformt
werden, die aus den hydrophilen Bereichen der AMPs und Phospholipiden
bestehen. Es wiirde aber auch bedeuten, dass Tet026 abgespaltet wurde und sich
die toten Zellen auf der Hydrophobinschicht ansammeln. Die Wirkungsweise von
Tet009 hingegen spricht fiir das carpet-like Modell, in dem sich AMP auf der
Zellhiille anreichern und durch Oberflaichenspnnung die komplette Zellhiille
zerstoren. Dieses Modell ist ohnehin fiir kurze AMP vorgeschlagen, die nicht in der
Lage sind durch ihre Liange die gesamte Zellmembran zu durchspannen wie beim

barrel-stave Modell (Hancock und Chapple, 1999).

Die Auswirkung immobilisierter Tet009 und Tet026 wurden auch auf Biofilme
Gram-positiver Bakterien untersucht. Hierzu wurde der ebenfalls pathogene Stamm
S. aureus gewahlt. Nach einer Live/Dead Farbung konnten kaum tote Zellen
ausgemacht werden, daher wurden lediglich die lebenden Zellen ausgewertet. S.
aureus Biofilme sind viel schwacher ausgepragt, was bereits mehrfach beobachtet
wurde (personliche Kommunikation Nikola Strempel, IFG, Campus Nord).
Oberflachen mit Tet009 und Tet026 beschichtet zeigen eine um drei- bis vierfach
verringerte Anzahl an lebenden Zellen. Es ist allerdings hierbei kaum ein
Unterschied zwischen Tet009 und Tet026 erkennbar. Die Wirkung der AMPs auf
Gram-positive Bakterien scheint der Wirkung auf Gram-negative Bakterien gleich zu

sein.

Die Fusion von Tet009 an H* Protein B scheint ein effizientes System zum Schutz
der initialen Anhaftung von Biofilmen zu sein, was durch eine dufierst stabile
hydrophobinvermittelte Beschichtung unterstiitzt wird. Zukiinftig konnen durch das
entwickelte System mit der GFP-Schutzgruppe vor dem AMP und H*Protein B
dahinter, unterschiedliche AMPs exprimiert werden und auf ihre antimikrobielle

Wirkung hin getestet werden.
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Kapitel 2

AMP-Stressantwort in A. nidulans

Die Wirkung natiirlicher antimikrobieller Peptide auf Pilze wurde in diversen
Arbeiten untersucht, wobei keine generelle Wirkungsweise auf die pilzliche Zelle
festgestellt werden konnte (van der Weerden et al, 2013). Um die fungizide
Wirkung des kurzen synthetischen Peptides F1 (die geloste Form von Tet009) auf
filamentose Pilze zu untersuchen, wurde der Modellorganismus A. nidulans
eingesetzt. Untersuchungen der Wirkung anderer kurzer synthetischer Peptide auf
filamentose Pilze und Hefen zeigten, dass diese die Zellhiille durchqueren und Ziele
innerhalb der Zelle angreifen (Lopez-Garcia et al,, 2002; Munoz et al., 2013; Mufioz
et al., 2012). Dabei handelt es sich beispielsweise um das AMP PAF26 (RKKWFW),
welches synthetisch hergestellt wurde und die grofite antifungale Aktivitat gegen P.
digitatum zeigte, aber auch wirksam gegen P. italicum, Botrytis cinerea und F.
oxysporum war (Lopez-Garcia et al., 2002). In P. digitatum wurde erstmals gezeigt,
dass PAF26 vor der Permeabiliserung der Zelle die Morphogense stort (Lopez-
Garcia et al, 2007; Munoz et al, 2006). Untersuchungen in N. crassa zeigten
mikroskopisch den Weg von PAF26 durch die Zellhiille und eine Anhaufung im
Cytoplasma direkt vor dem Zelltod (Mufioz et al., 2012). Auch im Humanpathogen A.
fumigatus wurde eine cytoplasmatische Internalisierung von PAF26 und ein daraus
folgender Zelltod festgestellt (Munoz et al., 2013). PAF26 zeigt also eine spezifische
Wirkung auf filamentdse Pilze, ist aber kaum aktiv gegentiber E. coli und S. cerevisiae
(Lopez-Garcia et al., 2002). F1 hingegen zeigt sich sowohl gegeniiber Bakterien als
auch filamentésen Pilzen (A. nidulans; F. oxysporum) antimikrobiell aktiv (Hilpert et
al, 2009; Mania et al., 2010; Zoller, 2013). Mania et al., (2010) haben die minimale
Hemmkonzentration (MHK = MIC) des Peptids (hier Sub5 genannt) auf A. nidulans
untersucht und einen Wert von 2 + 1 pg/ml festgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte nach mehrmaliger Wiederholung lediglich eine MHK von 6,3 pg/ml ermittelt
werden. In beiden Fillen wurde dabei mit Hilfe des Indikatorfarbstoffes Resazurin,

dessen Farbe bei Zellatmung von blau nach pink wechselt, die Zellviabilitat
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untersucht. Der Unterschied in den MHKs konnte daran liegen, dass ein anderer A.
nidulans Stamm verwendet wurde. Im Gegensatz zu Mania et al. (2010) wurde nicht
A. nidulans RMS011 sondern der Wildtyp A. nidulans SO451 untersucht. Dies
geschah aus dem Grund, dass die spdter untersuchten Deletionsstamme der
Histidin-Kinasen, die aus dem Fungal Genetic Stock Center (FGSC) stammen, aus dem
Stamm S0451 generiert wurden. Auch die in dieser Arbeit erzeugten Deletionen der
Response - Regulatoren (Srra und SskA) stammen dem A. nidulans SO451 Stamm ab.
Zur Untersuchung des Wirkortes des AMPs auf A. nidulans wurde F1 mit FITC
(Fluorescein Isothiocyanat) N - terminal markiert und mikroskopisch untersucht
(Mania et al., 2010). Es wurde keine Einschrankung der antimikrobiellen Aktivitat
durch die Markierung beobachtet. Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen zeigten,
dass sich F1 in der Zellhiille anlagert. Nach einem enzymatischen Verdau der
Zellwand konnte die Lokalisierung in der Cytoplasmamembran prazisiert werden
(Mania et al., 2010). Somit scheint der Angriffsort die Cytoplasmamembran zu sein.
Die bakterielle Stressantwort auf einen AMP Angriff auf die Zellhiille wird durch
Zweikomponentensysteme und Extracytoplasmic function (ECF) o-Faktoren
vermittelt (Pietidinen et al., 2005; Staron et al., 2011). Dies wurde in dem Gram-
positiven Bakterium B. subtilis unter anderen mit den AMPs Nisin, Plectasin und LL-
37 untersucht (Staron et al., 2011; Schneider et al., 2010; Pietidinen et al., 2005).
Auch A. nidulans besitzt Zweikomponentensysteme bestehend aus einem Sensor der
Histidinkinase und einem Response-Regulator. Man findet hier 15 Histidin-Kinasen,

vier Response-Regulatoren und ein Phosphotransferprotein.

Ob Zweikomponentensysteme in A. nidulans auch auf AMP Stress reagieren sollte in
dieser Arbeit untersucht werden. Es wurden drei Histidin-Kinasen (NikA, TcsA,
TcsB) und zwei Response-Regulatoren (SrrA, SskA) ausgewahlt, die bereits bei der
Regulation von osmotischem und oxidativem Stress eine Rolle spielen. Dabei
wurden die bereits vorhandenen Daten zur Stressantwort mit Daten zu homologen
und besser untersuchten Genen in den Hefen S. cerevisiae und S. pombe verglichen
(Miskei et al, 2009). TcsA ist eine Histidin-Kinase, die zur Regulation der
Konidienproduktion in A. nidulans beitragt (Virginia et al., 2000). Jedoch ist bei der
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TcsA Deletion vom Fungal Genetics Stock Center im Vergleich zum Wildtyp kein
Phanotyp erkennbar (siehe Abbildung 28, Ergebnisse 2.1.). TcsB hingegen dient der
Osmoregulation, ist allerdings nicht essentiell, da durch eine Deletion kein Phanotyp
im Normal- und Stresszustand erkennbar ist (Furukawa et al, 2002). Fir die
Histidin-Kinase NikA und die Response-Regulatoren SrrA und SskA wurde in einer
Reihe von Studien Stressantworten auf Fungizide und andere Stresskonditionen
entdeckt (Furukawa et al, 2007; Hagiwara et al., 2007a; Hagiwara et al., 2007b;
Vargas-Perez et al., 2007). So ist NikA der Sensor, der bei Stress verursacht durch
das Pflanzenschutzmittel Fludioxonil die Response-Regulatoren SrrA und SskA tber
das Phosphotransferprotein phosphoryliert (Vargas-Perez et al., 2007; Hagiwara et
al,, 2007b). Dabei dient SrrA direkt als Transkriptionsfaktor von Stressgenen und
SskA induziert die HogA MAPK - (mitogen-activated protein kinase) Kaskade
(Hagiwara et al, 2009). In Gegenwart von Fludioxonil zeigt der ANikA
Deletionsstamm eine hohere Resistenz (Vargas-Perez et al., 2007; Hagiwara et al.,
2007b). Dies konnte in Gegenwart von F1 in dieser Arbeit nicht beobachtet werden.
Hier zeigt sich im Vergleich zum Wildtyp die gleiche MHK von 6,3 pg/ml. Hingegen
haben die ATcsA und ATcsB Deletionsstimme eine MHK von 25 pg/ml gegenitiber
der AMPs F1, was darauf schliefen lasst, dass diese Histidin-Kinasen ein
potentielles Ziel des AMPs F1 sind. Zur genaueren Untersuchung wurden
quantitative Real-Time RT Expressionsanalysen durchgefiihrt. Dabei wurden
Stressgene getestet, die bereits durch unterschiedliche Regulationen in
Stresssituationen bekannt sind (Miskei et al., 2009; Ruger-Herreros et al., 2011). In
einer ersten Runde wurde die Regulation von sieben Stressgenen vor und nach
Induktion des Wildtyps mit F1 untersucht. Dabei fielen die beiden hypothetischen
Proteine AN8339 und AN2792 auf, deren Transkriptmenge nach Induktion mit dem
AMP F1 drei- bis 6,8-fach verringert ist im Vergleich zum nicht-induziertem
Zustand. (siehe Abbildung 33, Ergebnisse 2.3.). AN8339 und AN2792 sind
Stressgene, die sowohl nach Fludioxonil Behandlung als auch bei der Lichtanwort
eine erhohte Expression zeigen (Hagiwara et al., 2009; Ruger-Herreros et al., 2011),
was im Gegensatz zu den Ergebnissen in dieser Arbeit steht. F1 scheint also die

Signaltransduktion zu behindern, was folglich die Transkription der Stressgene
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AN8339 und AN2792 inhibiert. In einem weiteren Schritt wurden die
Deletionsstamme der drei Histidin-Kinasen und zwei Response-Regulatoren mit F1
induziert und die Expressionen der Stressgene AN8339 und AN2792 mit den
Ergebnissen im Wildtyp verglichen. Dabei war sowohl im uninduzierten als auch
induzierten Zustand das Expressionslevel beider Gene auf der Hohe des
reprimierten induzierten Zustands im Wildtyp (siehe Abbildung 34, Ergebnisse
2.3.).

Aus diesem Ergebnis lassen sich zwei Riickschliisse ziehen, die in einem an
Hagiwara et al. (2009) und Miskei et al. (2009) angelehnten Modell dargestellt
werden (Abbildung 39). Zum einen behindert F1 die Signaltransduktion der
Zweikomponentensysteme, was zu einer reprimierten Expression der Stressgene
AN8339 und AN2792 fihrt (Abbildung 39 a). Dabei muss in weiteren
Untersuchungen geklart werden welcher Schritt der Signalkaskade angegriffen
wird. Es wurde bereits festgestellt, dass kurze synthetische AMPs an ATP und ATP-
abhangige Enzyme binden und so die Funktion beeintrachtigen (Hilpert et al., 2010).
Dies wiirde dann wiederum auf Ziele innerhalb der Zelle deuten. Zusatzlich ist die
Expression der Stressgene reprimiert unabhangig davon welche Komponente des
Zweikomponentensystems deletiert wurde (Abbildung 39 b). Dies lasst auf ein
genaues Zusammenspiel der einzelnen Komponenten schliefden. Demnach sind die
Response-Regulatoren SrrA und SskA auch den Histidin-Kinasen TcsA und TcsB
nachgeschaltet, was bisher nicht belegt werden konnte. Sowohl jede der drei
Histidin-Kinasen als auch beide Response-Regulatoren werden zur vollen Indution
der Expression beider Gene bendétigt. Die jeweilige Funktion der beiden Gene in A.

nidulans ist noch unbekannt und muss genauer untersucht werden.

Abschliefdend lasst sich eine Reaktion von Zweikomponentensytemen in A. nidulans
auf Stress verursacht durch kurze synthetische antimikrobielle Peptide beweisen.
Weitere Untersuchungen der hier reprimierten Stressgene AN8339 und AN2792

wirden bei der weiteren Aufklarung der stressinduzierten Signalkaskade helfen.
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Abbildung 39: Modell zur Wirkung von F1 auf Zweikomponentensysteme. a) Nach einer
Induktion des Wildtyps mit dem antimikrobiellen Peptid F1 wurde die Expression der Gene AN8339
und AN2792 reprimiert. An welcher Stelle der Signalkaskade angegriffen wird, ist noch unbekannt.
b) Die Deletion jeweils einer Histidin-Kinase (TcsA, TcsB, NikA) oder eines Response-Regulators
(SrrA, SskA) fiihrt zur Reprimierung der Expression von AN8339 und AN2792. Dies deutet auf ein
Zusammenspiel der Komponenten hin.

Kapitel 3

Funktionaliserung von Sporenoberflachen in A. nidulans

Systeme zur Oberflachenfunktionalisierung von Bakterienzellen, Hefen und sogar
Viren wurden bereits ab Mitte der 1980er Jahre entwickelt. Dabei wurden unter
anderem Enzyme zur Biodegradation von Pestiziden angekoppelt (Richins et al,
1997). Bei Bakterien findet man vor allem eine Exponierung von Enzymen an B.
subtilis Sporenoberflichen. So wurden zum Beispiel a-Amylasen an Zellwand
verankerte Sortasen fusioniert und positiv auf ihre Aktivitat getestet (Nguyen et al.,

2011). Bei Hefen werden am haufigsten Proteine mit GPI Anker, die zur Befestigung
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der Proteine in der Zellmembran dienen, verwendet. Schon 1997 wurden so S.
cerevisiae Zellen produziert, die Glukoamylasen fusioniert an a-Agglutinin auf der
Zelloberflache tragen und somit in der Lage waren Stiarke abzubauen (Murai et al,
1997). Auch filamentose Pilze wie A. nidulans besitzen Proteine mit GPI-Anker unter
anderem das Klasse I Hydrophobin RodA (de Groot et al., 2009). RodA ist fir die
stabile Rodlet-Schicht auf Sporenoberflachen verantwortlich. Dies lief3 sich aus AFM-
Aufnahmen im Vergleich zum ArodA Deletionsstamm schlieffen (Throm, 2011).
Durch eine Fusion von RodA und RFP konnte zusatzlich die Lokalisierung an der
Sporenoberfliche nachgewiesen werden (Throm, 2011). In dieser Arbeit wurden
zum ersten Mal Enzyme an Sporenoberflichen eines filamentdsen Pilzes
immobilisiert, indem diese an das Klasse I Hydrophobin RodA fusioniert wurden.
Bei den beiden Enzymen handelt es sich um eine Mutanase (MutA) und eine
Glukose-6-Phosphat-Isomerase (SwoM) aus A. nidulans. Zur Expression wurde der

starke nattirliche Promotor von RodA eingesetzt.

Der Zucker Mutan, der durch eine Mutanase «-1,3-glykosidisch gespalten werden
kann, wird unter anderem von S. mutans gebildet. Dies ist der erste Schritt zur
Biofilmbildung auf dem Zahnschmelz und dient den Bakterien zur initialen
Anheftung (Hamada et al., 1996; Kuramitsu, 1993). Es konnte sogar gezeigt werden,
dass rekombinant exprimierte Mutanasen dazu in der Lage sind orale Biofilme
abzubauen (Wiater et al, 2008). Die Glukose-6-Phosphat-Isomerase ist seit dem
Ende der 1950er Jahre ein industriell bedeutendes Enzym, da es in der Lage ist
Glukose in die siifler schmeckende Fruktose umzuwandeln und so die damals
knappe Saccharose ersetzt werden konnte (Bhosale et al., 1996). Dabei wird dieses
Enzym immobilisiert auch auf Zelloberflaichen von Hefen und Bakterien eingesetzt
um so eine wiederholte Nutzung und kommerzielle Vorteile zu erzielen (Bhosale et

al,, 1996).

Es konnte in AFM-Aufnahmen gezeigt werden, dass die an der A. nidulans
Sporenoberfliche immobilisierten Enzyme die Rodlet - Schicht nicht
beeintrachtigen. Die Strukturen sind noch deutlich erkennbar, auch wenn sich die

Lange der einzelnen Rodlets und die Rodlet - Biindelung selbst verkleinert haben.
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Auch eine Enzymaktivitdt konnte nachgwiesen werden. So ist fiir die Enzymreaktion
beider an die Sporenoberfliche immobilisierten Enzyme ein Temperaturoptimum
von 70 °C ermittelt worden. Fiir freie heterolog exprimierte Mutanasen liegt der
Wert allerdings mit 40 °C weit niedriger (Wiater und Szczodrak, 2002). Das Enzym
benétigt demnach im an die Sporenoberfliche immobilisierten Zustand weit mehr
Energie. Fiir Glukose-6-Phosphat-Isomerasen gibt es Daten fiir sowohl l6sliche als
auch immobilisierte Enzyme. Demnach ist das Temperaturoptimum bei der
l6slichen Glukose-6-Phosphat-Isomerase bei 75 °C und der immobilisierten Form
sogar bei 80 °C (Gaikwad und Deshpande, 1992). Die Tempeaturoptima liegen somit
in einem &hnlichen Bereich. Die pH - Optima der an die Sporenoberflachen
immobilisierten Enzyme liegen sowohl bei MutA (pH 5,5) als auch bei SwoM (pH
7,5) im gleichen Bereich wie in den Literaturangaben (Wiater und Szczodrak, 2002;

Gaikwad und Deshpande, 1992).

Diese Arbeit stellt einen ersten Ansatz vor, funktionsfahige Enzyme an
Sporenoberflachen filamentoser Pilze zu immobilisieren. Dabei wurde mit RodA ein
verankertes zur Fusion geeignetes Protein eingesetzt, das die vier
Mindestanforderungen fiir ein Carrier - Protein erfiillt (Lee et al., 2003). Es besitzt
demnach ein Signalpeptid, einen starken GPI-Anker, ist kompatibel zur Sequenz der
angekoppelten Enzyme und ist dufderst stabil. Somit kann man weitere Enzyme und
Proteine ebenfalls an RodA koppeln und auf der Sporenoberfliche darstellen. Der
Vorteil von Ganzzell - Biokatalysatoren liegt darin, dass eine teure synthetische
Enzymproduktion umgangen wird und das Enzym direkt funktionsfahig exprimiert
und auf der Zelloberfliche exponiert wird. Mittlerweile werden sogar schon
mehrschrittige Reaktionen mit Enzymen immobilisiert an Hefezellen durchgefiihrt.
So werden entweder mehrere Enzyme an dieselbe Zelle exponiert oder mehrere
unterschiedliche Hefen in ein Reaktionsgemisch gegeben. Dies geschieht zum
Beispiel um Alkohol aus Zellulose zu gewinnen (Kim et al,, 2013). Diese Anwendung
ist auch mit Sporen von A. nidulans denkbar, da noch weitere Proteine tiber GPI-
Anker verfligen, wie zum Beispiel das Klasse I Hydrophobin DewB (de Groot et al.,

2009; Throm, 2011).
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V Material und Methoden

1. Chemikalien und Geriate

Die verwendeten Reagenzien, Kits und Chemikalien stammen, soweit nicht anders
angegeben, von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich (Hamburg), Invitrogen (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt). Restriktions-
enzyme und der DNA-Marker stammen von New England Biolabs (Frankfurt),
Fermentas (St. Leon-Rot) und Roth (Karlsruhe). Die Fluoreszenzaufnahmen wurden
an einem Zeiss AxiolmagerZ.1 mit einer Zeiss AxioCamMR (Software AxioVision 4.5)
angefertigt. Des Weiteren wurden die Programme Serial Cloner 2-1, ApE-A plasmid

editor v1.13 und Image] verwendet.

2. Verwendete Organismen

Tabelle 2: Liste der verwendeten Organismen

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz

E. coli

Top 10F F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
j80lacZDM15DlacX74 nupG recAl araD139 (Karlsruhe)

D(ara-leu)7697galE15 galK16 rpsL(StrR)
endAl c

M 15 [pREP4] nalS, str§, rifS, lac-, ara-, gal-, mtl-, F-, Qiagen, Hilden

recA+, uvr+

Rosetta (DE3) pLysS F- ompT hsdSB(RB -mB -) gal dcm A(DE3 Novagen (Merck),
[lacllacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Darmstadt
pLysSRARE (CamR)

Mach1 ArecA1398 endAl tonA @80AlacM15 Invitrogen
AlacX74 hsdR (rg- mg*) (Karlsruhe)

P. putida Wildtyp DSMZ - Deutsche

Sammlung von
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DSM 7152

P. aeruginosa

PAO1

S. mutans
DSM 20523

S. aureus
A. nidulans

TNOZA3

S0451

KID99 (AAN2363)

KID100 (AAN2581)

KID101 (AAN3101)

KID103 (AAN3214)

KID105 (AAN4113)

KID108 (AAN4447)

86

Wildtyp

Wildtyp

klinisches Isolat 3a, MRSA

pyrG89; argB2; nkuA::argB; pyr A4

pyrG89; wA3; argB2; AnkuAku70::argB;
pyroA4; sE15; nirA14; chaAl; fwAl

S0451 transformiert mit

AN2363::pyrG#Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN2581::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN3101::pyrG#Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN3214::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN4113::pyrGADeletionskassette

S0451 transformiert mit

AN4447::pyrG4Deletionskassette

Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH

(Braunschweig)

R. E. W. Hancock
Laboratory,

Vancouver, Kanada

(Stover et al,, 2000)

DSMZ

[FG, KIT Campus Nord

Fungal Genetic Stock

Centre (FGSC),

Missouri, USA

(Osmani et al., 2006)

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA
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KID109
(AAN4479/AnikA)

KID111 (AAN4818)

KID120
(AAN1800/AtcsB)

KID121
(AAN5296/AtcsA)

KID122 (AAN6820)

KID123 (AAN7945)

KID126 (AAN9008)

KID127 (AAN9048)

SBG001
(AAN3688/AsrrA)

SBG002
(AAN7697/AsskA)

SLWO005
(MutA)
SBG003

(SwoM)

S0451 transformiert mit

AN4479::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN4818::pyrG#Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN1800::pyrGADeletionskassette

S0451 transformiert mit

AN5296::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN6820::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN7945::pyrGADeletionskassette

S0451 transformiert mit

AN9008::pyrG4Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN9048::pyrG#Deletionskassette

S0451 transformiert mit

AN3688::pyrGADeletionskassette

S0451 transformiert mit

AN7697::pyrG4#Deletionskassette

TNO2A3 transformiert mit pLW004

TNO2A3 transformiert mit pBGO

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

FGSC, Missouri, USA

diese Arbeit

diese Arbeit

(Winandy, 2012)

diese Arbeit

87



V Material und Methoden

3. Kultivierung der Organismen

3.1. Kultivierung von Bakterien

Tabelle 3: Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

Medium Zusammensetzung je L Medium
Lysogeny Broth (LB) 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; pH 7,5
SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 g NaCl; 0,19 g KCl; 2

g MgCl; x 7 H20; 3,6 g Glukose; pH 7,0

EC3 15 g Hefeextrakt, 15 g Trypton, 30 g Glycerin, separat
einwiegen und l6sen: 2 g KH2PO4, 5 g (NH4)2S04, 1 g
MgS04 x 7 H20, 0,1 g CaCl; x 2 H20, pH 7, 50 ml SL 4

Spurenelemente

SL 4 Spurenelemente 500 mg C¢HgO7 x H20, 200 mg FeSO4 x H20, ZnS04 x 7
Hzo, MHCIZ X4 HzO, H3BO3, COClz X 6 HzO, CUClz X2
H;0, NiCl; x 6 H,0, Na;MoO4 x 2 H,0

Hirn-Herz-Glucose Bouillon 7,5g Kalbshirn-Infusion, 10g Pepton, 5g
Carl Roth (Karlsruhe) Natriumchlorid, 10g Rindherz-Infus, 2,5g
Dinatriumphosphat, 2g Glucose, pH 7,4 + 0,2

Miiller-Hinton Bouillon Fertigmedium (Merck, Darmstadt)

Tabelle 4: Liste der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Chloramphenicol 34 ng/ml

3.1.1. Kultivierung von E. coli

Der E. coli Stamm TOP 10 wurde fir Klonierungen und zum Anlegen von
Glycerinstocks in der Plasmidsammlung verwendet. Die Standardkultivierung fiir E.

coli erfolgte aerob, in/auf LB-Medium (Tabelle 3) bei 37 °C. Das Medium wurde mit
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den entsprechenden Selektionsmarkern versehen. Fliissigkulturen wurden dabei bei

200 rpm im Schiittelinkubator inkubiert.

Die Stamme M15 und Rosetta (DE3) pLysS wurden fiir Proteinexpressionen
verwendet und dafiir jeweils frisch mit dem entsprechenden Plasmid transformiert.
Flir Proteinexpressionen wurde in 500 ml bzw 3 L (Laborfermenter) EC3-Medium

mit entsprechenden Antibiotika inkubiert.

3.1.2. Herstellung kompetenter E. coli

Tabelle 5: Losungen zur Herstellung kompetenter E. coli

Medium Zusammensetzung je L Medium

SOB 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Trypton, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl;, 10 mM MgS04

TB 55 mM MnCl;, 15 mM CaCl;, 250 mM KCl, 10 mM
PIPES/KOH pH 6,7

Es wurde eine 20 ml Ubernacht-Kultur des gewiinschten E. coli Stammes in 500 ml
SOB Medium auf eine ODsoo = 0,2 verdiinnt. Diese wurde bei 18 °C und 200 rpm
mehrere Stunden geschiittelt. Bei OD¢oo = 0,6 wurde die Kultur 10 Minuten auf Eis
inubiert und dann bei 1.000 g fiir 10 Minuten sedimentiert. Das Pellet wurde in
eiskaltem TB aufgenommen und wieder 10 Minuten auf Eis gestellt. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 20 ml TB aufgenommen und 7
% DMSO (Dimethylsulfoxid) (v/v) hinzugegeben. Die Suspension wurde alliquotiert
(100 pl) und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots wurden bei -80 °C
gelagert.

3.1.3. Kultivierung von S. mutans und Mutanherstellung

Als Vorkultur wurden 50 ml Hirn-Herz-Glucose Bouillon mit S. mutans angeimpft
und 24 Stunden bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. 0,5 L Medium-Hauptkultur wurde
mit der Vorkultur angeimpft und fiir 24 Stunden bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
Die Bakterienkultur wurde fiir 30 Minuten bei 4 °C und 5.000 rpm abzentrifugiert,
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um den Uberstand, welcher das Enzym Glykosyltransferase (GTF) enthilt, von den
Zellen zu trennen. Das wasserunlésliche Mutan wird von der GTF aus Saccharose
synthetisiert und fallt nach 48 Stunden als weifer Niederschlag aus. Zur
Mutanherstellung wurden 0,5 1 Uberstand mit 0,5 L 6 %iger Saccharose-Lésung und
0,05 % NaNs3 versetzt. Das Natriumazid dient der Abtotung restlicher
Bakterienzellen, welche nicht restlos durch das Abzentrifugieren entfernt wurden.
Nach einer Inkubation von 24 Stunden bei 37°C und 180 rpm wurde das
ausgefallene Mutan durch Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 30 Minuten pelletiert
und mehrmals mit destillierten Wasser gewaschen. Das Mutan wurde anschlieféend
in ein 15 ml Reaktionsgefafd liberfiihrt und bei -40 °C und 0,120 mbar fir 24

Stunden lyophilisiert.

3.1.4. Kultivierung und Biofilmwachstum von P. putida, P. aeruginosa und S.

aureus

P. putida wurde bei 28 °C in LB-Medium schiittelnd inkubiert. Zum Biofilm-
wachstum in Mikrotiterplatten wurden jeweils 200 pl der Kultur (ODesoo = 0,2) pro
Well pipettiert und liber Nacht bei 28 °C stehend inkubiert.

P. aeruginosa und S. aureus wurden in Miiller-Hinton Bouillon tiber Nacht bei 37 °C
und schiittelnd angezogen. Zum Biofilmwachstum wurden Riihrreaktoren mit 2 L
Miiller-Hinton Bouillon auf eine ODsoo von 0,02 angeimpft und fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt (Abbildung 40). Die Versuche mit P. aeruginosa und S.

aureus wurden im Labor von Jorg Overhage (IFG, KIT Campus Nord) durchgefiihrt.
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o —

b

Abbildung 40: Anzucht von P. aeruginosa und S. aureus in Riihrreaktoren. Die Kulturen wurden
in 2 L Miiller-Hinton Bouillon auf eine ODgopo = 0,02 angeimpft (a) und fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt (b). Aufgenommen wurde das Wachstum von S. aureus.

3.2. Kultivierung von A. nidulans

Tabelle 6: Medien zur Kultivierung von A. nidulans

Medium

YAG

Minimalmedium (MM)

Spurenelementlésung
(1000x)

Salz-Stammldsung (20x)

Zusammensetzung je L Medium

0,5 % Hefeextrakt; 1% Glukose; 1 ml Spurenelement-
16sung; 2 mM MgS0.x 7H;0 in Flissigkultur; 10 mM MgSO.

x 7H20 in Festmedium

50 ml Salz-Stammldsung; 1 ml Spurenelementlésung; 2 %
Glukose, Threonin oder Glycerin; mit 10 M NaOH auf pH
6,5, zur Regeneration von Protoplasten mit 0,6 KCl

supplementiert

22 g7ZnS04x 7 H,0; 11 g H3BO3; 5 g MnCl; x4 H,0; 5 g
FeS04x 7 H20; 1,6 g CoCl; x 5 H20; 1,6 g CuS04 x 5 H20; 1,1
g (NH4)sMo070; x 4 H20; 50 g Na,EDTA; mit KOH-Platzchen
auf pH 6,5

120 g NaNOs; 10,4 g KCI; 10,4 g MgS0O4 x 7 H20; 30,4 g
KH;PO4
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Die A. nidulans-Staimme wurden auf oder in YAG- oder Minimalmedium (MM)
kultiviert (Tabelle 6). Als Kohlenstoffquelle diente dabei standardgemafd Glukose.
Die Medien wurden je nach Bedarf mit den entsprechenden Auxotrophiemarkern

supplementiert (Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusatze der Nihrmedien fiir A. nidulans

Substanz Konzentration der Stammlésung eingesetzte Menge
jelL

Arginin 500 mM (= 100x) sterilfiltrieren 10 ml

Pyridoxin-HCI 0,10 % (= 1000x) autoklavieren 1 ml

P-Aminobenzoesdaure 0,10 % (= 1000x) autoklavieren 1 ml

Uracil - 1g

Uridin - 1lg

Fliissigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben im Schiittler bei 180 rpm tiber Nacht
(fir Protoplasten) geschiittelt. Fiir Festmedien wurden 15 g Agar pro L Medium
eingewogen. Die Pilzkulturen wurden, falls nicht anders vermerkt, bei 37 °C
inkubiert. Medien und Lésungen wurden 20 Minuten bei 121 °C und mindestens 1
bar Uberdruck autoklaviert. Glaswaren wurden im Hitzesterilisator ~ 4 Stunden bei
180° C sterilisiert. Hitze-empfindliche Losungen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter

mit 0.2 bzw. 0.45 pm Porengroéfie).

3.3. Herstellung einer Sporenlosung von A. nidulans

Die Sporen von ein bis drei voll bewachsenen Petrischalen mit Wachstumsmedium
wurden abgekratzt, indem 10 ml einer 0,1 %igen Tween 20-Losung auf die Platte
gegeben wurde. Die Sporen-Losung wurde durch steriles Miracloth in ein 50 ml
Falcon gefiltert und die Sporen wurden abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes wurde das Sporenpellet mit ddH20 gewaschen und in 10-20 ml ddH20
resuspendiert. Die Sporenanzahl wurde mit Hilfe einer Helber Ziahlkammer

bestimmt.
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4. Molekularbiologische Methoden

4.1. Gelelektrophorese, DNA-Restriktion und Klonierung von PCR-

Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 %ige Agarosegele mit 0,5 x
TAEPuffer (40 mM Tris-Acetat pH 8.0; 1 mM EDTA) hergestellt. Als Grofden-
standard diente der Gene Rulerry DNA Ladder Mix (Fermentas, St. Leon-Rot) oder
der 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Frankfurt). Die Gele wurden etwa 15
Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml in TAE) geschwenkt, um
anschliefdend die DNA-Banden durch Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm) sichtbar zu
machen und zu fotografieren. Falls noétig, wurden DNA-Fragmente mit einem
sauberen Skalpell ausgeschnitten und mit dem Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

(ZymoResearch, Freiburg) aufgereinigt.

Restriktionsverdaue wurden in 50 pl Ansatzen durchgefiihrt. Die Ansatze enthielten
etwa 0,3 -1 pl (5- 100 U/pul) des jeweiligen Restriktionsenzymes. Die Zusammen-
setzung der Ansatze und die Reaktionstemperatur entsprachen den Empfehlungen
des Herstellers. Die Ansitze wurden je etwa 1-2 Stunden inkubiert. Die
verwendeten Restriktionsenzyme stammten von den Firmen New England Biolabs
(Frankfurt) oder Fermentas (St. Leon-Rot). Fiir die Durchftihrung von Klonierungen
wurde die DNA wie zuvor beschrieben geschnitten, auf ein Gel aufgetragen und
anschlief3end aus diesem eluiert. Mit der geschnittenen Insert- und Vektor-DNA
wurden Ligationen iiber Nacht bei 16 °C oder bei Raumtemperatur fiir eine Stunde
mit Hilfe der T4-Ligase der Firma New England Biolabs (Frankfurt) durchgefiihrt.
Das Verhiltnis von Vektor zu Insert lag bei jeder Ligation bei 1:3. Fir
Zwischenklonierungen wurde das TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Leek, NL), mit
dem Vektor pCR2.1-TOPO, oder das Clone]ETm PCR Cloning Kit (Fermentas), mit
dem Vektor pJET1.2/blunt Cloning Vector, nach Herstellerangaben verwendet.
Wurden fiir die TOPO-Klonierungen PCR-Produkte verwendet, welche mit der Pfu-
Polymerase (Fermentas) oder der Phusion-Polymerase (Finnzymes Reagents)

hergestellt wurden, dann wurde mit der Tag-Polymerase (New England Biolabs)
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und einem Uberschuss von 100 uM dATP, durch Inkubation fiir 15 Minuten bei
72 °C, A-Uberhinge an das Amplifikat gehingt.

4.2. PCR und verwendete Oligonucleotide

PCR-Reaktionen wurden entweder mit der Pfu-, Taqg- oder Phusion-Polymerase
durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma
MWG (Ebersberg) bezogen. Die PCR-Standardreaktion wurde in einem
Gesamtvolumen von 50 pl mit 200 uM dNTPs und 0,2 pM Primern angesetzt. Das
PCR Protokoll wurde nach Herstellerangaben fiir die jeweiligen Polymerasen
durchgefiihrt, wobei das Protokoll entsprechend der Grofée des PCR-Produktes und

der Schmelztemperatur der Primer angepasst wurde.

Flir die Herstellung von Sonden fiir den Southern-Blot, wurde dem PCR-Ansatz 1 pl
des DIG Probe Synthesis Mix aus dem PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche,
Mannheim) zugefiigt. PCR-Produkte wurden mit dem DNA clean & concentrator Kit

(ZymoResearch, Freiburg) aufgereinigt.

Tabelle 8: verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (52> 37)

Tet009 sense aat tca tta aag agg aga aat taa ccA TGC GCC GCT
GGA AAA TTG TGG TGA TTC GCT GGC GCC GCc a
cat gtg GCG GCG CCA GCG AAT CAC CAC AAT TTT CCA
GCG GCG CAT ggt taa ttt ctc ctc ttt aat g

Tet009 antisense

aat tca tta aag agg aga aat taa ccA TGT GGA TTG
TGG TGA TTT GGC GCC GCA AAC GCC GCC GCc a

Tet026 sense

cat gtg GCG GCG GCG TTT GCG GCG CCA AAT CAC CAC
AAT CCA CAT ggt taa ttt ctc ctc ttt aat g

Tet026 antisense

GFP_TEV_EcoRI-fwd AGC gaa ttc CGA TCA TGA GTA AAG GAG

GFP_TEV-EcoR1-rev AGC gaa ttc GCC CTG AAA ATA CAG GTT TTC GCC TTT
GTA TAG TTC ATC
GFP_QC_fwd CTA CCT GTT CCT TGG CCA ACA CTT GTC ACT AC

GFP_QC_rev GTA GTG ACA AGT GTT GGC CAA GGA ACA GGT AG
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Eco_GFP_QC fwd
Eco_GFP_QC rev
Tet009_MW_fwd
GFP_MW _rev
Tet026_MW_fwd
Tet008 sense

Tet008 antisense

Tet008_MW _fwd
Tet125 sense

Tet125 antisense

Tet125_MW._fwd
AN3688_5" fwd

AN3688 3’ rev

AN7697 5" fwd

AN7697_3" rev

Af pyrG_end_fwd
SrrA_check _rev
SskA_check_rev
SrrA_Sonde_fwd
SrrA_Sonde_rev
SskA_Sonde_fwd
SskA_Sonde_rev
Histon2B_RT fwd
Histon2B_RT rev
AN2911_RT fwd

CAC ACA
CTC CTT
PHO-CGC
PHO-GCC
PHO-TGG
aat tca
GGC GCA
cat gtg
GCG GCG
PHO-CGC
aat tca
GGT GGA
cat gtg
ggt taa
PHO-AAA
GTA ACG
GGA CAA
GCG GAT
TAT CCC
GTA ACG
GCC TCT
GCG GAT
AAG TCT
GCA TCA
GGA TTG
CAT ACC
GCG GAG
CAC TTG
CAC ATC
GAA TAC
CTG CCG
GAA GAG

GTC GCT

GAG
TAC
CGC
CTG
ATT
tta
TTG
GCG
CAT
CGC
tta
AAT
CCA
ttt
CGC
CCA
AGT
AAC
AGT
CCA
CGT
AAC
AAC
GTG
AGA
TCC
ATA
TAG
CTT
CCA
AGA
TAG

TCG

TTC
TCA

TGG

GTG
aag
TGG
GCG
ggt
TGG
aag
GGA
GCG
ctc
TGG
GGG
AGA
AAT
GTT
GGG
ATG
AAT
CGA
CCT
TTC
TAA
TAC
AGT
TAG
TAC
AGA
GTC

ATC

CGA

TGA

ATA
GTG
agg
TGA
CAC
taa

CGC

agg
TTC

AAT
ctc

TGG

TTT

TTC

TTT

TTC

CCT
CTG
CAG
CTA
TTG
CAC
AAG
AGC
TCC

ACA

TCA
TCG
ATT
CAG
ATT
aga
TTC
GCG
ttt
ATT
aga
GCT

CCA
ttt

TCC

ACA

TCC

ACA

CTC
GAG
GAG
GCA
CGA
TCA
GCA
CTA
TTC

TCA

TGA
GAA
GTG
GTT
TGG

aat
GCG
AAT

ctc

aat
GGc
TTT
aat

TGG

CAG

CAG

CAG

CAG

AGA
CTG
AC

GAG
ACC
GTC
AAG
GCA
CTG

CCT

GTA

CTC

TTC
CG

taa
TGC
CAC

ctc

taa

CCA

ATT

TCA

GAA

TCA

GAA

GTC

GC

AAG

TGT

CCA
GCC
CAC
ttt

CCcA

CCA

CGA

ACA

CGA

ACA

GAG

GTG

TGC
GCc
AAT

aat

TGA

GCG

CGC

GCG

CGG

GCG

GCC

GCG

AAC

TTT

GTG

TCT

ACT

GCT

GCT

CCA

GCT

CAT

CTA

GTC

TCA

AAC
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AN2911_RT rev CGC AAG CAT AGC AGG ACT CAG G
AN6792_RT fwd CCG TGG AGT CAG CTG TAT CAA GG
AN6792_RT rev GCA ACC TCA GGC GCA ATG TTC G
AN6642_RT fwd GAG TCG TCA TCG GCA CAG GAA TG
AN6642_RT rev CCA ACG CTT CTT GGT CTC ACC TC
AN8339_RT fwd GAG TGG CAA GAC AGA GGA TGT CG
AN8339_RT rev GAA CCG CCA GGG ATC AGA CTA G
AN2792_RT fwd CAA AGC TAC ATT CAA GGC CAG CAC C
AN2792_RT rev GAA CGC TGC ACC AAA TAT AAA CGC C
AN7794_RT fwd CGA GCC CGA CTA CAA GAA GGA C
AN7794_RT rev CCT CCA TCT CGT GTG TCT GCT G
AN2312_RT fwd GAC CCG TCA TAC CAG CCA GTT C
AN2312_RT rev GCA TGG TCC CGT ATC CTC TTT GG
SwoM_Kpnl fwd TAg gta ccA TGC CTT CCT TCT CTC AAG C
SwoM_Ascl rev TAg gcg cgc cCG CAA GCT TCG CCT TCT TC
RodA_rev GTT AAT TAA TTA GAG GAT GGA GCC AAG GGC AAC GC

4.3. Insertion von Peptiden via Primerligation

Die antimikrobiellen Peptide (AMPs) wurden an den N-Terminus des yaaD
fusioniert. Dazu wurden Primer synthetisiert, die die Sequenzen der Peptide
enthalten, und HPLC (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) aufgereinigt. Das
yaaD-Gen downstream des Peptides bleibt im Leseraster. Beide Primer eines
Peptides wurden in PCR-Puffer bei 95 °C fiir eine Minute inkubiert und
anschlieflend auf RT herunter gekiihlt, um die Doppelstrangbildung zu ermdéglichen.
Der Vektor pBASF 2 wurden mit EcoRI und Ncol verdaut. Anschlieféend wurden die
Vektor-Banden aus dem Agarosegel mit dem Zymoclean Gel DNA Recovery Kit
(ZymoResearch, Freiburg) aufgereinigt und mit den doppelstrangigen

Oligonukleotiden ligiert.
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4.4. Site-directed Mutagenesis

Fir die Herstellung von Konstrukten mit verdnderter Sequenz wurde das
QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit von der Firma Stratagene (Abblidung
41) verwendet. Es wurden Primer erstellt, welche die gewiinschte Mutation
enthielten. Damit wurde eine PCR auf ein bereits vorhandenes Plasmid, welches das
zu verandernde Sequenz enthielt, durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde mit Dpnl
verdaut, um das methylierte Ausgangsplasmid ohne Mutation zu verdauen, so dass
nur das Plasmid mit der eingebauten Mutation erhalten bleibt. Der PCR-Ansatz
wurde anschliefende fiir eine E. coli Transformation verwendet. Die erhaltenen
Kolonien wurden auf das Vorhandensein des gewiinschten Plasmids getestet. Das
Plasmid wurde isoliert und anschlieffend zum Sequenzieren zur Firma MWG

geschickt, wodurch die Integration der Mutation bestatigt wurde.

PCR mit der Pfu-
Polymerase und
den veranderten
Primern

O

!
¥ 4 -\‘

DpnlVerdau des
N s Templates

Gl
s

Transformation des
mutierten Konstrukts

O-0-0-©

Abbildung 41: Uberblick iiber den Ablauf der Site-directed Mutagenesis (QuikChange II Site-
Directed Mutagenesis Kit, Instruction Manual). Fir die Site-directed Mutagenesis werden
Oligonukleotide mit verdnderter Sequenz verwendet, um durch eine PCR Verdnderungen in ein
bereits bestehendes Plasmid einzubauen.

4.5. Insertion und Deletion von Doménen via Mutagenese-PCR

Zur Insertion bzw. Deletion von Domdnen wurden Primer gewahlt, die am 5 Ende

ein Phosphatrest besitzen. Diese Primer setzten direkt an der zu verandernden
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Sequenz an. Das gesamte Plasmid wird mit der Pfu-Polymerase amplifiziert und das
methylierte Ausgangsplasmid wird mit Dpnl verdaut. Durch die Phosphatreste am
5°Ende kann das neu amplifizierte Plasmid ligiert und mit E. coli TOP10

transformiert werden.

4.6. E. coli Transformation und Plasmid-DNA-Priparation aus E. coli

Fiir die Transformation wurden chemisch-kompetente TOP10 Zellen verwendet. Die
bei -80 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit dem
Ligationsansatz vermischt. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde fiir 90
Sekunden ein Hitzeschock bei 42 °C durchgefiihrt. Nach Zugabe von 400 pul SOC-
Medium wurden die Bakterien 1 Stunde bei 37 °C und 180 rpm schiittelnd inkubiert

und im Anschluss auf LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

Tabelle 9: Lésungen zur Plasmid-DNA-Praparation aus E. coli

Losung Zusammensetzung je L

Puffer 1 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,01 % RNase
Puffer 2 0,2 M NaOH; 1 % SDS

TE 10 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 1 mM EDTA; pH 8,0

Um Transformanten einer Klonierung zu testen, wurde eine Minipraparation
durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Kolonien wurden mit einem Zahnstocher in
Glasrohrchen mit je 5 ml LB-Medium, mit entsprechenden Antibiotika, iiberfiihrt
und iiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurde
etwa 2 ml in ein Eppendorfgefafy liberfiihrt und 5 Minuten bei 13000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde zum Abbau von
Ribonukleinsduren zunachst in 200 pl Puffer 1 resuspendiert. Die Alkalische Lyse
der Zellen erfolgte mit 200 pl Puffer 2 und die Fallung der Proteine anschliefsend
mit 200 pl 1,5 M Kaliumacetat pH 4,8 fiir 10 Minuten auf Eis. Durch eine
Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 10 Minuten wurden Zelltrimmer und

prézipitierte Proteine abgetrennt. Der Uberstand der Zentrifugation wurde sauber
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in ein neues Eppendorfgefaf? tiberfiihrt und die DNA mit 600 pl 100 % Isopropanol
fir 15 Minuten bei 13.000 rpm durch Zentrifugation pelletiert, anschliefiend einmal
mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die
Plasmid-DNA wurde in 50 pl TE-Puffer oder ddH,0 aufgenommen und bei 68 °C fiir
ca. 10 Minuten im Heizblock gelost. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde anschliefRend
durch einen Restriktionsverdau tiberpriift. Um Plasmid-DNA im groéféeren Mafdstab
zu isolieren wurden Ubernachtkulturen mit 50-100 ml Medium hergestellt. Zur
Isolierung der DNA wurde ein Kit (Nucleobond AX100; Macherey-Nagel, Diiren)
verwendet. Die Konzentration und die Reinheit der praparierten DNA wurde durch
Absorptionsmessungen bei 260/280 nm im Nanodrop- Spectrophotometer (Typ
ND-100, Peqlab) bestimmt.

4.7. Hergestellte und verwendete Plasmide

Tabelle 10: Ubersicht iiber hergestellte und verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft/Referenz

pQE60 Expressionsvektor zur Aufreinigung via 6x His-Tag  Qiagen, Hilden

pBASF2 pQE60 + yaaD* (auf 40 AS verkiirzt) + dewA + 6x (Wohlleben et al,
His-Tag 2009)

pCMB17apx Uberexpression von Genen in A. nidulans mittels (Efimov et al., 2006)

alcA(p); Fusion N-terminal mit gfp beim
Einklonieren in die MCS, AmpR, pyr4-Marker

pDM8 GFP ersetzt durch mRFP1 in pCMB17apx (Veith et al, 2005)
pTTO7 alcA(P) ersetzt durch den natiirlichen Promotor mit Throm, 2011

Signalpeptid von rodA in pDM8, rodA (ohne
Signalpeptid) kloniert iiber Ascl + Pacl

pLWO004 mRFP1 durch mutA ersetzt in pTT07 Winandy, 2012
pBGO1 pBASF2 + Tet009 und pREP4 diese Arbeit
pBGO2 pBASF2 mit gfp und TEV kloniert iiber EcoRI - diese Arbeit

99



V Material und Methoden

pBGO3

pBG04

pBGO5
pBGO6

pBGO7

pBGO8

pBGO09
pBG10

pBG11

pBG12

pBG13

4.8. Herstellung von Protoplasten und Transformation von A. nidulans

Flr die Transformation wurden 500 ml Medium in einem 1 L Kolben mit Sporen
eines zu transformierenden A. nidulans Stammes beimpft. Der Stamm wurde etwa
12 Stunden bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Das gebildete Myzel wurde {iber einen
Trichter mit sterilem Miracloth abfiltriert und mit 200 ml Myzel-Waschlésung
gewaschen. In einen 100 ml Kolben wurde 1 g Myzel gefiillt und mit 5 ml
Osmotischem Medium versetzt. Nach Zugabe von 1 ml Glucanexlésung (240 mg/ml)

und 500 pl Albuminlésung (10 mg/ml) wurde die Losung fiir 90 Minuten bei 30 °C
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Schnittstellen

Ncol-Schnittstelle aus gfp in pBG02 durch site-

directed mutagenesis zerstort

EcoRI-Schnittstelle am N-Terminus von gfp in

pBGO3 durch site-directed mutagenesis zerstort
Tet009 in pBGO04 durch EcoRI und Ncol Kloniert
Tet026 in pBG04 durch EcoRI und Ncol kloniert

Deletion von Linker zwischen Tet009 und gfp-TEV
liber Mutagenese-PCR in pBG05

Deletion von Linker zwischen Tet026 und gfp-TEV
tiber Mutagenese-PCR in pBG06

Tet008 in pBG04 durch EcoRI und Ncol kloniert
Tet125 in pBG04 durch EcoRI und Ncol kloniert

Deletion von Linker zwischen Tet008 und gfp-TEV
liber Mutagenese-PCR in pBG09

Deletion von Linker zwischen Tet125 und gfp-TEV
tiber Mutagenese-PCR in pBG10

mRFP1 durch swoM ersetzt in pTT07

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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und 100 rpm inkubiert. Die Protoplasten-Suspension wurde in einen 50 ml Falcon
uberfiihrt, mit 10 ml Trapping-Buffer tiberschichtet und 18 Minuten bei 5.000 rpm
und 4 °C im Ausschwingrotor (Universal 320R von Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert.
Die gebildete Interphase mit den Protoplasten wurde mit einer sterilen
Pasteurpipette abgenommen, in ein neues Falcon iiberfiihrt und mit 10 ml STC
versetzt. Die Suspension wurde bei 7.000 rpm und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert
und das Protoplastenpellet wurde in 200-500 pl STC resuspendiert. Fir jede
Transformation wurden 100 pl Protoplastensuspension mit 5 - 10 pg DNA (gelost in
100 pl STC) vermischt und 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluf3
wurden 2 ml PEG dazugegeben und fiir weitere 25 Minuten inkubiert. Zum Schluf3
wurden 8 ml STC hinzugegeben und die Suspension auf MM-Platten mit den
entsprechenden Wachstumsfaktoren und 0,6 M KCl, zur Regeneration der
Protoplasten, verteilt. Nach drei Tagen Inkubationszeit bei 30 °C wurden die ersten

Transformanten sichtbar.

Tabelle 11: Lésungen zur Herstellung von Protoplasten und Transformation von A. nidulans

Losung Zusammensetzung

Myzel-Waschlésung 0,6 M MgS0,

Osmotisches Medium 1,2 M MgS04; 10 mM Natrium-Phosphat-Puffer; pH 5,8
Trapping Buffer 0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris-HCI; pH 7,0

STC 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCly; 10 mM Tris-HCl; pH 7,5
PEG 60 % PEG 4000; 10 mM CaClz; 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

4.9. PCR mit intakten Sporen (Sporen-PCR)

Es wurden frische Sporensuspensionen in 100 pl dH20 hergestellt, fiir 15 Minuten
bei -80 °C gefroren, im Anschlufd 3 Minuten auf 100 °C erhitzt und gevortext, um die
Sporen zu zerstoren. Fiir die PCR wurden 4 pl der Sporensuspension und 0,5 pl Tag-

Polymerase in einem 10 pl Ansatz eingesetzt.
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4.10. Praparation von genomischer DNA aus A. nidulans

Fir die Isolierung von genomischer DNA aus A. nidulans wurden Petrischalen mit

etwa 20 ml Medium befiillt, mit Sporen beimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die tiber Nacht gebildete Kahmhaut wurde geerntet, zwischen Papierhandtiichern
durch pressen getrocknet und unter Kiihlung mit fliissigem Stickstoff gemorsert.
Das fein gemorserte Myzel wurde in ein Eppendorfgefafd iiberfithrt, mit 1 ml
Extraktionspuffer (50 mM EDTA; 0,2 % SDS) versetzt und bei 68 °C fiir 1-2 Stunden
inkubiert. Durch Zugabe von 60 pl einer 8 M Kaliumacetatlésung (pH 4,2) und 5
Minuten Inkubation auf Eis wurden die Proteine geféllt und durch Zentrifugation
entfernt. AnschliefRend wurde die DNA durch Zugabe von Isopropanol gefillt und
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Die isolierte genomische DNA wurd in 30 bis

50 ul TE-Puffer geldst.

4.11. Southern Blot

Tabelle 11: Lésungen fiir einen Southern Blot

Losung

0,25M HCI

DENAT

RENAT

20x SSC

Southern Hybridisierungs Puffer
1M Na-Phosphat Puffer

20x SSPE

DIG1 (1x)

DIG Wash (1x)

DIG2 (1x)
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Zusammensetzung

72 ml 37 % Salzsaure (HCI) ad 1L ddH:0

1,5 M NaCl; 0,4M NaOH

1,5 M NaCl; 282 mM Tris-HCl; 218 mM Tris-Base
13 M NaCl; 0,3 M NacCitrat; pH 7,0

0,5 M Na-Phosphat Puffer, pH 7,0; 7 % SDS

1 M Na;HPO.x 2H;0; 1 M NaH;PO4+x 2H,0; pH 7,0

3 mM NaCl; 227 mM Na;HPO,x 2H,0; 20 mM Na;-
EDTA x 2H;0; pH 7,4

0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl; pH 7,5

0,3% (v/v) Tween-20 in DIG1

5% (w/v) Milchpulver in DIG1
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DIG3 (1x) 0,1 M NaCl; 0,05 M MgCl,x 6H,0; pH 9,5

CDP-Star Losung 100 pl CDP-Star in 10 ml DIG3 (1:500)

Fiir die Durchfiihrung eines Southern Blots wurden DIG markierte Sonden mit Hilfe
des PCR DIG Probe Synthesis Kit von Roche (Mannheim), nach Angaben des
Herstellers, hergestellt. Uber Nacht wurde die genomische DNA mit geeigneten
Restriktionsenzymen geschnitten und anschliefend auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die DNA wurde bei 80 Volt aufgetrennt und der Marker anschliefdend

mit Hilfe einer Pipettenspitze im Gel markiert.

Das Gel wurde mit 0,25 M HCI fiir 20 Minuten gewaschen und anschlieféend mit H20
gespult. Hinterher wurde das Gel fiir jeweils 20 Minuten in DENAT und in RENAT
gewaschen und der Blot wurde aufgebaut (Abbildung 42). Es wurde mindestens 2
Stunden oder auch iiber Nacht geblottet. Nach dem Abbau des Blots wurde der
Marker auf der Nylonmembran gekennzeichnet und die Membran 5-10 Minuten
antrocknen gelassen. Anschliefend wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (0,120
m]J) auf der Nylonmembran fixiert, woraufhin die Membran fiir 15-30 Minuten mit
dem Southern Hybridisierungs Puffer bei 65 °C prahybridisiert wurde. Das PCR-
Produkt der DIG- markierten Sonde wurde fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und
zu 15 ml vorgewdrmtem Southern Hybridisierungs Puffer gegeben. Diese Losung
wird auf die Membran gegeben und fiir mindestens 6 Stunden oder liber Nacht bei
65 °C im Hybridisierungsofen belassen. Die Sonde wurde entfernt, bei -20 °C
gelagert und konnte mehrmals wiederverwendet werden. Die Membran wurde
jeweils flir 15 Minuten bei 65 °C mit 2 x SSPE mit 0,1 % SDS, 1 x SSPE mit 0,1 % SDS
und 0,1 x SSPE mit 0,1% SDS und anschlief3end mit DIG Wash fiir 5 Minuten bei 25
°C gewaschen. Im weiteren Verlauf wurden alle Schritte bei 25 °C durchgefiihrt. Es
folgte die Inkubation der Membran fiir 30 Minuten in DIG2 und fir eine Stunde mit
der Anti-DIG Antikérper Losung (1:5000 in DIG 2). Die Membran wurde danach
zweimal flir 15 Minuten mit DIG Wash gewaschen und fiir 5 Minuten mit DIG 3

inkubiert. Zur Detektion der Sonde wurde die Membran in 10 ml CDP-Star Losung
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inkubiert und in Klarsichtfolie gehiillt. Die Signale auf der Membran wurden mit

Hilfe des Chemi-Smart Chemilumineszenzsystem (Peqlab, Erlangen) detektiert.

Gewicht

/ Papiertiicher

3x Whatman-Paper
positiv geladene

et _—_Nylonmembran

L Gel

Whatman-Paper

I I | /I/ 20x SSC

Abbildung 42: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Southern-Blots.

4.12. RNA Isolation

Das in Erlenmeyerkolben gefiillte Medium wurde mit Sporen beimpft und tber
Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Zur Isolierung von RNA mit AMPs induziert
und unbehandelt wurde ein Teil der Sporen fiir 20 Minuten mit AMPs behandelt.
Direkt nach der AMP-Behandlung wurden die Sporen in fliissigem Stickstoff
gemorsert, in ein Eppendorfgefdfd tberfithrt, mit 1 ml TRI Reagent versetzt,
gevortext und fliinf Minuten auf Eis inkubiert. Alle anschlief3enden Schritte erfolgten
bei 11.500 rpm und 4 °C. Nach der Inkubation auf Eis wurde 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefia? iiberfiihrt. Nach
Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurde 15 Sekunden gevortext und 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Es wurde erneut 15 Minuten zentrifugiert, wonach die obere, wassrige
Phase abgenommen und in ein neues Gefaf3 gegeben wurde. Zu dieser Suspension
wurde das gleiche Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) gegeben
und gevortext. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt von 10 Minuten, wonach
erneut die obere Phase abgenommen und in ein neues Eppendorfgefafd pipettiert
wurde. Dieser Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt, gut

gemischt und 10 Minuten zentrifugiert. Wieder wurde die obere Phase in ein neues
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Eppendorfgefifd gegeben und die RNA durch Zugabe von 0,25 ml Na-Citrat/NaCl
(0,8 M Tri-Natrium-Citrat; 1,2 M NaCl) und 0,25 ml 100 % Isopropanol fiir 30
Minuten auf Eis gefillt. Nach der Fillung wurde fliinf Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 75 % Ethanol gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren von fiinf Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Pellet 10 -
15 Minuten bei RT luftgetrocknet und in 150 pul DEPC-Wasser (1 ml DEPC/L ddH:0)
gelost. Dazu wurde die RNA mehrmals auf 65 °C erwarmt und gevortext. Die geloste
RNA wurde dann 10 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefaf tberfiihrt, die Konzentration mittels Nanodrop-

Spektrophotometer gemessen und bei -80 °C eingefroren.

4.13. Quantitative Real Time RT-PCR

Fiir die quantitative Real Time PCR wurde das iScript one Step RT-PCR Kit SYBR
Green und der iCycler von Bio-Rad verwendet. Es wurden 20 pl Ansdtze mit 5 pM
Primern und 100 ng RNA eingesetzt. Als Haushaltsgen wurde HistonB verwendet.
Flr die Analyse der Ergebnisse wurde die AACt-Methode verwendet. Es wurden je

drei biologische und zwei technische Replikate benutzt.
5. Biochemische Methoden

5.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Alle Komponenten und Puffer fiir die SDS-PAGE wurden wie in Sambrook & Russel
(Appendix 8; Gele auf Seite A8.43; Sambrook & Russell, 2000) beschrieben,
hergestellt. Je nach Grofde des zu analysierenden Proteins wurden SDS-Gele mit
unterschiedlichem Anteil an Polyacrylamid (Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1), Roth)
vorbereitet. Ublicherweise wurde ein 12 %iges Gel verwendet. Die Proteinproben
wurden mit 4x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir fiinf Minuten bei 95 °C denaturiert.
Als Grofdenstandards wurden Roti-Mark Standard Prestained (Roth) und PAGE
Ruler Prestained (Fermentas) benutzt. Zum Anfertigen der Polyacrylamidgele und
zur Gelelektrophorese wurde das ,Mini Protean System von Bio-Rad (Miinchen)

verwendet. Anschlief3end wurde das Gel fiir einen Western Blot verwendet oder
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mittels Coomassie gefarbt. Bei einer Coomassie-Farbung wurde das SDS-Gel fiir
mindestens 30 Minuten in der Farbelosung inkubiert und im Anschluss fiir mehrere
Stunden entfarbt, wobei der Entfiarber ein- bis zweimal erneuert wurde. Bis zur
vollstiandigen Hintergrund-Entfirbung wurde das Gel mehrmals in destilliertem

Wasser gewaschen. Alle Schritte wurden auf einem Schiitteltisch durchgefiihrt.

Tabelle 12: Losungen zur SDS-Page

Losung Zusammensetzung
Tris-Glycin-Elektrophorese-Puffer 25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1 % SDS

4-fach SDS-Ladepuffer 200 mM Tris-HCI (pH 6,8); 400 mM DTT; 8 % SDS; 0,4
% Bromphenolblau; 40 % Glycerol

Coomassie-Farbelosung 0,1 % Serva Blue R; 45 % Ethanol; 10 % Essigsdure

Entfarber 20 % Ethanol; 10 % Essigsdure

5.2. Western Blot

Western-Blots wurden mit Tank-Blotting-Apparaturen von BioRad durchgefiihrt.
Der Transfer der Proteine erfolgte auf eine PVDF-Membran (A. Hartenstein) oder
Nitrocellulosemembran (PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman®,
Dassel) bei 30 V liber Nacht bei 4°C oder bei 100 V fiir eine Stunde. Zum Blockieren
unspezifischer Bindestellen auf der Membran wurde eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Blocking-Losung inkubiert. Danach erfolgte die
Hybridisierung mit dem Priméarantikoérper in Blocking-Losung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Ungebundene Antikorper wurden anschlieffend in drei
Waschschritten fiir je 10 Minuten mit TBS-T abgespiilt und die Membran mit dem an
eine Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten fiir je 10 Minuten
wurde die Immundetektion am Chemi-Smart Chemilumineszenzsystem (Peqlab)

durchgefiihrt.

106



V Material und Methoden

Tabelle 13: Losungen zum Western Blot und Inmundetektion

Losungen Zusammensetzung

Transferpuffer 20 mM Tris; 100 mM Glycin; 0,1 % SDS; 20 %
Methanol

PonceauS 3 % Trichloressigsaure; 3 % Sulfanilsalicylsdure; 0,2

% PonceauS

TBS-T(ween-Losung) 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20
Blocking-Losung 5 % Magermilchpulver in TBS-T
Luminol 1 ml Lésung A (50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris-

HCI pH 8,6) 0,1 ml Lésung B (11 mg p-
Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO) 0,3 ul 35 %

H:0:
Tabelle 14: Verwendete Antikoérper
Antikoérper Hersteller
Anti-GFP, N-terminal; aus Kaninchen Sigma-Aldrich; (#G1544)
Anti-His monoclonal antibody (IgG2a); aus Maus GE Healthcare, Thermo Scientific
Anti-Mouse IgG peroxidase conjugate; aus Ziege Sigma (#A-2304)
Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugate; aus Ziege Sigma (#A-0545)

5.3. Dot Blot

Um die Expression der Peptid-Hydrophobin-Fusionsproteine nachzuweisen wurde
ein Dot Blot durchgefiihrt. Daflir wurde eine Nitrocellulosemembran in
Transferpuffer dquilibriert, in die Dot Blot-Apparatur eingespannt und diese unter
Vakuum gesetzt. Es wurden jeweils 30 pl der Probe punktférmig aufgetragen und
fiur einige Minuten einziehen lassen. Die Membran wurde im Anschluss mit
Blockingpuffer versetzt. Alle weiteren Schritte wurden wie nach dem Western Blot

Protokoll durchgefiihrt.

107



V Material und Methoden

5.4. Proteinexpression in E. coli und Zellaufschluss

Flr Proteinexpressionen wurde der E. coli-Stamm M15 oder Rossetta (DE3)pLysS
frisch mit dem entsprechenden Expressionsvektor transformiert und die so
erzeugten Kolonien bis zu vier Wochen verwendet. Fiir jede neue Kultivierung
wurde mit einer frischen Kolonie beimpft. Fiir eine Vorkultur wurde LB-Medium
(plus Selektionsantibiotikum) mit einer Kolonie beimpft und tiber Nacht bei 37 °C
geschiittelt. Die Hauptkultur (meist 0,5 L in 2 L-Erlenmeyerkolben) wurde dann mit
einem zwanzigstel Volumen (25 ml) aus der Vorkultur inokuliert. Die Kultur wurde
etwa 2 - 3 Stunden bei 37 °C und 200 rpm bis zum Erreichen einer ODsoo von ~ 0,8
geschiittelt. Durch Zugabe von 0,5 - 1 mM IPTG wurde die Proteinexpression
induziert und die Expression liber Nacht durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 8.000 rpm, 4° C fiir 30 Minuten (Sorvall-Zentrifuge, GSA-Rotor)
geerntet. Das Pellet wurde, falls nicht gleich verwendet, bei -80 °C bis zum weiteren
Gebrauch gelagert. Fiir den nachsten Schritt wurde das Gewicht des Zellpellets aus
Expressionskultur ermittelt und pro Gramm Biofeuchtmasse (BFM) 1 ml 20 mM
NaH:POs4, pH 7,5 zugegeben. Der Zellaufschluss erfolgte unter Kiihlung an einer
French Pressure Cell Press (Aminco, USA) mit einer Druckeinstellung von 800 PSI
(Pound-force per square inch = Pfund pro Quadratzoll), dies entspricht ca. 55 bar.
Durch anschlief3ende Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 10.000 rpm, 4 °C (GSA-

Rotor) wurde mit dem Uberstand der Protein-Gesamtextrakt gewonnen.

5.5. Schnelltest auf Proteinexpression in E. coli

Sollte ein neu hergestelltes Expressionskonstrukt in E. coli exprimiert werden,
wurde zundchst in einem kleineren Mafdstab getestet. Fiir solch einen Schnelltest
wurde der Zellaufschluss ausgehend von 50 ml Hauptkultur. Die Proteinexpression
wurde bei einer ODsoo von ~ 0,7 mit 0,5 mM IPTG induziert. Alle Kulturen wurden
anschliefSend fiir vier bis sechs Stunden bei 37 °C und 200 rpm geschiittelt.
AnschliefSend wurde die ODsoo (als 1:10-Verdiinnung) ermittelt und eine BFM, die
einer ODsoo von 1/ml entspricht, abzentrifugiert. So wurde gewahrleistet, dass bei

vergleichenden Ansatzen tberall von der gleichen BFM ausgegangen werden

108



V Material und Methoden

konnte. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir fiinf Minuten,
4°C gewonnen. Die Zellpellets wurden fiir mindestens 20 Minuten bei -20 °C
eingefroren und anschlief3end mit 50 pl H20 versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte am
Ultraschallgerat (Labsonic M; B. Braun Biotech International, Melsungen), wobei pro
Ansatz viermal eine Minute (2 Sekunden Pulse/eine Minute Pausen, Amplitude
70%) im Kiihlblock gepulst wurde. Fiir die SDS-PAGE wurden 4x Ladepuffer
zugegeben und ~ 5 pl geladen.

5.6. Heterologe Expression und Aufreinigung von H* Protein B -

Fusionsproteinen

Die Expression der DewA-Peptid-Fusionsproteine erfolgte in E. coli M15 oder
Rossetta (DE3)pLysS in EC3-Medium mit Ampicillin (und Kanamycin bei E. coli
M15). Die Proteinexpression wurde bei einer ODsoo zwischen 0,7 - 0,9 mit einer
Endkonzentration von 0,5 mM IPTG fir vier bis sechs Stunden oder uber Nacht bei
37 °C induziert. Um die Zellen zu ernten, wurde 30 Minuten bei 8.000 rpm
zentrifugiert und die BFM wurde, falls nicht direkt weiterverarbeitet, bei -20 °C

gelagert.

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte durch Abtrennung und Reinigung der IBs.
Das Zellpellet aus der 0,5 L-Kultur wurde in 10 ml/g BFM 20 mM NaH2P04, pH 7,5
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter Kiihlung an der French Pressure Cell
Press. Anschlieffend wurden alle Zentrifugationsschritte in einem 50 ml-
Reaktionsgefafd bei 5.000 rpm, 30 Minuten, 4 °C durchgefiihrt, um die IBs von den
Zelltrimmern und den l6slichen Proteinen abzutrennen. Zunachst wurde die gleiche
Menge an 20 mM NaH:POs, pH 7,5 zum Pellet zugegeben, resuspendiert und wieder
durch Zentrifugation pelletiert. Als nachstes wurde ca. 40 ml ddH20 zum Pellet
zugegeben, dieses gelost und wieder zentrifugiert. Dieser Schritt wurde dreimal
wiederholt. Um die IBs aufzuschlieffen wurde nun das Ulbrig gebliebene Pellet
gewogen und mit ~ 10 % (Pellet-Gewicht) ddH:0 resuspendiert. Dazu wurde 0,1 M
NaOH gegeben (111 pl in 10 ml) und 20 Minuten auf dem Magnetriihrer gemischt.

Dies diente zur Solubilisierung der IBs. Mit 20 % H3POs wurde dann ein pH von 8,5 -
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9 eingestellt und ein weiteres Mal zentrifugiert. Diesmal befand sich das Protein im

Uberstand. Dieser wurde nach Abnahme einer Probe gefriergetrocknet.

5.7. Microtiterscreening Assay

Zur Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitit der AMPs aber auch anderer
Substanzen wurde der Indikatorfarbstoff Resazurin eingesetzt. Resazurin kann pH-
Wert Veranderungen und Redoxreaktionen anzeigen. Der ungiftige wasserlosliche
blaue Farbstoff wird bei Reduktion irreversibel zu rosafarbenem fluoreszierendem
Resorufin umgesetzt. Durch metabolisch aktive Zellen wird Resazurin zu Resorufin
reduziert. Die hierbei entstehende Fluoreszenz ist proportional zur Anzahl der

metabolisch aktiven Zellen.

Es wurde entweder eine Aspergillus-Sporensuspension von 10# Sporen pro 10 pl
oder eine Bakteriensuspension von etwa ODgpo 0,1 eingesetzt. Das
Wachstumsmedium wurde mit Resazurin versetzt, so dass eine 100 uM Losung
entsteht. Von diesem Resazurin-Medium wurde pro Mulde einer Mikrotiterplatte
200 pl eingesetzt. Von den zu untersuchenden Substanzen wurde eine Stocklosung
hergestellt, die 2,05-fach hoher sein sollte als die erwiinschte Hochstkonzentration
in der Mikrotiterplatte. 200 pl der Peptid-Stocklésung wurde in die erste Mulde
einer Reihe geben und grindlich gemischt. Aus der ersten Mulde wurden 200 pl in
die zweite pipettiert und wiederum gut durchgemischt. Die Verdiinnung wurde bis
zur letzten Mulde der Reihe durchgefiihrt und die letzten 200 pl verworfen. Im
Anschluss wurden 10 pl der Sporenlésung pro Mulde zugegeben und die Platte tiber

Nacht inkubiert.

5.8. Oberflachenbeschichtung mit rekombinanten Fusions-

Hydrophobinen

Die Beschichtung wurde in Anlehnung an Rieder et al. (2010) durchgefiihrt. Es
wurden Mikrotiterplatten oder Glasoberflaichen (Kalk-Natron-Silikat Glas, Menzel-
Glaser, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Diese wurden mit 70 % Ethanol

gereinigt und fiir 1, 2 oder 16 Stunden bei 37 °C oder 80 °C in der Hydrophobin-
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l6sung inkubiert. Anschliefend wurden die Oberflachen dreimal fiir 10 Minuten mit
ddH20 gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die beschichteten
Oberflaichen wurden zur Untersuchung der Biofilmbildung auf unterschiedlich

funktionalisierten Oberflachen eingesetzt.

5.9. Test auf enzymatische Aktivitit immobilisierter Enzyme

Zum Test der enzymatischen Aktividt der an die Sporenoberflaichen immobilisierten
Enzyme MutA und SwoM wurden zunachst Sporensuspenionen der Transformanten
hergestellt (siehe Material und Methoden 3.3.). Um Mutan und Fruktose im Test
einsetzen zu konnen, wurden diese zuerst vorbereitet. 10 mg Mutan und 80 mg
Fruktose wurden in 1 ml 50 mM Natriumacetatpuffer (pH= 5,5) gelost und fir 2
Stunden bei 37 °C quellen gelassen. Abschliefiend wurden die Losungen fiir 2
Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert und 100 pl vom Uberstand zusammen mit
300 pl Sporensuspension inkubiert. Die Glukosefreisetzung wurde mittels Glukose-
Messstreifem (Diabur-Test® 5000, Roche) oder des Glucose (GO) Assay Kit (Sigma-
Aldrich, Seelze) gemessen. Dabei wird die Glukose zundchst mit Hilfe der
Glukoseoxidase (GOD) zu Glukonolacton oxidiert, wobei Wasserstoffperoxid (H202)
entsteht. Das H20; wird durch eine Peroxidase zu zwei Wassermolekiilen reduziert
und ein Farbstoff oxidiert. Die Umsetzung des Farbstoffes wird entweder auf den
Teststreifen direkt oder durch Messung der Extinktion bei ODs49 gemessen

(Abbildung 43). Die Durchfiihrung der Messung und der Eichgeraden erfolgte nach

Herstellerangaben.
a) Glucose (GO) Assay Kit b)
Prlep Glucose
Oxidase 3
D-Glucose + H;O + O ————pp D-Gluconic Acid + H02 )
a
o
Reduced Peroxidase Oxidized
H20 + o-Dianisidine —____y o-Dianisidine
(colorless) (brown)
H,SO0; 0 20 40 60 80
Oxidized o-Dianisidine ——  Oxidized o-Dianisidine
(brown) (pink) Glukose [pug/ml]

Abbildung 43: Glukosenachweis durch das Gluocse (GO) Assay Kit (Sigma-Aldrich). a) Prinzip
der Reaktion nach Herstellerangaben. b) Durchfiihrung einer Eichgeraden nach Herstellerangaben.
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Mit Hilfe der Steigung lief? sich die Glukose-Konzentration in der Testl6sung ermitteln.

Die Aktivititen wurden fiir unterschiedliche Temperaturen (30 °C bis 80 °C),
unterschiedliche Sporenkonzentrationen (107 bis 108) und unterschiedliche pH -
Werte (pH 4,5 bis pH 8,5) ermittelt. Zur Ermittlung des optimalen pH - Wertes
wurden sowohl die Sporen- als auch die Zuckerléosungen in Puffern mit den zu
testenden pH - Werten hergestellt. Fiir die pH - Werte von pH 4,5 bis pH 7,5
wurden Zitronensdure-Phosphat Puffer nach Mcllvaine und fiir pH 8,5 wurde ein 20

mM Glycin-NaOH Puffer eingesetzt (Pleszczynska et al., 2012).
Tabelle 15: Puffer zur Bestimmung des optimalen pH - Wertes von Enzymen
Puffer Zusammensetzung je L Puffer

Zitronensaure-Phosphat Puffer Stammlosung A: 21,01 g Zitronensaure x H20;

Stammlosung B: 28,39 g Na;HPO.

20 mM Glycin Puffer 1,5 g Glycin; pH mit 10 M NaOH eingestellt

6. Mikroskopie

Licht-mikroskopische und Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen wurden mit
dem Zeiss Mikroskop Axiolmager Z.1 (Software: AxioVision V4.5) durchgefiihrt.

Auswertungen wurden mit dem Programm Image] Cell Counter gemacht.

6.1. Live/Dead Farbung von Biofilmen

Tabelle 16: Losung zur Live/Dead Farbung

Losungen Zusammensetzung

Zellwaschpuffer 5 mM Mg-Acetat; 10 mM Tris; pH 8.0

Zur Farbung von Bakterien und Biofilmen direkt auf Oberflachen wurden der DNA-
interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Syto9 und Propidiumiodid verwendet. Die zu
untersuchenden Proben wurden mit Zellwaschpuffer gewaschen um lose adharierte
Zellen zu entfernen. Anschlieffend wurde die Arbeitslosung direkt auf die
Oberflachen gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Die Farbelésung wurde vorsichtig mit Zellwaschpuffer abgespiilt und die
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Oberflachen im Dunkeln trocknen gelassen. Die Proben konnten nun entweder
trocken mit einer 10- bis 20-fachen Vergrofierung mikroskopiert werden oder es
wurde das Anti-Fading Reagenz Citifluor aufgetropft und ein Deckglas aufgelegt und

mit einer 63er VergrofRerung mikroskopiert.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AFM Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscopy)

AMP antimikrobielles Peptid

BFM Biofeuchtmasse

DIG Digoxygenin

EPS extrazellulare polymery Substanzen

GFP griinfluoreszierendes Protein

GPI-Anker Glykosylphosphatidylinositol-Anker

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid

IB Einschlusskorperchen (engl. inclusion bodies)

LG3 gobuldre Doméane 3 aus der a3 Seitenkette des humanen Laminin-5
MHK Minimale Hemm Konzentration

MSC mesenchymale Stammzellen, (engl. mesenychmal stem cells)

RFP rotfluoreszierendes Protein

nP natiirlicher Promotor

PSI Pfund pro Quadratzoll (engl. pound-force per square inch)

RGD Bindungsmotiv von Fibronektin, abgekiirzt fiir den 3 As-Code Arg-Gly-Asp
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
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Hydrophobins are fungal proteins with the ability to form immunologically inert membranes of high sta-
bility, properties that makes them attractive candidates for orthopaedic implant coatings. Cell adhesion
on the surface of such implants is necessary for better integration with the neighbouring tissue; however,
hydrophobin surfaces do not mediate cell adhesion. The aim of this project was therefore to investigate
whether the class I hydrophobin DewA from Aspergillus nidulans can be functionalized for use on ortho-
paedic implant surfaces. DewA variants bearing either one RGD sequence or the laminin globular domain
LG3 binding motif were engineered. The surfaces of both variants showed significantly increased adhe-
sion of mesenchymal stem cells (MSCs), osteoblasts, fibroblasts and chondrocytes; in contrast, the inser-
tion of binding motifs RGD and LG3 in DewA did not increase Staphylococcus aureus adhesion to the
hydrophobin surfaces. Proliferation of MSCs and their osteogenic, chondrogenic and adipogenic differen-
tiation potential were not affected on these surfaces. The engineered surfaces therefore enhanced MSC
adhesion without interfering with their functionality or leading to increased risk of bacterial infection.

Keywords:
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Implant coating
Orthopaedic implants
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1. Introduction

Hydrophobins are fungal proteins with the ability to form amphi-
pathic membranes by self-assembling at hydrophilic-hydrophobic
interfaces. If these membranes are formed on a solid surface, they
can convert the hydrophobicity of this surface. A Teflon surface, for
example, can be made hydrophilic by the addition of a hydrophobin
layer [1]. The assembly of class I hydrophobins is associated with the
formation of amyloid fibrils [2], and assembled class I hydrophobins
bind strongly to their supports, resisting harsh treatments such as
boiling using water or detergents [3].

Hydrophobins are found on fungal spores and the tissues of
fruiting bodies that have been exposed to air [4,5]. The hydropho-
bin coating on spores creates an affinity with hydrophobic sur-
faces, which facilitates their dispersal in the air. In addition to
these biophysical properties, hydrophobins have also been shown
to be important in the interaction between spores and their host
post-inhalation. The hydrophobin RodA, from Aspergillus fumigatus,
is immunologically inert. It does not induce maturation of den-
dritic cells and alveolar macrophages or activate helper T-cells,

* Corresponding author. Tel.: +49 6221 96 92 53; fax: +49 6221 96 92 88.
E-mail address: wiltrud.richter@med.uni-heidelberg.de (W. Richter).

and it is proposed to function as a shield, preventing immune
response to spores [6]. Hydrophobins therefore represent non-
immunogenic proteins with the capacity to change the property
of surfaces via a stable coating of thin layers. These various proper-
ties suggest that hydrophobins may be interesting compounds for
use in medical applications [3].

Materials with surfaces that permit good integration with hu-
man tissue are in high demand for tissue engineering and medical
implants. For prosthetic implants in particular, osseointegration
that guarantees stability and prevents subsequent loosening from
bone is highly desirable. One means of promoting this integration
is to use implants with surfaces on which progenitor cells can
attach and differentiate to form new bone [7]. Mesenchymal stem
cells (MSCs) are present in the bone marrow and represent the
most important cell population, with the ability to regenerate mes-
enchymal tissues [8]. The adhesion of MSCs to implant surfaces
under conditions that maintain their osteogenic differentiation
potential could therefore promote the integration of an implant.
On the other hand, adhesion of bacterial cells is undesirable on
implant surfaces. The infection of prosthetic joints with virulent
microorganisms such as Staphylococcus aureus is a devastating
complication with high morbidity [9]. Bacterial adhesion is a first
step leading to biofilm formation and inflammation, which may
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eventually necessitate implant removal; therefore, a functionalized
coating for implant surfaces promoting the adhesion of human
cells should not concurrently facilitate bacterial adhesion [7].
Hydrophobin DewA from Aspergillus nidulans is a class I
hydrophobin for which large-scale production has been achieved
[10]. A pilot study showed that DewA-coated surfaces provide low
adhesion of human cells. The aim of this project was to investigate
whether DewA could be functionalized for use on implant surfaces
to prevent infection and improve tissue integration. Binding sites
for integrin receptors such as the Arg-Gly-Asp (RGD) sequence of
fibronectin[11,12] and the laminin globular domain LG3 [13] repre-
sent attractive cell adhesion-mediating motifs for such a functional-
ization. A similar approach was followed in earlier work with
Schizophyllum commune SC3 hydrophobin, which was fused to an
RGD peptide [1]. Coating with genetically engineered hydrophobin
promoted growth of fibroblasts on a hydrophobic solid. In contrast
to A. nidulans DewA, SC3 cannot be produced in Escherichia coli but
needs to be isolated from the mushroom, a tedious and inefficient
process. Application of this particular protein is consequently lim-
ited. In this project we used molecular modelling to predict suitable
insertion sites for RGD or LG3 motives at surface-accessible sites in
the engineered A. nidulans DewA molecule, and used these purified
proteins to produce hydrophobin surfaces that enhance adhesion
of human cells. The adhesive properties of these engineered hydro-
phobins were investigated for MSCs, osteoblasts, fibroblasts, chon-
drocytes and S. aureus. The effects of hydrophobins on
proliferation and differentiation of MSCs were evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Modelling of genetically modified DewA variants

In order to model the DewA domain, a motif-conserving align-
ment between the sequence of DewA and the class I hydrophobin
EAS [14] was carried out using the Needleman-Wunsch algorithm
[15]. Homology models were created using the Modeller package
[16] and further relaxed in the all atom-free energy forcefield
PFF02 [17] using POEM@HOME. POEM (protein optimization using
energy methods) is an all atom-free energy Monte Carlo frame-
work shown to stabilize a multitude of different protein folds;
POEM@HOME is the distributed volunteer computing implementa-
tion of the POEM framework. Single simulations consist of a fixed
number of Monte Carlo steps changing either single dihedral an-
gles by a random value, or by copying favourable angles from a
database of angles specific to the occurrence of two adjacent amino
acids. Bond lengths are maintained during the simulation.

We modelled the yaaD-binding peptide domain using frag-
ment-based modelling of the truncated yaaD protein fused with
either one of the binding peptides (Fig. 1A). Fragments were gener-
ated using the Rosetta server [18] and assembled in the Rosetta 3.1
suite. The resulting models were then relaxed on POEM@HOME
applying a protocol similar to that used in modelling of DewA.

We generated 40,000 structures each, using the standard Roset-
ta modelling protocol for the fusion construct of both LG3 and RGD.
Each of these models was then relaxed twice independently using
500,000-step geometrical annealing Monte Carlo simulations. For
2 h run time each, these simulations consumed about 36 CPU years
of simulation time. The population of structures was analysed for
the accessible surface of the LG3 or RGD motifs respectively in
the energy-minimized ensemble.

2.2. Insertion of peptides RGD and LG3 via primer ligation

The peptides were fused to the N-terminus of the yaaD via pri-
mer ligation using the RGD ligation sense AATTCATTAAAGAGGA-

GAAATTAACCATGCGGGGCGACCA and RGD ligation antisense
CATGTGGTCGCCCCGCATGGTTAATTTCTCCTCTTTAATG, or LG3 liga-
tion sense AATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGCCGCCGTTCCT-
GATGCTGCTGAAAGGTTCTACCCGTCA and LG3 ligation antisense
CATGTGACGGGTAGAACCTTTCAGCAGCATCAGGAACGGCGGCATGG
TTAATTTCTCCTCTTTAATG primer sets that include the sequences
of the promoter region between the restriction sites EcoRI and Ncol
of the vector pQE60(truncated)YaaD-DewA-Hisg [10]. The synthe-
sized primers from MWG (Ebersberg) were purified by high-per-
formance liquid chromatography. The primer sets were incubated
in PCR-buffer at 95 °C for 1 min and then cooled down to room
temperature to allow duplex formation. The vector pQE60(trun-
cated)YaaD-DewA-Hisg [10] was digested with EcoRI and Ncol,
purified from 1% agarose gels via a Zymo Gel DNA Recovery Kit
(ZymoResearch, Freiburg) and ligated with the double-stranded
primers overnight. The ligation mixtures were transformed into
E. coli XL-1 Blue Cells and the correct integration was confirmed
by sequencing (MWG). The vector pTT15 contains the
PQE60_RGD_(truncated)YaaD-DewA-Hisg and the vector pTT18
contains the pQE60_LG3_(truncated)YaaD-DewA-Hiss.

2.3. Heterologous expression and purification of peptide DewA fusion
proteins by separation of the inclusion bodies (IBs)

The vectors pTT15 and pTT18 were transformed in E. coli Roset-
ta (DE3) pLysS cells. Bacterial cultures were grown overnight in
EC3 medium + ampicillin. The protein expression was induced at
an optical density (OD) at 600 nm of between 0.7 and 0.9, with a
final concentration of 0.5 mM IPTG; cells were grown for 4-6 h at
37°C and 225 rpm. Cells were harvested by centrifugation for
30 min at 10,000 rpm (GSA rotor).

Protein purification was performed by separation and purifica-
tion of inclusion bodies (IBs). The pellet from the production cul-
ture was resuspended in 20 mM NaH,PO,, pH 7.5 (10mlg™!
biomass). The cells were disrupted under cooling via Pressure Cell
Press (American Instrument Company, 800 PSI). Subsequently, in
order to separate the IBs from the cell debris and soluble proteins,
cells were centrifuged 30 min in a 50 ml reaction tube at 5000 rpm,
4 °C. Cell pellets were resuspended in 20 mM NaH,PO,4, pH 7.5 and
pelleted again by centrifugation under identical conditions. Wash-
ing in 40 ml ultrapure water followed by centrifugation was re-
peated three times. To solubilize the IBs, the remaining pellet
was resuspended in ultrapure water and mixed on a magnetic stir-
rer for 20 min after addition of 0.1 M NaOH. The solution was neu-
tralized to pH 8.5-9 with 20% H3PO4and centrifuged a second time.
The protein found in the supernatant was then freeze-dried.

2.4. Isolation and culture of primary human cells

The studies were approved by the local ethics committee and in-
formed consent was obtained from all individuals included in the
study. Bone marrow samples were obtained from patients undergo-
ing total hip replacement or iliac bone graft harvest. MSCs were iso-
lated from fresh bone marrow samples as described previously [19].
Briefly, cells were fractionated on a Ficoll-Paque Plus density gradi-
ent (GE Healthcare, Freiburg, Germany), and the low-density MSC-
enriched fraction was washed and seeded at a density of
1.25 x 10’ cells cm™2 into 0.1% gelatine-coated flasks in an expan-
sion medium consisting of Dulbecco’s modified Eagle’s medium
containing 4.5 mg1~! glucose (DMEM-HG) (Invitrogen, Germany)
with 12.5% FCS, 2 mM L-glutamine, 1% non-essential amino acids,
0.1% 2-mercaptoethanol (Invitrogen), 100U ml~' penicillin,
100 pug ml~! streptomycin and 4 ng ml~! human fibroblast growth
factor-2 (Active Bioscience, Germany). Standard culturing condi-
tions were used (37 °C, 6% CO,). After 24-48 h, cultures were
washed with phosphate-buffered saline (PBS) to remove non-
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Fig. 1. Schematic representation and modelling of the DewA fusion proteins. (A) Schematic representation of the sequence of the expression constructs and masses of
hydrophobin DewA with the truncated fusion protein yaaD, the binding motifs RGD or LG3 and a 6 x His tag. (B) Sequences of the expressed constructs. Strongly hydrophobic
amino acids are highlighted in blue; the characteristic hydrophobin cystein motif is highlighted in red. Amino acids of the fusion construct linking to the RGD or LG3 motif are
printed with a grey background. (C, E) Free-energy and exposed surface area per amino acids of all generated models for RGD fused with yaaD (MET1-ARG51) and DewA
(MET52-VAL176) (C), and for LG3 fused with yaaD (MET1-ARG60) and DewA (MET61-VAL185) (E). The lowest energy conformations are marked with a red dot. (D) Cartoon
and surface visualization of the best energy model of the full engineered protein variant fused with RGD. The model features two distinct domains: the hydrophobin domain
MET52-VAL176 (light blue) and the hydrophobic loops (dark blue); and the fusion-interaction domain MET1-ARG51 (green) with the RGD (magenta). (F) Cartoon and surface
visualization of the best energy model of construct LG3 (magenta) fused with yaaD (MET1 - ARG60, green). The DewA domain (MET61-VAL185) is not shown.

adherent material. Osteoblasts were grown from trabecular bone
chips in culture medium composed of DMEM-HG containing 10%
foetal calf serum (FCS; Biochrom, Berlin, Germany), 50 U ml~' pen-
icillin, 50 U 17! streptomycin, 12.5 mM HEPES, 0.4 mM L-prolin,
50 mg 1~ ascorbic acid and 0.1 uM dexamethasone under standard
conditions at 37 °C with 5% CO,. After one passage, the medium was
switched to an expansion medium consisting of DMEM-HG con-
taining 2% FCS, with 10 ng ml~! recombinant human epidermal
growth factor (Strathmann Biotech, Hamburg, Germany) and
10 ng ml~! recombinant human platelet-derived growth factor BB
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) [20]. Human articular car-
tilage samples were obtained from patients diagnosed with osteo-
arthritis and undergoing total knee replacement surgery. Cartilage
chips were carefully removed from the tibial plateau and condyles,
and washed with PBS to avoid contamination by other cells. Human
chondrocytes were isolated from cartilage by digestion with colla-
genase B (1.5 mg ml~') (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
and hyaluronidase (0.1 mg ml~!) (Serva, Heidelberg, Germany), as
described previously [21]. Human dermal fibroblasts were acquired
from Promocell (Heidelberg, Germany). Chondrocytes and fibro-
blasts were expanded in the same medium as described above for
osteoblasts. During expansion of all cell types, the medium was re-
placed two to three times each week.

2.5. Coating with hydrophobins and characterization of the surfaces by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and fluorescence
microscopy

Coating of cell culture wells (96-well, Greiner, Frickenhausen,
Germany) was performed with DewA, DewA-RGD or DewA-LG3
(each 200 pg ml~! in water) at 4 °C. All proteins contain a 6-His
tag for purification, which can also be used for immunodetection.

After incubation overnight, the protein solution was removed
and the surfaces blocked for 30 min (phosphate buffer solution
(PBS) containing 0.1% Tween 20 and 5% milk powder). Blocking
and all subsequent steps were done at room temperature. The pri-
mary antibody (anti-His antibody, GE Healthcare; diluted 1:3000
in PBS containing 0.1% Tween 20 and 1% milk powder) was applied
for 1 h. After washing the wells thoroughly in PBS containing 0.1%
Tween 20 four times for 5 min, the Cy3-conjugated secondary anti-
body (diluted 1:5000 in PBS containing 0.1% Tween 20; goat poly-
clonal secondary antibody to mouse IgG (Cy3), Dianova GmbH,
Hamburg) was added. The wells were incubated for 1 h in the dark,
washed as described above and air-dried. Next, 50 pl of PBS con-
taining 0.1% Tween 20 was added to the wells and the samples
analysed in a plate reader (Infinite® 200 PRO, Tecan, Minnedorf,
Switzerland). The plate reader was adjusted with the excitation
wavelength of 550 nm, an emission wavelength of 570 nm and
10 flashes per well. The same wells were characterized in a fluores-
cent microscope at 5x magnification (AxiolmagerZ.1, Software:
AxioVision V4.5; Camera: AxioCam MR; Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany).

2.6. Adhesion of human cells

For the adhesion assay, culture wells (96-well plates, Greiner,
Frickenhausen, Germany) were either left empty or exposed to
solutions of 10 ug ml~! fibronectin (Calbiochem, Darmstadt, Ger-
many) or DewA variants (2-200 ug ml~! in water) overnight at
4 °C. Wells were then washed twice with PBS. In order to block cell
adhesion on possible uncoated areas, subsequent incubation with
2% bovine serum albumin (BSA; Sigma) was performed for 2 h at
room temperature, followed by a washing step with PBS. This
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blocking step was also performed on the uncoated wells used as
negative controls.

In order to exclude variations due to cell-specific expansion, the
media, MSCs, chondrocytes, osteoblasts and fibroblasts applied in
adhesion assays were all expanded in the same low (2%) serum-
containing medium as described above for osteoblasts. Cells ex-
panded for three passages in this medium were trypsinized and
resuspended in DMEM-HG without additives. Then 100 ul of
DMEM-HG containing 10* cells was transferred to each well of
96-well plates in duplicate and incubated at 37 °C. After 1 h, the
plates were washed with PBS using an ELISA washer (Anthos, Kre-
feld, Germany) to remove non-adhered cells. The remaining cells
were fixed in 70% ethanol, washed and their nuclei stained with
1 ug ml~!' Hoechst dye (Sigma) at 37 °C. Three microscopic fields
were photographed in each well (10x magnification) and the num-
ber of cells in each field was determined using the AxioVision soft-
ware (Zeiss, Jena, Germany).

2.7. Proliferation assay

Ninety-six-well plates were coated as in detailed in Section 2.6.
To analyse the proliferation rates on the coated surfaces, 4 x 103
MSCs per well was seeded in coated 96-well plates in triplicate.
After 24 h, medium was replaced with fresh medium containing
0.25 uCi of [methyl->H]thymidine (GE Healthcare, Germany) per
well. Cells were incubated for 18 h, washed and lysed in 1% Triton
X-100. Half the cell lysates were transferred into tubes containing
2 ml of scintillation cocktail (Perkin Elmer, Waltham, USA). Radio-
activity was measured with a WinSpectral 1414 liquid scintillation
counter (Perkin Elmer, USA). The remaining cell lysates were di-
gested overnight at 60 °C with 100 ug ml~! proteinase K (Roche,
Germany) in Tris—-HCl, pH 8. DNA concentrations were measured
with a Quant iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Germany)
according to the manufacturer’s instructions.

2.8. Osteogenic differentiation and alkaline phosphatase activity assay

Twenty-four-well plates were coated as in Section 2.6:
3.5 x 10* MSCs were seeded on coated wells of 24-well plates
and incubated at 37 °C. After 1h, the plates were washed with
PBS and osteogenic medium composed of DMEM-HG containing
10% FCS, 0.1 pM dexamethasone, 0.17 mM ascorbic acid 2-phos-
phate, 10 mM B-glycerophosphate (Sigma-Aldrich, Germany) and
1% penicillin/streptomycin was added. After 14 days, two wells
each were used for assessment of alkaline phosphatase (ALP) en-
zyme activity. Cells were lysed with 1% Triton X-100 detergent in
PBS, scraped off the plate and stored at —80 °C. ALP activity was as-
sessed by diluting 50 pul of sample extract with 50 pl of ALP buffer
(0.1 M glycine, 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCl,, pH 10.4) and incubating
with 100 pl of ALP buffer plus 1 mg ml~! p-nitrophenylphosphate.
The conversion to p-nitrophenol (p-NP) was measured spectropho-
tometrically at 405/490 nm after 1 h of incubation. The total pro-
tein concentration was determined with a Micro BCA™ Protein
Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, IL) according to manufac-
turer’s instructions. The specific amount of ALP was evaluated as
the amount of p-NP normalized with the amount of total protein.

2.9. Adipogenic differentiation

Twenty-four-well plates were coated as in Section 2.6:
3.5 x 10* MSCs in 400 pl of expansion medium were transferred
on coated wells of 24-well plates and incubated at 37 °C. After
1h, the plates were washed with PBS and adipogenic medium
composed of DMEM-HG, containing 10% FCS, 0.01 mg ml~! insulin,
1 pM dexamethasone, 0.2 mM indomethacin, 0.5 mM 3-isobutyl-
1-methyl xanthine, 100 U ml~! penicillin, and 100 mg ml~' strep-

tomycin was applied for 3 weeks. After fixation of washed cells
in 4% paraformaldehyde, they were stained with 0.5% Oil Red O
to visualize intracellular triglycerides (Chroma, Germany) [19]. In
order to quantify lipid accumulation, Oil Red O was extracted from
the cells by incubation with 60% isopropanol for 2 h at 37 °C and
the OD at 490 nm was subsequently measured. Total protein con-
centrations, determined with the Micro BCA™ Protein Assay Re-
agent Kit from parallel wells, were used for normalization.

2.10. Chondrogenic differentiation and quantification of proteoglycan
content

For induction of chondrogenesis at high cell density in three-
dimensional culture, spheroids were formed by inclusion of a cell
suspension into fibrin (Tissucol Duo STM, Baxter, Unterschleiss-
heim, Germany) as described previously [22]. A solution containing
70-110 mg ml~! fibrinogen was diluted 1:15 in PBS containing 0 or
4 pg of DewA, and a solution containing 500 IU ml~! of thrombin
was diluted 1:50 in PBS. Some 4-5 x 10°> MSCs were suspended
in 25 pl of the diluted fibrinogen solution and mixed with 25 pl
of diluted thrombin solution. Medium was changed three times
within the next 30 min to adjust the pH. The materials were al-
lowed to gel at 37 °C before chondrogenic medium, consisting of
DMEM-HG supplemented with 5 mg ml~! insulin, 5 mg ml~! tran-
ferrin, 5 mg ml~! selenous acid, 0.1 mM dexamethasone, 0.17 mM
ascorbic acid-2-phosphate, 1 mM sodium pyruvate, 0.35 mM pro-
line, 1.25 mg ml~! BSA and 10 ng ml~! transforming growth factor
B3 (TGF B3; Sigma Aldrich), was added. Cells were kept in induc-
tion medium at 37 °C under 6% CO, for 42 days. After this period,
spheroids were fixed and stained as described previously [23]
according to standard procedures using Alcian blue (1%; Chroma,
Koéngen, Germany) or a monoclonal mouse anti-human collagen
Type II antibody (clones I-8H5 and 11-4C11, ICN Biomedicals, Aur-
ora, Ohio, USA). For quantification of proteoglycan content, differ-
entiated spheroids (2 per donor) were washed with PBS and
mechanically crushed in 0.5ml of guanidine hydrochloride
(GuHCl) extraction buffer (4 M GuHCI/100 mM Tris, pH 8.5). After
incubation (30 min, 4 °C) and centrifugation (13,000 rpm, 15 min,
4°C), extracted proteoglycan in the supernatant was quantified
with Alcian blue following Bjornsson [24]. In brief, chondroitinsul-
phate (3.125-200 pug ml~!) was used as a standard. A 50 pl volume
of SAT buffer (0.3% HSO4; 0.75% Triton X-100 in aqua dist.) was
added to 100 pl of supernatant before shaking for 15 min. One vol-
ume of Alcian blue stock solution (3% (w/v) Alcian blue (Roth) in
0.1% H,S04, 0.4 M GuHCl) was mixed with 5 volumes of SAT buffer
and 9 volumes of H,0; 750 pl of this Alcian working solution was
added. After 30 min at room temperature and shaking, the precip-
itate was harvested by centrifugation (15 min, 13,000 rpm, room
temperature) and the supernatant rejected. The pellet was washed
in 500 pl of dimethylsulphoxide buffer (40% DMSO; 0.05 M MgCl,
in aqua dist.), kept at room temperature for 15 min, centrifuged
(15 min, 20,000g) and the supernatant again rejected. In the fol-
lowing step, the pellet was dissolved in 500 pu of guanidine/propa-
nol buffer (4 M GuHCl, 33% n-propanol; 0.25% Triton X-100). Two
aliquots (200 pl) were transferred to 96-well flat-bottom plates
and the absorbance was measured at 650 nm.

2.11. Adhesion of MSCs to titanium surfaces

Ti90/Al6/V4 (Goodfellow, London, UK) foil was cut into discs
13 mm in diameter using a water jet cutting system, and the discs
were processed as described previously [25]. Briefly, the discs were
sanded with 800, 1200 and 2500 grit silicon carbide paper, pol-
ished with colloidal silica on a ChemoMet Polishing Cloth, rinsed,
sonicated twice in dichloromethane, acetone, methanol and Milli-
pore water for 10 min each, dried in a stream of nitrogen and
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stored under vacuum at 120 °C. Before use they were sonicated
twice in dichloromethane, acetone, methanol and finally Millipore
water for 10 min and dried in a stream of nitrogen.

Titanium discs were either left uncoated or were coated in 24-
well plates under 700 pl of a solution of fibronectin (10 ug ml~') or
of the DewA variants (200 pg ml~!) overnight at 4 °C and washed
with PBS. Discs were blocked with 2% BSA for 2 h at room temper-
ature and washed once with 1x PBS. MSCs from four donors were
expanded in Verfaille medium until passage 3. Prior to adhesion,
MSCs were labelled with 100 pug ml~! carboxyfluorescein succin-
imidyl ester (CFSE; 10 mg ml~! in DMSO; Invitrogen, Molecular
Probes) for 30 min, agitating at 37 °C. Cells were washed twice
and resuspended in DMEM at 10° cells per ml. A 0.1 ml aliquot of
the cell suspension was incubated on pretreated titanium discs
for 1 h at 37 °C, washed using an ELISA washer (Fluido2, anthos),
fixed in 70% ethanol for 20 min at 4 °C and embedded in Aquatex
(Merck).

The discs were mounted on coverslips and imaged on a Zeiss Axi-
oplan 2 microscope using the stitching function with 0% overlap and
focus correction to produce a composed image of the complete tita-
nium disc. Image analysis was performed with Image] version 1.43t,
converting composed mosaics into 8-bit images. All images were
processed equally before analysing the area fractions covered by
cells. Briefly, the Image] “brightness and contrast” function was set
to a minimum of 10 and a maximum of 50. This setting was tested
in advance to subtract background signal, while permitting the
detection of small single cell spots without increasing light scatter-
ing of brighter colonies. The “threshold” function was set to default
algorithm in black and white mode. The settings for a lower and an
upper limit were 0 and 100, respectively. The region of interest was
defined as a circle with 8900 x 8900 pixels framing the chip borders.
Area fractions were retrieved applying the “measure” function.

2.12. Bacterial adhesion assay

The S. aureus strain ATCC 49230 (American Type Culture Collec-
tion) was grown overnight on Columbia blood agar plates and sub-
sequently inoculated into trypticase soy broth (TSB; Becton
Dickinson, Cockeyville, USA). The concentration of bacteria was
determined using a McFarland standard (Densimat, bioMerieux).
In order to stain bacteria, 108 colony-forming units (CFU) in 1 ml
of TSB was incubated with 10 pl of CFSE for 30 min at 31 °C. The
bacteria were then washed twice by centrifugation and finally
resuspended in TSB at 10® CFU per ml.

Titanium discs were coated as described in Section 2.11. For bac-
terial adhesion on one disc in one well, 1 ml of bacterial solution
with 107 CFU of S. aureus in TSB was added and incubated for 1 h
at 37 °C. Thereafter, the discs were washed thoroughly by dipping
in PBS and fixed with 70% ethanol for 20 min. The discs were
mounted on coverslips and imaged as described in Section 2.11, with
settings for lower and upper cut-offs set at 0 and 40, respectively.

2.13. Statistics

Mean values and standard deviations were calculated for all vari-
ables. The non-parametric Wilcoxon test was applied for the analy-
sis of differences in cell behaviour on different coatings. A two-tailed
significance value of p < 0.05 was considered significant. Data anal-
ysis was performed with SPSS for Windows 16.0 (SPSS Inc., USA).
3. Results

3.1. Molecular modelling of genetically engineered DewA

In order to engineer cell-adhesive DewA surfaces, it was
necessary to design genetically modified DewA variants. Among

peptide sequences promoting cell adhesion, the RGD sequence
(DewA-RGD) and a 12 amino acid long LG3 sequence (DewA-LG3)
were selected (Fig. 1A). Structure-prediction methods were used
to generate a model of proteins comprising hydrophobin, fusion
construct and binding domain (Fig. 1A, D and F) to elucidate where
these DewA-binding adhesion motives would be accessible on the
protein surface, as potential binding partners. Analysis of the models
demonstrated that the protein comprises two distinct domains
(DewA-RGD: hydrophobin domain MET52-VAL176, fusion-interac-
tion domain MET1-ARG51). The hydrophobin domain exhibited a
characteristic beta-barrel structure stabilized by cysteine-bridges
(CYS99-CYS165, CYS102-CYS159, CYS103-CYS135, CYS166-
CYS173 for DewA-RGD) and four beta-sheets (ILE100-CYS103,
CYS135-LYS137, ILE162-CYS165, CYS173-VAL176 for DewA-
RGD), while the binding domains formed an unstructured confor-
mational ensemble at the N-terminus of the fusion-protein domain.
Additionally, two large unstructured hydrophobic loops were iden-
tified which give the hydrophobin its characteristic amphipathicity
(SER105-SER133 and LYS137-PR0O157 for DewA-RGD). Two popu-
lations of different solvent exposure of the RGD motif were identi-
fied among simulated ensembles seen in Fig. 1C. Most structures
in the ensemble exhibited tightly packed helical folds for the trun-
cated fusion protein domain and no apparent secondary structure
for the RGD motif. While the lowest energy structure of the complex
featured a solvent exposure of 80 A? per amino acid of the motif, the
second cluster, with a mean solvent exposure of 150 A? per amino
acid, was separated by less than 1 kcal mol~!. Models from both
clusters showed the RGD motif to be exposed to the solvent.
Fig. 1D illustrates that the best energy model for the RGD motif lies
in plane with the hydrophobic amino acids of the hydrophobin.
When estimating the partition between the two populations at
120 A? surface area per amino acid, the population of structures with
a mean accessible surface of about 80 A?> comprised 9100 members,
while the population with a mean accessible surface area of about
150 A% comprised 6000 members. The overall ratio was therefore
roughly 2:3. The best energy structure was found in the 80 A2
population.

A mean solvent exposure of the LG3 motif of 80 A®> per amino
acid was found inside the single cluster of simulated models
(Fig. 1E). Compared to the RGD structure, the LG3 motif may tend
to be less exposed to the solvent in the tertiary fold. Observed tight
packing of the binding peptide to the fusion domain can be ex-
plained by the large number of hydrophobic amino acids in the
LG3 sequence (Fig. 1A); however, the low-energy ensemble con-
tained many models in which a large fraction of LG3 is exposed
to the solvent. Modelling showed that both DewA fusion proteins
may be able to enhance cell adhesion; therefore, these proteins
were synthesized and purified for subsequent testing.

3.2. Coating surfaces with DewA fusion proteins

Hydrophobin and modified hydrophobins were expressed in
E. coli and purified as described in Materials and methods. Cell
culture wells were coated with the hydrophobin-containing frac-
tion at a concentration of 200 ug ml~!, and incubated overnight at
4 °C. To ensure that comparable coatings were obtained, surfaces
were characterized for the amount of bound hydrophobin using
antibodies derived against the His tag of the proteins. Primary
antibody detection was achieved with a Cy3-labelled secondary
antibody. Fluorescence levels were quantified in a plate reader
(ELISA) and suggested comparable amounts of bound protein
(Fig. 2A). In addition, wells were analysed by immunofluores-
cence microscopy to assess spatial distribution of the proteins
(Fig. 2B). Fluorescent images confirmed the ELISA data of compa-
rable protein amounts, and also revealed that hydrophobins were
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Fig. 2. Characterization of hydrophobin-coated culture wells. (A) Quantification of
the relative fluorescence. For each sample the bottoms of five wells were analysed
for fluorescence at five spots each in a plate reader. Excitation of Cy3 was achieved
with 10 flashes. The mean value of all measurements was corrected for the value
obtained in the control (PBS with Tween). (B) Immunofluorescence of the wells.
Pictures of the control and the DewA-LG3 coated well were corrected for contrast
and brightness using identical parameters. Pictures for DewA-RGD and DewA are
not shown. Scale bar = 200 pm.

heterogeneously distributed, resulting in an unevenly coated
surface.

3.3. Cell adhesion on surfaces coated with DewA fusion proteins

Adhesion of MSCs was tested on surfaces coated with DewaA,
DewA-RGD, DewA-LG3 and fibronectin, a common component
of wound fluid which is expected to coat implants in vivo and
was used as a positive control. Adhesion on laminin was ana-
lysed in preliminary experiments and showed similar levels as
fibronectin for all cell types (data not shown). Both modified
DewA proteins showed significantly elevated levels of MSC
adhesion compared to wild-type DewA (Fig. 3A). Adhesion to
DewA-RGD and DewA-LG3 remained significantly lower than
with fibronectin (p <0.05). At a concentration of 20 pgml!,
adhesion to DewA-RGD was significantly higher than with
DewA-LG3 (p =0.031).

In order to test other cell types relevant to the context of bone,
adhesion of osteoblasts, chondrocytes and fibroblasts (four donors
each) were quantified on surfaces coated with 200 ug ml~! DewA
variants. More cells from each cell type tended to adhere to
DewA-RGD and DewA-LG3 than DewA, which suggests a similar
pattern as with MSCs (Fig. 3B); however, the differences were
not significant, possibly owing to the low number of donors (i.e.
low sample size).

3.4. Proliferation of MSCs on DewA surfaces

In order to assess whether DewA-coated surfaces have cyto-
toxic effects, proliferation of MSCs on surfaces coated with
DewA, DewA-RGD and DewA-LG3 was monitored as [>H] thymi-
dine uptake over 18 h incubation (Fig. 3C). DNA concentrations
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Fig. 3. Cell adhesion and proliferation on surfaces coated with DewA variants. For
the quantification of cell adhesion, cells were allowed to adhere for 1h. After
fixation, the number of adherent cells per mm? was counted in three randomly
selected photographic fields. (A) MSCs (n=7 donors) were allowed to adhere to
surfaces coated with BSA (2%), fibronectin (10 pg ml~!) and various concentrations
of the hydrophobins DewA, DewA-RGD and DewA-LG3. *Significant difference in
comparison to DewA at the same concentration and to fibronectin; *significant
difference in comparison to DewA-LG3 at the same concentration (p < 0.05). (B)
Osteoblasts (Ob), chondrocytes (HAC) and fibroblasts (Fib) were allowed to adhere
to surfaces coated with BSA, fibronectin and 200 pg ml~! of DewA, DewA-RGD and
DewA-LG3 (n=4 donors for each cell type). (CO) The [*H] thymidine uptake of
MSCs (n = 3) with uncoated surfaces and on surfaces coated with DewA, DewA-RGD
and DewA-LG3 were quantified and normalized with DNA content. Thymidine
uptake is shown as uptake measured in MSCs on uncoated wells (%).

of cell lysates after incubation with [*H] thymidine were used
to normalize [>H] thymidine uptake for cell numbers on the dif-
ferent coated surfaces. Coating with different concentrations of
the DewA variants did not significantly affect proliferation of
MSCs.
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3.5. Differentiation of MSCs in the presence of DewA

MSCs were seeded in coated and uncoated cell culture wells,
and osteogenic and adipogenic differentiation were induced. The
ALP activity in MSCs after 3 weeks of in vitro osteogenesis did
not differ between the uncoated surface and the surfaces
coated with fibronectin or DewA variants (Fig. 4A). The adipo-
genic differentiation potential of MSCs was also not affected
by the different coatings, which is indicated by equal levels of
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In order to evaluate a possible effect of DewA on chondrogene-
sis, MSCs were embedded into a fibrin gel in the presence or ab-
sence of DewA. Chondrogenic differentiation was induced by a
chondrogenic medium containing 10 ng ml~!' TGFp3. The immuno-
histochemical analysis of MSC pellets after 42 days’ induction re-
vealed similar chondrogenic differentiation with or without
DewaA (Fig. 4E-H). There was a trend for lower proteoglycan depo-
sition in the presence of DewA (77% of control), but this was not
significant; therefore, DewA and the variants DewA-RGD and

Oil Red O-stained intracellular triglyceride accumulation DewA-LG3 showed no evidence of interference with the differen-
(Fig. 4B-D). tiation potential of MSCs.
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Fig. 4. Osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation of MSCs in the presence of DewA. Osteogenic and adipogenic differentiation was induced in MSCs (n = 3)
seeded on cell culture wells coated with fibronectin (10 ug ml~'), DewA, DewA-RGD and DewA-LG3 (20 pug ml ') or left uncoated. All wells were blocked with BSA to cover
uncoated areas. Osteogenic differentiation was quantified after 14 days by assessing alkaline phosphatase enzyme activity in cell lysates and normalized with protein
concentrations. Enzyme activity is shown as a percentage of the activity of MSCs in uncoated wells (A). After 21 days of adipogenic differentiation, the Oil Red O incorporation
in MSCs was quantified and expressed in relation to levels in MSCs differentiated on uncoated wells (B). A representative example of MSCs after adipogenesis on an uncoated
well (C) and on a well coated with DewA (20 pig ml~!) (D). Chondrogenic differentiation of MSCs (n = 5) was induced in pellets formed with fibrin glue only (E, G), and with
fibrin glue supplemented with DewA (F, H). After 42 days, collagen Type Il accumulation was evaluated by immunohistochemistry (E, F) and the accumulation of
proteoglycans by Alcian blue staining (G, H). Representative pellets from one donor are shown.
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3.6. Adhesion of MSCs and S. aureus to titanium surfaces

In order to test the functionality of modified DewA variants in a
setting similar to the in vivo conditions in patients, titanium was
used as a coating substrate. Coating was performed as previously
and a similar level of adsorption as observed on the plastic wells
was assumed. This hypothesis could be further analysed in future
work. MSCs stained with CFSE were exposed for 1h to coated
and uncoated titanium discs. After washing, the entire surface of
the titanium discs was photographed (Fig. 5A) and the percentage
of the disc covered with MSCs was quantified (Fig. 5F). MSC
adhesion with DewA-RGD was significantly higher compared to
MSC adhesion with DewA and the negative control (p = 0.014 for
both). For DewA-LG3, a minor but non-significant trend was
observed.

Subsequently, we tested whether insertion of sequences pro-
moting cell adhesion in DewA would modify interactions with
bacteria, potentially affecting the risk of implant infection. This
was achieved by quantifying the adhesion of S. aureus on
DewA-coated titanium surfaces. Mimicking in vivo conditions in
patients, an S. aureus strain primarily isolated from a patient with
chronic osteomyelitis was used. Some 107 CFU of S. aureus
stained with CFSE was exposed to titanium discs for 1 h. After
washing, the entire surface of the titanium discs was photo-
graphed (Fig. 6A) and the percentage of the disc covered with
bacteria was estimated (Fig. 6F). Bacterial adhesion was highest
on titanium coated with fibronectin. Surfaces coated with DewA,
DewA-RGD and DewA-LG3 showed similar levels of adhesion,
which was significantly higher than for uncoated surfaces and
significantly lower than surfaces pre-exposed to fibronectin
(p <0.05). DewA on titanium resulted in less bacterial adhesion
than fibronectin, while the insertion of cell adhesion motifs in
DewA did not increase the adhesion potential of S. aureus further,
indicating that the bacteria, unlike other cells, did not use the
RGD motif for attachment.

4. Discussion

Hydrophobins are interesting candidates for use in medical
applications based on their ability to self-assemble and form thin,
stable layers, as well as their apparent absence of immunogenicity
and toxicity [3]; however, hydrophobins appear to be incapable of
mediating mammalian cell adhesion. We have shown that adhe-
sion of various human cell types to hydrophobin DewA is low after
1 h, and not significantly higher relative to uncoated tissue culture
or titanium surfaces. Similar behaviour has been observed with the
class I hydrophobin SC3, where only low numbers of fibroblasts
were found after 3 days of incubation, and there was no measur-
able effect on proliferation [1]. Another example of this was the
low numbers of rat neuronal stem cells found on surfaces coated
with the hydrophobin HFBI after 24 h incubation [26]. Our data
support these previous findings, showing that human cell adhesion
is indeed low on surfaces coated with a class I hydrophobin.

In order to benefit from the biophysical properties of hydropho-
bins in applications where cell adhesion is requested, the engineer-
ing of genetically modified hydrophobins by insertion of motifs
allowing cell anchoring appears to be an attractive strategy. Conse-
quently, our construction of the two modified variants of DewA, in
which the RGD [11] and the laminin globular domain LG3 [13]
binding sites for integrin receptors were inserted, improved adhe-
sion. Coatings with DewA molecules bearing one RGD or one LG3
motif allowed significantly greater adhesion compared to DewA
in tissue culture wells; therefore, creating cell adhesive surfaces
can be achieved with these fusion proteins.

Models of these fusion proteins exhibited a two-domain struc-
ture. Hydrophobins can be identified by a distinct sequence motif
of eight cysteine amino acids, which form a very stable beta-bar-
rel-fold structure due to four intramolecular disulphide bonds
[14]. One of the domains of the fusion proteins corresponded pre-
dictably to an intact amphipathic DewA domain with a large
hydrophobic patch, which may be involved in impairing cell adhe-
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Fig. 5. Adhesion of MSCs on titanium discs coated with fibronectin and DewA variants. Fluorescent images of MSCs stained with CFSE on the coated surface of titanium
discs were converted to black and white 8-bit images. An overview on a representative titanium disc coated with fibronectin (A) and detailed views on an uncoated disc
(B) and discs coated with fibronectin (C), DewA (D), DewA-RGD (E) and DewA-LG3 (F). The fraction of the surface of the disc covered with MSCs was quantified
using the “measure” function of Image] and is shown as a percentage (G). *Significantly higher than DewA and uncoated; *significantly higher than all other surfaces

(p<0.05).
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Fig. 6. Adhesion of S. aureus to titanium discs coated with fibronectin and DewA variants. Fluorescent images of S. aureus stained with CFSE on the coated surface of titanium
discs were converted to black and white 8-bit images. An overview of a representative titanium disc coated with fibronectin (A) and detailed views on an uncoated disc (B)
and discs coated with fibronectin (C), DewA (D), DewA-RGD (E) and DewA-LG3 (F). The fraction of the surface of the disc covered with S. aureus was quantified using the
“measure” function of Image] and is shown as a percentage (G). *Significantly lower than fibronectin, significantly higher than uncoated; *significantly higher than uncoated

(p<0.05).

sion as seen in the experiments. Both RGD and LG3 motifs are part
of the second domain, including the fusion peptide, and are found
to be exposed at least partially in many of the low-energy models.
The RGD motif was identified as facing the same side as the hydro-
phobic loops, indicating that it is exposed to area accessible by
cells, which is supported by the experimentally observed increased
adhesion of cells to the engineered binding-peptide mutants.

On the basis of the proposed orientation (hydrophobic loop up)
of the DewA-RGD variant, we estimate an area of 13 nm? per pro-
tein/RGD motif or 8 x 10'° ligands per mm? for perfect packing,
but the apparent surface density is lower. We can estimate the cov-
ered surface for a DewA-RGD covering used in the cell adhesion
studies as about 20% of the total surface. This was estimated by
counting the fluorescent pixels on a sample of about 1 mm?. A sim-
ilar surface density of RGD was reported by Le Saux et al. [27].
Using a variety of mirror-polished and etched silicone materials,
they investigated the influence of RGD ligand density and surface
roughness for endothelial cell adhesion. For an observed RGD den-
sity of 6 x 10'! ligands per mm?, they report 700 endothelial cells
mm 2 for a mirror-polished surface, which fell to 300 cells mm 2
for a silicone surface etched for 10 min. Adherent endothelial cells
featured a mean cell surface of 400 um? The cells used in this
investigation featured a surface area of roughly 700-1000 pm?.
Our investigations were done in cell culture wells of unknown
roughness; however, the number of cells for the fibronectin posi-
tive control is comparable to the etched silicone (300 vs.
180 cells mm~2), considering the increased surface area of the
stem cells. The efficiency of 60% of the RGD-modified hydrophobin
construct in comparison to the fibronectin-positive control can be
explained by the unordered surface coverage of 20%. An expected
efficiency of 20% is incorrect, as shown by Le Saux et al. [27]. They
showed that a decreased RGD ligand density can actually lead to
increased endothelial cell binding. Our sample showed unordered
ligand densities; therefore a lower efficiency is to be expected.

Furthermore, it should be noted that surface coating with DewA
was heterogeneous in this study. Whereas the A. nidulans
hydrophobin RodA is able to form rodlets on the spore surface,
DewaA does not have this ability [28,29]. Rodlet formation on arti-

ficial surfaces has not yet been observed for either DewA (Fig. 2B)
or RodA (unpublished data). More homogeneous surfaces can be
obtained at higher temperatures, as was discovered in an indepen-
dent project [30]; however, as the amount of each DewA variant on
the cell culture wells was the same, this heterogeneity did not
interfere with the differences observed between them.

The RGD cell attachment site has been described well, and it
allows cell adhesion that can be mediated through about half of
the existing integrin receptors [12]. Adhesion to the globular do-
main of laminin has been shown to be mediated by the 12 amino
acid motif PPFLMLLKGSTR [13]. Adhesion to this domain is medi-
ated by the integrin o381, as has been shown for human keratino-
cytes [13] and MSCs [31]. As integrin o3p1 does not play an
important role in adhesion to RGD motifs [32,33], adhesion to
the modified DewA variants bearing the RGD and LG3 motif is
likely mediated by different integrins. Relatively low adhesion on
DewA-LG3 could be attributable either to a less exposed confor-
mation of the fusion protein or to differential adhesion potentials
of cells to RGD and LG3. However, as a further development, our
results raise the possibility of creating DewA surfaces that target
different cell adhesion receptors, which could allow selective adhe-
sion of specific cell types.

Proliferation of MSCs on DewA surfaces was not altered in com-
parison to fibronectin or uncoated cell culture wells. This is in line
with studies of other hydrophobins showing the absence of cyto-
toxicity [1,26]. Nonetheless, the differentiation potential of MSCs
in contact with hydrophobins has not previously been analysed.
Our study demonstrated that DewA does not affect the differenti-
ation potential of MSCs towards the osteogenic, adipogenic and
chondrogenic lineage. Moreover, DewA fusion proteins including
RGD and LG3 did not modify the potential of MSCs for osteogenic
and adipogenic differentiation. The differences in cell adhesion of
these molecules, in comparison to fibronectin, did not appear to
be relevant to the differentiation of MSCs over several weeks. Stud-
ies have reported a stimulatory effect of RGD and a larger sequence
from the LG3 domain on osteogenic differentiation in experimental
settings that differed substantially from ours [31,34]. Under the
conditions used in our study, such an effect was not observed;
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however, hydrophobins could permit the design of surfaces with
osteoinductive properties, for example by combining DewA-RGD
or DewA-LG3 coatings with DewA proteins fused to modular pep-
tides that promote osteogenic differentiation [35].

Infections of prosthetic implants represent a serious complica-
tion with potentially devastating consequences [9]. Bacterial adhe-
sion represents the first step leading to the formation of biofilms,
which are crucial for the virulence of the infection. Adhesion of S.
epidermis on fibronectin has been extensively analysed and has
been shown to correlate to the potential for biofilm formation on
fibronectin [36]. Until now, the interaction of hydrophobins with
bacteria typically implicated in nosocomial infections has not been
investigated. Although we found a higher adhesion of S. aureus to
titanium coated with DewA than on uncoated titanium, bacterial
adhesion to DewA was significantly lower than with fibronectin,
a common component of wound fluid. This finding suggests that
our adhesion assay of surfaces coated with DewA, DewA-RGD or
DewA-LG3 equally induce lower bacterial adhesion than fibronec-
tin, which may form a coating on the titanium immediately post-
implantation. Even more importantly, bacterial adhesion was not
enhanced by the insertion of motifs that allow anchoring of human
cells, which agrees with the hypothesis that, relative to other cells,
bacteria uses an alternative form of attachment. This indicates that
our insertion of the RGD motif to encourage adhesion to human
cells would not increase the risk of infectious bacteria attaching
to these surfaces. Overall, DewA-RGD thus appears to be an attrac-
tive coating to produce surfaces with enhanced human cell adhe-
sion, but which do not support bacterial biofilm formation.

5. Conclusions

We have shown that a scalable synthesis of hydrophobins
bearing motifs encouraging anchoring of human cells is possible,
and these hydrophobins can be used to produce surfaces
enhancing the adhesion of human cells such as MSCs, osteo-
blasts, fibroblasts and chondrocytes. Furthermore, these modified
hydrophobins did not interfere with the functionality of MSCs.
The enhanced cell adhesion on surfaces coated with the modified
hydrophobins DewA-RGD and DewA-LG3 could therefore be
coupled to proliferation and differentiation of MSCs on these
surfaces, allowing good integration of the coated surface with
the neighbouring tissue. Improved cell adhesion potential of hu-
man cells on these surfaces was not coupled with enhanced bac-
terial adhesion and therefore does not introduce increased risk
of bacterial infection.
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Appendix A. Figures with essential colour discrimination

Certain figures in this article, particularly Figs. 1, 2 and 4, are dif-
ficult to interpret in black and white. The full colour images can be
found in the on-line version, at doi:10.1016/j.actbio.2011.11.022.
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Introduction

Microbial biofilms are an extremely successful
way of life. Bacteria and fungi benefit in this
symbiotic life form of metabolic exchange, pro-
tection and genetic flexibility. They produce a
matrix of organic molecules in which they are
embedded and which offers new habitats to
other organisms, such as other bacteria or
fungi. Biofilms cannot be avoided to colonize
surfaces in unsterile habitats. So, they can be
found everywhere in nature and in technical
systems, but they play an ambivalent role. On
the one hand biofilms are essential to degrade
and transform water contaminations, but on
the other hand they can diminish product qual-
ities and damage capital equipment. Biofilms
can cover medical equipment such as catheters
and pathogenic bacteria, which may be living in
the biofilms, are a continuous source of infec-
tion of the patients. In addition, the metabolism
of the biofilm microorganisms may change the
composition of the fluids or contaminate them
with their products. As biofilms are all-round,
the understanding of the biofilm formation and
its manipulation are of prime importance in
microbiology and material sciences.

The choice of a material and the correspond-
ing surface properties like mechanical proper-
ties, structure, polarity, and chemistry influence
the binding of various molecules and cells. The
surface properties affect the biocompatibility of

a material and consequently also bacterial
adhesion, and biofilm growth. In this project
hydrophobins are used as a novel modification
of surfaces to change surface properties like
hydrophobicity and thus might have an effect
on biofilm formation.

Hydrophobins are fungal proteins, which self-
assemble on hydrophobic as well as hydrophilic
surfaces into extremely stable monolayers. Re-
combinant hydrophobins provide the opportu-
nity to use these highly surface-active proteins
for large-scale surface coatings. Hydrophobins
are non-toxic and can be used for surface
modification and functionalization (with e.g.
enzymes) of industrial relevant materials like
steel, plastics, and ceramics.

In this project hydrophobin coated surfaces
and their properties are studied with respect to
bacterial cell adhesion, cell differentiation, and
cellular growth with the aim to influence
biofilm formation.

In the first part of the project recombinant
hydrophobins were produced and purified.
Different surfaces were coated with hydropho-
bins and characterized, since the coating effi-
ciency is the basis for subsequent biofilm for-
mation studies. Biofilms were grown on natu-
ral as well as hydrophobin coated surfaces and
different methods were established to analyse
biofilm formation.



Since the hydrophobin coated surfaces did not
reduce microbial growth, we designed modi-
fied fusion hydrophobins and attached cation-
ic antimicrobial peptides (AMPs) to the hydro-
phobins.

1. Hydrophobins

Hydrophobins are small proteins with about
100 amino acids, which are produced by fila-
mentous fungi. In nature they coat the surface
of fungal spores to ease the growth out of the
ground and to protect the spore itself. It is
recently known that hydrophobins also prevent
the human immune recognition of airborne
fungal spores.

There are two classes of hydrophobins, which
only differ in the arrangement of eight highly
conserved cysteine residues. Self-assembled
monolayers formed by class | hydrophobins are
more stable than those formed by class Il
hydrophobins. For our research we are using
DewA, which is produced by Aspergillus nidu-
lans and belongs to the class | hydrophobins.
Since hydrophobins are highly surface-active
they can easily be used for surface modification
and functionalization. Until recently, the use of
hydrophobins for large-scale surface coatings
has been prevented by the fact that they had
to be isolated from fungal cultures in a lengthy
process. Recently the BASF SE achieved a
breakthrough and established an expression
system for the large-scale production of hydro-
phobins.

1.1 Fusion hydrophobins

Based on the large-scale industrial production,
it is now possible to obtain large amounts of
hydrophobins in a comparatively short time, but
due to their characteristics, the hydrophobins

had to be produced as so called fusion hydro-
phobins. The BASF SE provides two fusion
hydrophobins for surface coating. The available
fusion hydrophobins are composed of the class
| hydrophobin DewA of Aspergillus nidulans
and a fusion partner. The fusion partner is the
synthase yaaD of Bacillus subtilis in complete
respectively shortened form (Figure 1). The syn-
thase is used to lead the hydrophobin into the
inclusion bodies in Escherichia coli for the
purification. H*Protein B has the shortest ver-
sion of yaaD which still works as a leader. The
fusion hydrophobins have a mass of 47 kDa
respectively 19 kDa, whereas the hydrophobin
part itself has a mass of only 10 kDa. In fusion
hydrophobin H*Protein A the hydrophobin part
forms 20%, in H*Protein B 50% of the total
protein mass.

1.2 Modification of the fusion hydropho-
bins

Because of the lack of being antimicrobial by
itself, we modified the fusion hydrophobins.
We used cationic antimicrobial peptides (AMPs),
which are only 9 to 50 amino acids in size and
are proven to be active against bacteria and
even against yeasts and filamentous fungi.
They are an alternative to antibiotics and do
not affect human cells. Until now there is no
resistance known. The AMPs were fused to the
N-terminus of the long and short version of the
yaaD in the expression vector pQE60 (Figure 2).
The modified plasmids (pHHC-011, pHHC-012,
pF1-011 and pF1-012) were transformed into
E. coli BL21. The induction of the expression
was performed with 0.5mM IPTG (Isopropyl B-
D-1-thiogalactopyranoside) at OD¢y, 0.6 to 1.0;
we let the culture grow over night. The purifi-
cation of the modified fusion hydrophobins

yaaD

DewA

yaaD

DewA

Figure 1: The fusion hydrophobins consist of the synthase yaaD in complete (H*Protein A) respectively shortened
(H*Protein B) form, the class | hydrophobin DewA and a C-terminal His-tag.
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Figure 2: Fusion hydrophobins with cationic antimicrobial peptides. We fused the AMP to the N-terminal site of the
yaaD. After biochemical calculations the AMPs are on the top of the coated surfaces and the contact point for biofilms.

was done by an approved protocol of the BASF
SE, where a pH-shift from 12 to 9 dissolves the
modified fusion hydrophobins out of the IBs.
After centrifugation the dissolved proteins re-
main in the supernatant, which was lyophilized
afterwards. The molecular masses of the modi-
fied fusion proteins are only a little larger, be-
cause of the small size of the AMPs. The mod-
ified fusion hydrophobins have a mass of about
48 kDa and 20 kDa, respectively (Figure 3).

1.2.1. Testing the functionality of the
modified fusion hydrophobins

We used different organisms, gram-positive
and gram-negative bacteria and eukaryotes (S.
pneumoniae, B. subtilis, E. coli, P putida and A.
nidulans) to show the functionality of the mo-
dified fusion hydrophobins. We performed kil-
ling curves (A. nidulans, B. subtilis, S. pneumo-
niae) and peptide activity tests (A. nidulans, B.
subtilis, S. pneumoniae, P putida) to show this.
First we tested if only the fusion hydrophobins

have an effect on the growth of microorga-
nisms. We used the strain B. subtilis TMB488,
which is a reporter strain for the two-compo-
nent system LiaFSR and is inducible by cell
envelope stress by antibiotics, which have an
effect on the lipid Il cycle (Jordan et al., 2007).
Using different concentrations of the fusion
hydrophobin we could not detect a growth
inhibition (Figure 4). We found the same results
with the other organisms. Killing curves were
performed using the modified fusion hydro-
phobins, but there was no difference in the
growth recognizable.

Because of these results we decided to perform
peptide activity assays in microtiter plates.
Peptide activity assays were performed earlier
to check the antimicrobial activity of the AMPs
F1 and HHC in A. nidulans (Mania et al., 2010).
We found MICs (Minimal Inhibitory Concentra-
tions) of about 1ug/ml respectively about
S5pg/ml, so we decided to use these AMPs for
modification.
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Figure 3: Over expression analysis. A) Western blot: The modified fusion hydrophobin F1-012 serves as an example for
a western blot. The modified fusion hydrophobins were transformed with E. coli BL21 an expression strain. With induc-
tion by 0.5mM IPTG the modified fusion proteins were expressed and could be detected by the 6x-His tag. There is a
clear band at about 20kDa, which corresponds to the mass of the modified fusion hydrophobin. B) SDS-Gels: By over
expression the modified fusion proteins were enriched and applied on 15-15% SDS Gels. Of the lyophilized protein
powder we applied 10ug/ml in each column. As comparison serve the fusion hydrophobins we got from the BASF SE.

In each column of the plate, one peptide is
diluted from top to bottom to roughly identify
the MIC. This is done in Minimal Medium
(MM) with glucose as sole carbon source and
resazurin as indicator of viability. Resazurin is a
blue dye that turns pink when it is reduced, for
example by respiration of living microorga-
nisms in the medium. Each well is inoculated
with a defined amount of spores (105 spores)
of an A. nidulans wild type strain (RMS011).
First we tested all the AMPs we have in our
stock (F1, HHC, #15, #29, Bac2a, C6, D5, E6,
Indolicidin and Kai13) and then we tested the
modified fusion hydrophobins. There was no
growth inhibition of the F1 and HHC fusion
hydrophobin in any tested organism (Figure 5,
and data not shown), although the peptides
alone were highly active. This suggested an
inhibitory effect of the fused hydrophobin.

1.2.2. Modification of fusion hydrophobins
with a surface-tethered peptide
Meanwhile Hilpert et al. (2009) found some
AMPs, which work better while they are tethe-
red to surfaces. One of these peptides, KaiH,
consists of 12 amino acids (WIVVIWRRKRRR)
and has a mass of 1.7 kDa. We attached this
peptide to the N-terminus of the shortened
and full-length version of the yaaD and cloned
it also in the pQE60 vector (Figure 6). As a
negative control we chose a peptide slightly
changed peptide, hW (WIVVIWRAKRRR), and
attached it also to the shortened and full-
length versions of the yaaD. The over expres-
sion and purification will be done according to
the same protocol as before.
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Figure 4: Growth curve of B. subtilis TMB488. The strain grew in LB-Media (lysogenic broth) with 5ug/ml chlorampheni-
col. A 100ml culture was inoculated at ODggq 0.1 with a preculture of B. subtilis TMB488. Then let it grow until ODggq
0.6 when it was splited into five 10ml cultures. To each of these cultures we gave a different concentration of fusion
hydrophobins (0.1pg/ml, Tpg|ml, 10pg/ml and 100pg/ml). One of these grew without any add-on.
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Figure 5: Peptide activity assays with P. putida. A) Testing 10 different AMPs for antimicrobial activity. As control serves
aqua dest. In each column there is another peptide with decreasing concentration. B) In a second step the modified
fusion proteins (5-10) were tested. In each column there is another modified fusion protein with decreasing concentra-
tion. As control serve the AMP (F1 or HHC), aqua dest. and the fusion hydrophobins from the BASF SE.
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Figure 6: Modified fusion hydrophobins with the cationic antimicrobial peptide KaiH. Fusion of the AMP to the N-termi-

nal side of yaaD and cloning in the pQE60 vector.

2. Characterization of hydrophobin coated
surfaces

In this project hydrophobin coated surfaces
and their properties are studied with respect
to bacterial cell adhesion, cell differentiation,
and cellular growth with the aim to influence
biofilm formation.

In a first step unmodified recombinant fusion
hydrophobins were used and a coating protocol
was developed. The hydrophobin coated sur-
faces were characterized under various aspects.

2.1 Surface coating with hydrophobins

Glass surfaces were used as reference material
for coating experiments. Glass is a very
hydrophilic material and thus comparable to
ceramic materials. The glass surfaces were
coated with the fusion hydrophobins H*Pro-
tein A and H*Protein B. The used concentra-
tion of the hydrophobin solution was 10uM.
The glass surfaces were coated according to
Janssen et al. (2004). The hydrophobins were
solved in buffer (50mM Tris-HCI, TmM CaCl,,
pH 8). Subsequently, the surfaces were cleaned
with ethanol and incubated for 1-16 hours at
23-80 °C in the hydrophobin solution. During
the incubation the hydrophobins self-assem-
bled on the surface in a-helical conformation.
The surfaces were rinsed with distilled water
and dried at room temperature. Half of the
surfaces was further treated for the induction
of a B-sheet shift. The B-sheet conformation of
the hydrophobin coating is said to be more

stable than the a-helical conformation. For this
the surfaces were incubated for 10 minutes at
80 °C in 2% SDS-solution, subsequently rinsed
with distilled water and dried.

Different parameters like incubation tempera-
ture and incubation time might influence the
self-assembly behavior and the postulated mo-
nolayer of hydrophobins. These parameters
were changed to analyze the fundamental cha-
racteristics of fusion hydrophobins on surfaces.

2.2 Characterization of hydrophobin coa-
ted surfaces

Different surface analysis methods were app-
lied for the characterization of hydrophobin-
coated surfaces and the clarification of the in-
fluence of the variable coating parameters.
The hydrophobin-coated surfaces were ana-
lyzed in matters of change of surface hydro-
phobicity and homogeneity of the coating. In
addition also the adsorption characteristics of
hydrophobins were studied.

Change of surface hydrophobicity

Contact angle measurement (CA) is a simple-
to-adopt method for surface analysis. It is used
to detect the presence of films or coatings and
to determine their properties. The contact
angle describes the shape of a liquid droplet
resting on a solid surface and thus gives infor-
mation about the wettability of the surface.
The more a liquid droplet spreads, the smaller
is the contact angle and the more hydrophilic
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is the surface. Since hydrophobins are amphi-
philic proteins, which self-assemble on surfa-
ces the contact angel of uncoated vs. coated,
surfaces is changed and used as a parameter
for the efficiency of the coating.

For contact angel measurements the Contact
Angle System OCAZ20 and the software SCA20
(Dataphysics, Filderstadt, Germany) were used.
The contact angle of a 5 pl water droplet (ses-
sile drop technique) was calculated with the
Laplace-Young equation. The contact angle
was determined on at least five different spots
on the surface.

The hydrophobin coating changed the wettabi-
lity of the glass surface. Glass is a hydrophilic
material (contact angle 11° = 2°). With the self-
assembly of the hydrophobins on the glass sur-
face it became more hydrophobic. The change
of the surface wettability was dependent on
the incubation time, the incubation temperatu-
re and the hydrophobin conformation.
H*Protein A and H*Protein B changed the
wettability of the glass surface in a very similar
way. Longer incubation times and an increased
temperature resulted in significant hydropho-
bicity changes of about 60° (Figure 7). The
induction of the p-sheet shift caused losses of

$ more homogenous is the
coating in alpha-helical
and beta-sheet conforma-
tion. Less surface hydro-
phobicity is lost with the
induction of the beta-sheet
shift at long incubation
times.

CAT71°

N

up to 20° of primarily achieved surface hydro-
phobicity. Here a big influence of incubation
temperature and incubation time was noticed.
Coatings prepared at room temperature lose
much more hydrophobicity compared to coa-
tings at 80 °C. The longer the incubation time
the more stable was the coating and the less
was lost with the induction of the p-sheet shift.

These results indicated that the longer the incu-
bation time and the higher the incubation tem-
perature the more efficient and stable was the
hydrophobin coating. A long incubation time
(16h) and high incubation temperature
(80°C) increased the surface hydrophobicity
of hydrophobin coated surfaces significantly.

In addition to the surface hydrophobicity also
the stability of hydrophobin coatings was
determined with contact angel measurements.
The surface hydrophobicity of freshly coated
surfaces was compared to the surface hydro-
phobicity of surfaces stored at room tempera-
ture for up to five weeks. The coating was sta-
ble and no change was detected in surface
hydrophobicity over time.



Homogeneity of hydrophobin coating

To determine the homogeneity of the hydro-
phobin coating immunofluorescence micro-
scopy was applied. Immunofluorescence mic-
roscopy is often used in biology and medicine
to visualize proteins and their distribution.
The proteins act as antigens and can be
detected with fluorescent labeled antibodies.
They are studied using a fluorescence or con-
focal microscope.

For the detection of the hydrophobin layer on
the surface a primary Anti-his antibody was
used which specifically binds to the His-tag of
the proteins. A secondary fluorescent labeled
antibody binds to the Fc region of the primary
antibody and could be detected with the fluo-
rescence microscope.

The characteristics of H*Protein A and H*Pro-
tein B on glass surfaces were very similar. Sur-
face coatings prepared at room temperature in
a-helical protein conformation were homoge-
nous with just a few holes and cracks. The lon-
ger the incubation time the more homogenous
was the coating, but the differences were
insignificant. After the induction of the g-sheet
shift the surface coating was very disordered.
On glass surfaces coated for one respectively
six hours at room temperature no hydrophobin
coating was detectable with immunofluore-
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scence microscopy after the B-sheet shift.
These results were in accord with the contact
angle data, which showed that a lot of hydro-
phobicity was lost on these surfaces.

The surfaces which were coated at 80 °C were
much more homogenous compared to the sur-
faces coated at room temperature. There were
slight differences between the various incuba-
tion times, but all coatings in a-helical confor-
mation were homogenous (Figure 7). After the
induction of the p-sheet shift big differences
occurred. The longer the incubation time the
more homogenous was the coating. These
results confirmed the contact angle data. The
longer the incubation time and the higher the
incubation temperature the more homoge-
nous was the coating in the a-helical and the
f-sheet conformation. It was essential to incu-
bate the materials for 16 hours at 80 °C in the
protein-solution to form a homogenous
hydrophobin-layer in a-helical and p-sheet
conformation.

To confirm the results of the immunoflures-
cence microscopy AFM (atomic force micro-
scope) measurements were applied. The mea-
surement were performed in the measurement
cell of an MFP-3D BioAFM (Asylum, Mann-
heim) having a commercial SisN, cantilever of

Figure 8: AFM height images of glass
surfaces coated with H*Protein A
and H*Protein B in alpha helical con-
formation for 16 hours at 80 °C. The
. proteins self assemble on the sur-
+ faces in ordered globular structures.



a normal spring constant of 0,56 N/m (nano
and more) in air. The microscope was operat-
ing in an AC-mode, where the tip was scanned
back and forth at 0° along the horizontal line
in a scan range of 10 um. The AFM was used
with a 5 pm z-range and 150 pm x- and y-
range scanner (type J Digital instruments). To-
pographic images were evaluated with the
Scanning Probe Image Processor (SPIP).

On glass surfaces hydrophobins adhered in
ordered protein layers. Surface coatings perfor-
med at 80 °C with H*Protein A and H*Protein
B in alpha-helical and beta-sheet conformation
showed a globular protein adsorption pattern
(Figure 8). These results were in accordance
with the immunfluorescence microscopy. Al-
so at the nano level hydrophobin coatings
performed for 16 hours at 80 °C were ho-
mogenous.

Adsorption characteristics

of hydrophobins

The adsorption characteristics of fusion
hydrophobins were monitored with QCM-D
(quartz crystal microbalance with dissipation)
measurements. QCM is a very sensitive tool to
detect changes in weight and thus a helpful
method to sense adsorption processes on sur-
faces. The quartz crystal microbalance deter-
mines a mass per unit area by measuring the
change in frequency of a quartz crystal reso-
nator. The resonance is disturbed by the addi-
tion or removal of a small mass due to, for
example, protein deposition at the surface of
the acoustic resonator. It can be used under
vacuum, in gas phase and in liquid environ-
ments. In addition to measuring the frequen-
cy, the dissipation is measured. The dissipa-
tion is a parameter quantifying the damping
in the system, and is related to the sample's
viscoelastic properties.

The adsorption of H*Protein A and H*Protein
B (10uM in 50mM Tris-HCI, TmM CacCl,, pH
8) were analyzed on a SiO, coated quartz cry-
stal. The protein layer thickness and the
absorbed mass were calculated with the Voigt
vicoelasitc model. The protein adsorption was
monitored for up to 16 hours at 20 °C and a
flow rate of 50 pl/min. The stability of the for-

med protein layer was determined by rinsing
with 2% SDS solution.

H*Protein A formed a layer of 17 £ 3 nm and
H*Protein B of 14 £ 2 nm on the SiO, surfa-
ce. After 1 hour of incubation the maximum
layer thickness was already reached. No more
changes were observed during further incu-
bation. These results were in accordance with
the data of the contact angle measurements
and the immunofluorescence microscopy. To
achieve a homogenous hydrophobin coating
and a significant change of the surface hydro-
phobicity short incubation times were suffi-
cient. The formed coating thickness of 17 + 3
nm respectively 14 + 2 nm matched the
expected thickness of hydrated monolayers of
fusion hydrophobins. The fact that even with
a longer incubation time no changes of the
larger thickness were monitored, pleads for
the formation of a stable monolayer.

The adhered protein mass was 17 + 3 mg/m?
for H*Protein A and 14 + 2 mg/m2 for H*Pro-
tein B (Figure 9). Unfortunately the formed
protein layer was not stable under these con-
ditions. After rinsing with 2% SDS solution
the hydrophobin layer was detached comple-
tely. As already mentioned, the temperature
plays an important role in the formation of a
stable hydrophobin layer. Contact angle mea-
surement and immunofluorescence microsco-
py have shown that higher temperatures
(80 °C) were necessary to form stable mono-
layers. The QCM experiments were perfor-
med at 20 °C. This might result in this non-
stable hydrophobin layer.

Various surface analysis methods were establis-
hed and applied for the characterization of
hydrophobin coated surfaces. At a later stage
of this project these techniques will also be
used for the characterization of surface coa-
tings with modified fusion hydrophobins. The
influence of the modification on the surface
performance of the fusion hydrophobins will
be determined.

3. Analysis of microbial biofilm formation

on different surfaces
Biofilms were grown on natural as well as
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SiO, surface monitored with QCM-D.
The adsorped mass was quantified
with Voigt viscoelastic model.
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hydrophobin coated surfaces with single
species and natural mixed populations.
Different methods were applied and estab-
lished to analyze the bacterial and fungal pop-
ulation in terms of population composition,
microbial density and spatial distribution.
Additionally the interaction of bacteria and
fungi in biofilms was monitored.

3.1 Bacterial biofilm formation

Microbial biofilms represent a special, very suc-
cessful life form of bacteria. The microorgan-
isms benefit in this symbiotic life form from
metabolic exchange, genetic flexibility and pro-
tection, which a biofilm offers in comparison
to planktonic growth. Nearly all bacterial spe-
cies are able to exhibit this type of growth
firmly adhering to a substrate, in addition to
the planktonic freely floating growth variety.
A special characteristic of all biofilms, besides
firm adhesion to one site, is their highly struc-
tured character (Costerton et al. 1999, Coster-
ton et al. 2001.) The development of a biofilm
proceeds in various chronological steps. These
are dependent on the involved bacterial spe-
cies external factors and also surface charac-
teristics. The first step, the initial adhesion is
reversible. With the production of a matrix of
organic molecules, the extracellular matrix, the
adhesion gets irreversible. The bacteria are

embedded in the extracellular matrix, which
also offers new habitats to other organism
such as other bacteria or fungi. The biofilm
starts to mature and to form three-dimension-
al structures. A mature biofilm releases single
cells, which again adhere to the substrate and
start the biofilm life cycle again.

In order to characterize the influence of hydro-
phobin coated surfaces on bacterial biofilm
formation the primary adhesion as well as ma-
ture biofilms grown on uncoated and coated
surfaces were analyzed.

Primary adhesion

The primary adhesion is the first and conse-
guently the crucial step at the change from
planktonic to sessile growth.

Primary adhesion of Escherichia coli on hydro-
phobin coated and uncoated glass slides

To analyze the primary bacterial adhesion a
GFP-tagged E. coli strain (E. coli BW3110,
pJOE 4056.2 His e-GFP) was used. After induc-
tion of the promoter with 0.2% Rhamnose the
»green fluorescent protein« (GFP) is stable
expressed intracellular. The bacteria can be
detected with the epifluorescence microscope
without further labeling steps.

E. coli was grown in biofilm reactor on hydro-
phobin coated and uncoated glass slides and



the bacterial adhesion was monitored at diffe-
rent time points for up to 24 hours. The biofilm
was washed in 0.89 % NaCl to remove loosely
attached microorganisms and subsequently
analyzed with epifluorescence microscopy.

More bacteria adhered on hydrophobin coated
glass slides compared to uncoated glass slides.

Quantification of biofilm growth

For the quantification of the first steps of the
biofilm formation a crystal violet assay was
applied. Individual cavities of a 96-well micro-
titer plate (polystyrol) were coated with H*Pro-
tein A and H*Protein B according to the esta-
blished protocol. The GFP-tagged E. coli (E.
coli BW3110, pJOE 4056.2 His e-GFP) was
grown overnight and diluted in sterile growth
medium (ODgggnm 0.25). 100 pl bacterial sus-
pension were portioned in each cavity and
incubated at 37 °C for up to 6.5 hours. The
adhered bacteria were stained with crystal vio-
let and the biofilm formation could be quanti-
fied with the determination of the optical den-
sity at 590nm.

At most time points a higher adhesion of E. coli
was detected on hydrophobin coated surfaces
compared to uncoated surfaces. After just 0.5
hours a significant higher bacterial adhesion on
the various hydrophobin coated surfaces was
monitored. This effect diminished and even
inverted after 6.5 hours. Now more bacteria
adhered on hydrophobin coated surfaces com-
pared uncoated polystyrol (Figure 10).

Mature biofilm

The mature bacterial biofilms were grown in
wastewater effluent on hydrophobin coated
and uncoated glass slides for up to four
weeks and subsequently analyzed in terms of
population composition, microbial density and
spatial distribution.

Population analyses

Molecular biological population analyses like
PCR-DGGE (polymerase chain reaction with
subsequent denaturing gradient gel electro-
phoresis) allow studying the diverse population
of bacteria in wastewater biofilms. Population
analyses were used to detect variations in the
composition of the bacterial population on
hydrophobin coated and uncoated surfaces.
For the analysis of the bacterial population the
biofilm DNA was isolated and amplified in a
PCR-reaction with the primer set 27f and 517r
targeting the eubacterial 16S rDNA. The
16S rDNA of prokaryotes is the most conser-
ved (least variable) gene and for this reason
used to identify bacteria. The initial PCR-reac-
tion resulted in a mixture of PCR amplicons
which all have the same length (526 bp). Se-
guence variations like differences in GC content
and distribution were used to separate these
amplicons in a denaturing gradient gel electro-
phoresis. Here each band represents one bac-
terial species. DGGE banding patterns can be
used to visualize variations in microbial diversity
and provide a rough estimate of the richness
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Figure 10: The primary adhesion of
E. coli was monitored at different
time points and quantified with crys-
tal violet staining.
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Figure 11: DGGE profiles of amplified
partial 16S rRNA genes of planktonic
wastewater bacteria (right) and

wastewater biofilms (left). The bands
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obtained from different pure cultures
of hygienically relevant bacteria serve
as reference marker (left):
Campylobacter jejunii, Staphylococ-
cus aureus, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Salmonella enterica, Mycobacterium
paratuberculosis (top to bottom).
The banding pattern of wastewater
biofilms on uncoated and coated
materials showed no significant dif-
ferences.
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and abundance of predominant microbial com-
munity members. The bacterial population was
analyzed with PCR-DGGE (Figure 11). The
planktonic bacterial population (left) differed
clearly from the biofilm population (right).
No significant differences were visible in the
banding pattern of biofilms grown on diffe-
rent surfaces. The bacteria adhered with the
same preference to natural and hydrophobin
coated surfaces.

Microbial density

A further characteristic of biofilm growth is
besides the population composition the num-
ber of bacteria growing in a biofilm. Colony
forming units (CFU) were used to estimate the
growth density. The biofilm was washed in
0,89 % NaCl to remove loosely attached micro-
organisms, scraped of the surface with a sterile
cell scraper, resuspended in sterile PBS and seri-
al diluted. Suitable dilution steps were plated in
triplicates on DEV-agar. They were incubated
for up to 7 days at 37 °C. The bacterial colonies
were counted and the number of bacteria per
square ¢cm was calculated. A lot of bacteria
grew on the uncoated and hydrophobin coated
surfaces, but there was no significant differen-
ce in the cell numbers on various materials.

Spatial distribution of biofilm growth

Biofilms were stained directly on the surface
with the DNA intercalating fluorescent dyes
Syto9 to scan the spatial distribution of biofilm
growth. Prior to fluorescent staining the bio-
film was washed in 0.89 % NaCl to remove
loosely attached microorganisms. Syto9 solu-
tion was dropped on the biofilm sample to
stain all present microorganisms. The sample
was incubated for 20 minutes in the dark at
room temperature and subsequently washed
carefully with water. The slides were prepared
with the mounting media citifluor and a
coverslip for fluorescence microscopy.

No significant differences were observed in the
spatial distribution of the biofilm growth on
uncoated and hydrophobin coated surfaces.

Different steps of biofilm development were
monitored on hydrophobin coated and uncoa-
ted surfaces. Hydrophobin coated surfaces
influence the primary bacterial adhesion. The
bacteria are attracted by the hydrophobin coa-
ted surfaces and adhere in higher numbers as
on uncoated surfaces. But the impact of
hydrophobin coated surfaces on biofilm for-
mation seems to be time dependent. In matu-
re biofilms (4 weeks) no differences in biofilms



established on natural and hydrophobin coa-
ted surfaces could be detected.

The established techniques for the biofilm cha-
racterization will further be applied to charact-
erize the influence of modified hydrophobins
on biofilm formation. The hydrophobins will be
modified with antimicrobial peptides to enhan-
ce their effect on biofilm formation.

3.2 Fungal biofilm formation

In addition to bacteria there are also fungi insi-
de of a biofilm. When the mature biofilm is for-
med, fungi joined the biofilm. To analyze the
fungal populations in biofilms we use native
biofilms. A native biofilm is a biofilm, which can
be found in the natural environment and har-
bors more than one microorganism species. In a
native biofilm, protozoan, algae, bacteria and
fungi can be found.

Table 1: Isolated fungi and protozoa from native biofilms.

Design of a clone library

To analyze and identify the fungal population
of a biofilm a molecular biological approach
was used and a clone library was designed. A
clone library offers the advantage that also
fungi, which are not able to grow on agar
plates, can be detected and identified. With a
clone library it is possible to estimate the abun-
dance of single fungal species in biofilms. For
the generation of the clone library the com-
plete biofilm DNA was isolated and amplified
in a PCR-reaction with the primer set ITS1 and
ITS4. These primers are specific for the ITS-
region of eukaryotes. The ITS-region is well
suited for the identification of fungi since it
has a higher variability than other regions of
the rDNA. The PCR products were cloned in
Escherichia coli and tested with a colony PCR
(primer set M13/T7) and the restriction enzyme

A clone library was designed for the isolation of the fungi with the amplified ITS-region in E. coli. The sequences were
analyzed by a M13/T7 PCR, a digestion and by the online-tool BLAST. Plant 1 and 2 are the different places in the
purification plant of Karlsruhe/Neureut. Plant 1 is the place in the mechanical treatment direct after the rack and the
second place was in the biological treatment of the plant. Influent biofilm is a biofilm, which was incubated in influent
wastewater for one month. The isolates from the biofilm of the lake are also listed in the table.

Species Order Season Origin
Achlya sp. Saprolegniales Winter Plant 1
Anguillospora longissima Winter Lake
uncultured Blastocladiomycota Spring Plant 2
Candida boidinii Saccharomycetales Influent biofilm
Candida pelliculosa Saccharomycetales Winter Plant 1
Candida tropicalis Saccharomycetales Winter, Spring Plant 1
Cladosporium cladosporioides Capnodiales Winter Lake
Fusarium merismoides var. Hypocreales Fall Plant 1
merismoides

Galactomyces geotrichum Saccharomycetales Spring Plant 1
Geotrichum sp. (Galactomyces sp.)  Saccharomycetales Spring, Fall Plant 1
Mortierella sp. Mortierellales Winter Plant 1
Mucor racemosus Mucorales Influent biofilm
Nectria lugdunensis Hypocreales Winter Lake
Penicllium commune Eurotiales Influent biofilm
Pichia anomala Saccharomycetales Winter Plant 1
Phoma herbarum Winter Lake
Phythium sp. Pythiales Winter Plant 1
Protoventuria alpina Helotiales Summer Plant 1
Rhinocladiella atrovirens Chaetothyriales Spring Plant 1
Rhodotorula mucilaginosa Sporidiobolales Spring Plant 2
Saccharomyces cerevisiae Saccharomycetales Spring Plant 1
Sporobolomyces lactosus Erythrobasidiales Fall Plant 1
Sporobolomyces symmetricus Erythrobasidiales Spring Plant 1
uncultured Tremellomycetes Winter Plant 1
Trichosporon sp. Tremellales Winter, Spring Plant 1
Trichosporon cutaneum Tremellales Winter Plant 1
Trichosporon domesticum Tremellales Summer Plant 1
Trichosporon montevideense Tremellales Winter Plant 1
Cyclidium glaucoma Pleuronematida Spring Plant 2
Entamoeba sp. Entamoebida Spring Plant 1
Oxytricha sp. Stichotrichida Spring Plant 2
Paramecium tetraurelia Peniculida Spring Plant 2
Zoothamnium sp. Winter, Spring Plant1, 2
Zoothamnium plumula Winter Plant 1
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Mspl. Clones, which showed different banding
patterns on an agarose gel after the restriction
digest, were sequenced.

The isolated and identified fungi and protozoa
from wastewater biofilms and biofilm from a
lake in Karlsruhe-Leopoldshafen are listed in
table 1. In addition to these isolates, 111 clo-
nes were sequenced which were not described
so far. All isolates of the biofilm from the plant
in autumn, the Alb, the effluent and the Rhein
were species, which are not described so far.
Most of the undescribed clones belong to the
genus Candida and Trichosporon, which can
be shown in a genealogical tree. Until now it is
in general not much known about fungi in bio-
films. These clones are very interesting since
they might be fungi preferably growing in bio-
films (Table 1). There was no significant diffe-
rence in the fungal population on uncoated
and hydrophobin coated materials.
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Spatial distribution of biofilm growth
Biofilms were stained with Calcofluor directly
on the surface of glass slides. Calcofluor binds
specifically to chitin and cellulose and stains
fungi and algae. Prior to fluorescent staining
the biofilm was washed in 0.85% NaCl to
remove loosely attached microorganisms. For
the staining of fungi and algae a small volume
of 0.1% Calcofluor and 15 % KOH were drop-
ped on the biofilm and subsequently washed
with 70 % ethanol and water. The samples
were analyzed with the fluorescence microsco-
pe (Figure 12).

3.3 Interaction of bacteria and fungi in
biofilms

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was
applied to analyze the distribution and interac-
tion of bacteria and fungi in biofilms. FISH is a
technique used to detect and localize the pre-
sence of specific DNA sequences in situ. FISH
uses specific fluorescent-labelled probes that
bind to only those parts of the genome with

Calcofluor

Figure 12: Spatial distribution of biofilms on uncoated
surfaces stained with Calcofluor.

The glass slide was incubated for four weeks in the influ-
ent of the purification plant in Karlsruhe/Neureut. After
the incubation the slide was washed with 0.85 % NaCl
and stained with 0.1 % Calcofluor and 15 % KOH and
washed again with 70 % ethanol and water.



which they show a high degree of sequence
similarity. With this technique different micro-
organism groups can be stained in situ with
diverse fluorescent dyes.

To analyze the interaction of bacteria and fungi
two different probes were applied. EuUni was
labeled with Fluorescein and bound to a high-
ly conserved region of the eukaryotic 18S
rRNA. The prokaryotic 16S rRNA was detected
with the Cy3 labeled probe Eub338. The FISH
was done as described Baschien et al. 2008.
The biofilms were fixed, dehydrated and after-
wards hybridized with the probes. The samples
were analyzed with the fluorescence microsco-
pe. For our investigations we used glass slides,
which were directly incubated in the influent
of the plant Karlsruhe/Neureut and in the Alb
(effluent of the plant). Figure 13 shows a FISH
of a biofilm, which was incubated in the

DIC

FAM

influent of the plant. The slide was incubated
for four weeks, washed with 0,85 % NaCl to
remove loosely attached microorganisms and
hybridized with both probes.
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