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ZUSAMMENFASSUNG

Biofilme sind eine spezielle und sehr erfolgreiche mikrobielle Lebensform. Sie sind
ubiquitar verbreitet und haben einen ambivalenten Einfluss auf die Umwelt, technische
Systeme und die menschliche Gesundheit. Biofilme sind einerseits ein bewahrter
Bestandteil der Abwasseraufbereitung und essentiell fir den Abbau von umwelt-
schadigenden Substanzen, auf der anderen Seite kdnnen sie jedoch auch eine Quelle
von Kontaminationen mit Pathogenen darstellen und damit zu erheblichen Problemen
im medizinischen Bereich oder der Lebensmittelindustrie fihren. Die gezielte Beeinflus-
sung der Biofilmbildung ist daher von grofiem Interesse. Neben der Immobilisierung
spezifischer Funktionsmolekile wird vor allem die Modifikation von physikochemischen
Oberflachenparametern und die damit verbundene Beeinflussung der initialen bakteriel-
len Adhasion als Erfolg versprechendes Konzept angesehen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Verwendung von rekombinant erzeugten Hydrophobinen
fur biomimetische Oberflachenmodifikationen als eine sehr vielversprechende und
umweltvertragliche Variante der Biofilmmanipulation.

Hydrophobine sind nicht immunogene, nicht toxische, und sehr oberflachenaktive
pilzliche Proteine, die sich in stabilen Monolagen auf unterschiedlichen Oberflachen
anlagern und die Oberflachenhydrophobizitat verandern. Die ausgebildeten Protein-
schichten besitzen eine Amyloid-ahnliche Struktur und sind auf3erordentlich stabil. Die
Anwendung der Hydrophobine fir Oberflachenmodifikationen war bisher aufgrund ihrer
geringen Verfugbarkeit limitiert. Die BASF-SE konnte jetzt ein Verfahren zur biotechno-
logischen Herstellung von Hydrophobinen, bestehend aus dem Klasse | Hydrophobin
DewA aus Aspergillus nidulans und einem N-terminalen Fusionspartner, etablieren.

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B der BASF-SE
wurden in dieser Arbeit zur Oberflachenmodifikation eingesetzt und ein Standard-
protokoll zur Beschichtung von unterschiedlichen Referenzmaterialien etabliert. Das
Anlagerungsverhalten der Hydrophobine wurde online mit der Quarzkristall-Mikrowaage
(QCM-D) untersucht und zeigte eine deutliche Abhangigkeit vom verwendeten Puffer-
system. In Tris-Puffer mit 1 mM CaCl, lagerten sich H*Protein A und H*Protein B
temperatur- und zeitabhangig an hydrophile und hydrophobe Referenzoberflachen an
und veranderten die Oberflachenhydrophobizitat. Kontaktwinkelmessungen (CA) und
Untersuchungen der Beschichtungshomogenitat auf der Mikro- und Nanoskala mit
Immunfluoreszenzmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie und Rasterelektronenmikrosko-
pie zeigten, dass mit einer Inkubationszeit von 16 Stunden und einer Beschichtungs-
temperatur von 80°C die groRte Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat und
gleichzeitig eine homogene, hochgeordnete Beschichtung erreicht werden konnte. Auf
hydrophilen Ausgangsmaterialien wie Glas (CA 11°) und Keramik (CA 45°) flhrte die
Hydrophobinbeschichtung zu einer Erhéhung des Kontaktwinkels auf 80°. Die 14-17 nm
dicke Proteinschicht war stabil und wurde durch die Behandlung mit Pufferlésungen,
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ZUSAMMENFASSUNG

Detergenzien oder Sauren nicht abgeldst. Quantitative QCM-D Messungen zeigten,
dass sich pro Quadratmeter 14-17 mg H*Protein A und H*Protein B anlagerten.

Die biomimetische Oberflachenmodifikation auf der Basis der rekombinanten Fusions-
hydrophobine wies eine Analogie zu den natirlichen Hydrophobinen mit ihren viel-
versprechenden Eigenschaften auf und belegte ihre Eignung auch flr groRflachige
Oberflachenbeschichtungen.

Die Untersuchung des Einflusses der rekombinanten Hydrophobine auf das Bakterien-
wachstum zeigte, dass diese in Suspension antibakteriell gegenlber verschiedenen
Gram-positiven und Gram-negativen Referenzbakterien wirken. In Abhangigkeit von der
verwendeten Bakterienart lag die minimale Hemmkonzentration fir H*Protein A und
H*Protein B zwischen 0,63-5 mg/mL. Hydrophobin-beschichtete Oberflachen wiesen
dahingegen keine antibakterielle Aktivitat auf. Die Oberflachenmodifikation hatte jedoch
einen Einfluss auf die initiale Bakterienanlagerung. In Abhangigkeit von der Bakterienart
und dem Wachstumsmedium kam es zu einer veranderten primaren Adhasion und
frhen Biofilmbildung. Wie mit Epifluoreszenzmikroskopie und Uber die Quantifizierung
der kultivierbaren Bakterien gezeigt werden konnte, adharierte das Referenzbakterium
Escherichia coli verstarkt auf Hydrophobin-modifizierten Oberflachen. Auch natirliche
Mischpopulationen unbekannter Zusammensetzung adharierten verstarkt auf Hydro-
phobin-beschichteten Oberflachen. Diese anfanglichen Adharenzverstarkungen wirkten
sich jedoch nicht auf die weitere Entwicklung der Biofilme aus. In ausgereiften Biofilmen
auf Hydrophobin-modifizierten und Kontrolloberflachen konnten mit Epifluoreszenz-
mikroskopie keine Unterschiede in der Biofilmstruktur oder raumlichen Verteilung
detektiert werden. Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien und die qualitativ mit einer
molekularbiologischen Fingerabdruck-Methode (PCR-DGGE) untersuchte Populations-
zusammensetzung, wiesen ebenfalls keine Unterschiede auf.

Weiterfuhrend wurde die biomimetische Oberflachenbeschichtung mit den rekombinan-
ten Fusionshydrophobinen funktionalisiert, um die positiven Eigenschaften der Be-
schichtung, wie das effektive Self-Assembly Verhalten, mit antibakteriellen bzw.
antifouling Wirkungen zu koppeln. Die Funktionalisierung wurde schrittweise aufgebaut,
wobei zuerst die Hydrophobinbeschichtung biotinyliert, anschlieBend Uber Self-
Assembly eine Streptavidin-Monolage auf dieser Oberflache generiert und zuletzt
exemplarisch die biotinylierten antimikrobiellen Substanzen Lysozym, Polymyxin B und
Vancomycin gebunden wurden. Die einzelnen Schritte der sequentiellen Funktionalisie-
rung konnten immunologisch bzw. fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen und online
mit QCM-D detektiert werden. Exemplarisch wurde die Menge an immobilisiertem
Lysozym quantifiziert. Pro Quadratzentimeter wurden abhangig von der eingesetzten
Proteinkonzentration 1,6-4,6 pg Lysozym stabil immobilisiert.

Eine antibakterielle Aktivitat der Lysozym funktionalisierten Oberflache konnte jedoch
nur in einem statischen Versuchsaufbau nachgewiesen werden. Die Rolle des soge-
nannten ,Conditioning Films* ist Gegenstand nachfolgender Untersuchungen.

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B lassen sich fir
grof¥flachige biomimetische Oberflachenmodifikationen sehr effektiv nutzen und kénnen
daruber hinaus fir gezielte Oberflachenfunktionalisierungen verwendet werden. Durch
die anwendungsorientierte Funktionalisierung kann eine spezifische Manipulation des
Biofiimwachstums eingefihrt und gleichzeitig ein breites Anwendungsspektrum
abgedeckt werden.

Vi



SUMMARY

Biofilms are a special and very successful microbial form of life. They are ubiquitous
and have an ambivalent impact on nature, technical systems and human health. On the
one hand biofilms are a substantial part of waste water treatment and essential for
degradation of substances which are harmful to the environment. However, on the other
hand they might be as a well a source of contamination with pathogens leading to
considerable problems in the medical field or food industry. Therefore, the specific
manipulation of biofilm formation is of great interest. In addition to the immobilization of
specific functional molecules, the modification of physico-chemical surface characteris-
tics and the resulting influence of the initial bacterial adhesion is considered to be a
promising concept.

The aim of this work is to use recombinantly produced hydrophobins for biomimetic
surface modification as a very promising and environmentally compatible variant of
biofilm manipulation.

Hydrophobins are non-immunogenic, non-toxic and very surface active fungal proteins,
which self-assemble in stable monolayers on a variety of surfaces and change the
surface hydrophobicity in an amphipathic manner. The formed protein layers have an
amyloid-like structure and are very stable. So far, the use of hydrophobins for surface
modifications was limited by low availability. Recently, the BASF-SE successfully
established a procedure for biotechnological production of hydrophobins, consisting of
the class | hydrophobin DewA of Aspergillus nidulans and an N-terminal fusionpartner,
in kilogram scale.

The recombinant fusionhydrophobins H*Protein A and H*Protein B of the BASF-SE
were used in this work for surface modification and a standardized protocol for coating
of various reference materials was established. The adsorption dynamics of hydro-
phobins were analyzed online with quartz crystal microbalance (QCM-D) measurements
and showed a considerable dependence on the used buffer system. H*Protein A and
H*Protein B adsorbed in Tris-buffer with 1 mM CaCl, on hydrophilic and hydrophobic
reference materials in a temperature- and time-dependent manner and changed the
surface hydrophobicity. Contact angle (CA) measurements and the analysis of the
coating homogeneity on the micro- and nanoscale by immunofluorescence microscopy,
atomic force microscopy and scanning electron microscopy showed that with an
incubation time of 16 hours and a coating temperature of 80°C the highest change in
surface hydrophobicity and, at the same time, a homogenous, highly ordered coating
could be reached. On hydrophilic reference materials like glass (CA 11°) and ceramics
(CA 45°) the hydrophobin coating resulted in an increased contact angle of 80°. The
14-17 nm thick protein layer was stable and could not be disassembled by treatment
with buffer solutions, detergents or acids. Quantitative QCM-D measurement showed
that 14-17 mg H*Protein A and H*Protein B adsorbed per square meter.
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SUMMARY

The biomimetic surface modification with the recombinant fusionhydrophobins had
analogies with the natural hydrophobins and their promising characteristics and
H*Protein A and H*Protein B proved their suitability for large scale surface coatings.

The analysis of the impact of the recombinant hydrophobins on different Gram-positive
and Gram-negative reference bacteria showed that H*Protein A and H*Protein B have
an antibacterial effect in solution. Depending on the used type of bacteria the minimal
inhibitory concentration for fusionhydrophobins was between 0.63-5 mg/mL. Hydro-
phobin-coated surfaces showed no antibacterial activity but the surface modification
had an impact on initial bacterial adhesion. Depending on the type of bacteria and the
growth medium a changed primary adhesion and early biofilm formation was detecta-
ble. Fluorescence microscopy and the quantification of cultivable bacteria showed that
the reference bacterium Escherichia coli adhered in higher numbers on hydrophobin-
modified surfaces. Natural mixed populations with an unknown composition adhered in
higher numbers on hydrophobin-modified surfaces as well. This primarily increased
adhesion had no impact on further biofilm development. In matured biofilms on hydro-
phobin-modified and control surfaces no differences in biofilm structure and spatial
distribution could be detected by fluorescence microscopy. The number of cultivable
bacteria and the population composition, qualitatively analyzed with a molecular-
biological fingerprint-method (PCR-DGGE), showed no differences as well.

Based on the previous results, the biomimetic surface coating with the recombinant
fusionhydrophobins was functionalized to combine the positive characteristics of the
coating, like the effective self-assembly behavior, with antibacterial or antifouling
effects. The functionalization was built up stepwise. First the hydrophobin coating was
biotinylated, then a streptavidin monolayer was generated by self-assembly and at last
the biotinylated substances lysozyme, polymyxin B and vancomycin were exemplarily
bound. The individual steps of the sequential functionalization were proved immunolog-
ical or fluorescence microscopical and detected with online QCM-D measurements.
Exemplarily the amount of immobilized lysozyme was quantified. Depending on the
used protein concentration 1.6-4.6 pg lysozyme were bound per square centimeter.

An antibacterial effect of lysozyme functionalized surfaces could only be proven in static
systems. The role of the so called “conditioning film” will be analyzed in further experi-
ments.

The recombinant fusionhydrophobins H*Protein A and H*Protein B can be effectively
used for large-scale biomimetic surface modifications and moreover for specific surface
functionalization. With application-oriented functionalization a specific manipulation of
biofilm formation can be established and simultaneously a wide spectrum of applica-
tions can be covered.



1. EINLEITUNG

1.1 Biofilme — Stadte der Mikroben

Biofilme sind funktionale mikrobielle Gemeinschaften, die in einer selbstproduzierten
Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) eingelagert sind und aneinan-
der und/oder an Oberflachen haften (Costerton und Lewandrowski 1995). Mikrobielle
Biofilme stellen eine spezielle, sehr erfolgreiche Lebensweise der Bakterien dar, die zu
den altesten Lebensformen auf der Erde gehort. Die ersten bekannten Funde von
versteinerten Biofilmen in Stromatolithen sind etwa 3,5 Milliarden Jahre alt (Schopf et
al. 1983).

Wie neueste Studien zeigen, sind Biofilme sehr komplexe und dynamische Systeme,
die Merkmale sowohl von urspringlichen vielzelligen Organismen als auch breitge-
facherten Okosystemen aufweisen (Hall-Stoodley et al. 2004). Bakterien bevorzugen
diese erfolgreiche, Oberflachen-gebundene, sessile Lebensweise im Vergleich zum
planktonischen Wachstum. Es konnte bisher keine Bakterienspezies beobachtet
werden, die unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nur in planktonischer Form
vorkommt (Christensen 1989; Carpentier und Cerf 1993). Die Biofilmbildung stellt eine
Lebensweise dar, die es den Mikroorganismen erlaubt, in einer feindlichen Umgebung
zu Uberleben und sich zu verbreiten, um neue Nischen zu besiedeln (Hall-Stoodley
et al. 2004). Die Mikroorganismen profitieren in dieser symbiotischen Organisationsform
vom Austausch von Stoffwechselprodukten, von genetischer Flexibilitit und vom
Schutz, den ein Biofilm im Vergleich zum planktonischen Wachstum bietet. Bakterielle
Lebensgemeinschaften weisen Eigenschaften, Verhaltensweisen und Uberlebensstra-
tegien auf, die die Fahigkeiten einzelner Bakterien weit Ubersteigen. Biofilme bieten
Mikroorganismen Schutz vor einer Vielzahl von Umweltfaktoren wie z.B. UV-Strahlung
(Espeland und Wetzel 2001), Dehydrierung (Le Magrex-Debar et al. 2000) oder
antimikrobiellen Substanzen. So sind z.B. Bakterien einer Spezies im Biofilm, im
direkten Vergleich zur planktonischen Population, gegenlber deutlich erhéhten
Antibiotikakonzentrationen (1000fache minimale Hemmstoffkonzentration fur plankto-
nische Bakterien) resistent (Ceri et al. 1999).

In natirlicher Umgebung ist ein Biofilm fast ausnahmslos eine Lebensgemeinschaft aus
vielen verschiedenen bakteriellen Spezies. Hier werden Bakterien beherbergt, die sich
ansiedeln, aber auch den Biofilm wieder verlassen, in hohem Male ihr genetisches
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Material teilen und bestimmte Nischen ausfiillen. Ahnlich unserer Stadte sind Biofilme
komplexe, hochdifferenzierte, multikulturelle Gemeinschaften (Watnick und Kolter,
2000).

111 Biofilme beherrschen die Welt — ,,die Guten und die Bosen*

In unserer Umwelt sind Biofilme ubiquitdr. In natirlichen aquatischen Okosystemen ist
die Anzahl an Oberflachen-assoziierten Mikroorganismen sehr viel groRer als die
Anzahl an frei schwimmenden Organismen (Zobell 1943). Alle bisher bekannten
Bakterienspezies kénnen zusatzlich zur planktonischen, frei schwimmenden, Lebens-
form auf den unterschiedlichsten natlrlichen und synthetischen Oberflachen Biofilme
etablieren. Es gibt praktisch keine Oberflache, die nicht von Mikroorganismen besiedelt
wird oder, unter geeigneten Bedingungen, besiedelt werden kann. Biofilme entstehen
uberall dort, wo Mikroorganismen, eine Grenzflache, ausreichend Feuchtigkeit und
Nahrstoffe vorhanden sind (Flemming 1991; Martienssen 2001).

> Gesundheit «¢ »» Industrie <y

» Umwelt <

Abbildung 1. Biofilme sind die bevorzugte Lebensform von Mikroorganismen und auf den unterschied-
lichsten naturlichen und synthetischen Oberflachen zu finden. Sie haben einen groRen, ambivalenten
Einfluss auf die menschliche Gesundheit, die Umwelt und technische Systeme. (Abbildungen aus
unterschiedlichen Quellen; Quellenangaben siehe Literaturverzeichnis).

Biofiime haben einen grofRen, ambivalenten Einfluss auf die Umwelt, technische
Systeme und die menschliche Gesundheit (Abbildung 1).

Mikrobielle Biofilme sind ein wesentlicher Bestandteil der natlrlichen Umwelt und in
ihrer Wirkung als ,biologischer Filter” ein entscheidender und bewahrter Bestandteil von
Aufbereitungstechniken, wie zum Beispiel der Trinkwasser- oder Abwasseraufberei-
tung. Sie tragen dazu bei die Menge der organischen Substanzen im Wasser zu
vermindern. Biofilme sind auch ein unschatzbares Hilfsmittel flr die biologische



EINLEITUNG

Sanierung, d.h. den Ab- und Umbau von schadlichen Substanzen, die unter konventio-
nellen Bedingungen als schwer oder nicht abbaubar gelten (Suidan und Nakhla 1988).
So wurden unter anderem fir heterozyklische Aromaten (Hoke und Hempel 1990) oder
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe mit Biofilmtechnologien deutlich bessere
Abbauleistungen erzielt als mit konventionellen Verfahren (Klein et al. 1991; Martiens-
sen 2001).

Die unerwinschte Ausbildung von mikrobiellen Belagen, allgemein als ,Biofouling*
bezeichnet (Characklis und Marshall 1990), fuhrt jedoch auch zu erheblichen Proble-
men und finanziellen EinbufRen in der Industrie, der Schifffahrt und der Medizin.

So kann durch Biofouling in der Industrie die Leistungsfahigkeit von Anlagen verringert
und die Lebensdauer von Anlagenteilen erheblich verkirzt. Biofilmwachstum ist in
nahezu allen wasserbasierenden industriellen Prozessen zu finden, wie z.B. der
Papierherstellung (Vaisanen et al. 1998), der Lebensmittelverarbeitung (Wirtanen und
Salo 2003) oder dem Betrieb von Kihltirmen und Heizsystemen (Characklis et al.
1981). Biofouling in Umkehrosmose- oder Ultrafiltrationsanlagen kann zu einer voll-
standigen und irreversiblen ,Verblockung“ der Membranen fihren (Martienssen 2001).
Auf Grund der groRen Tendenz von Bakterien zur Anlagerung auf Oberflachen finden
sich nach wenigen Wochen in wasserfihrenden Kompartimenten regelmalig persistie-
rende Besiedlungen mit unterschiedlichen bakteriellen Spezies (Boe-Hansen et al.
2003). Diese mikrobiellen Belage sind an der Alterung und Zerstérung der Materialien
durch z.B. mikrobiell induzierte Korrosion beteiligt. Biofilme kdnnen Rohrleitungen
verstopfen und insbesondere bei Trinkwasser, durch die kontinuierliche Freisetzung
von (pathogenen) Bakterien, zur Beeintrachtigung der Wasserqualitat flhren.

Die offensichtlichste Form des Biofouling ist in der Meeresumwelt zu finden. Hier
werden Schiffe, Anlegestellen, Bojen, Plattformen, Sonargerate und Unterwasserkabel
von Mikroorganismen, Algen und Seepocken besiedelt. Dies flihrt neben der Korrosion
und einem mdglichen Sicherheitsrisiko auch zu einem erhdhten Strémungswiderstand
der Schiffe, und somit einer langsameren Geschwindigkeit, einem steigenden Treib-
stoffverbrauch und einer héheren Motorenbelastung (Bixler und Bhushan 2012). Ein
1 mm dicker Biofilm auf einem Schiffsrumpf erhoht den Widerstand um 80% was zu
einem Geschwindigkeitsverlust von 15% fiihrt (Gordon und Mawatari 1992).

Fir den Menschen sind Biofilme ein groRes Gesundheitsrisiko, wenn sie sich auf
(dentalen) Implantaten, Kathetern, Biosensoren oder medizinischem Equipment
ausbilden. Pathogene Bakterien aus diesen Biofilmen stellen eine kontinuierliche
Infektionsquelle fur die Patienten dar. Mehr als 45% der Krankenhausinfektionen sind
auf Biofilm-verunreinigte medizinische Gerate zurlickzuflihren (Bixler und Bhushan
2012). Die charakteristische, hohe Resistenz von Bakterien in Biofilmen gegeniber
antibakteriellen Substanzen erschwert die Verhinderung von Biofilmwachstum. Ortho-
padische Implantate missen aufgrund von Infektionen haufig ausgetauscht werden,
was das Mortalitatsrisiko und AbstoRungsreaktionen erhéht (Smeltzer et al. 2009). Auch
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der Plaque auf den Zahnen ist ein Biofilm. Hier ist die mikrobielle Anlagerung an der
Entstehung von Karies und Parodontitis beteiligt.

Wie gezeigt, spielen Biofilme eine ambivalente Rolle. Sie sind einerseits ein wesentli-
cher Bestandteil der natlrlichen Umwelt und essentiell fir z.B. die Trinkwasser- oder
Abwasseraufbereitung. Auf der anderen Seite stellen mikrobielle Anlagerungen ein
signifikantes Gesundheitsrisiko dar und kénnen zu erheblichen Problemen und
finanziellen EinbufRen in der Industrie, der Schifffahrt und der Medizin fihren. Um
Biofilme gewinnbringend nutzen zu kénnen, oder Biofouling zu vermeiden, sind daher
grundlegende Kenntnisse Uber die Entstehung und die Struktur von Biofilmen not-
wendig.

1.1.2 Entstehung und Struktur von Biofilmen

Biofilme sind die bevorzugte Lebensform von Mikroorganismen und weisen eine grofie
Heterogenitat und Variabilitat hinsichtlich ihrer Zusammensetzung auf. Obwohl viele
unterschiedliche Faktoren die Biofilmbildung beeinflussen, zeigen alle Biofilme einen
weitgehend strukturierten Aufbau (Costerton et al. 1999, 2001). Fir die Biofilmentwick-
lung von Pseudomons aeruginosa wurden anhand von Proteomuntersuchungen finf
regulierte, aufeinanderfolgende Entwicklungsstufen postuliert (Sauer et al. 2002;
Stoodley et al. 2002). Diese Stadien der Biofilmentwicklung sind in einer bemerkens-
wert grolden Anzahl an Prokaryoten konserviert und kénnen als charakteristisches
Schema fur die Abfolge der Biofilmbildung angesehen werden (Hall-Stoodley et al.
2004) (Abbildung 2).

Der erste Schritt beim Ubergang vom planktonischen zum sessilen Wachstum ist die
primare Adhasion der Bakterien an eine Oberflache. Diese ist, durch den Kontakt mit
dem umgebenden Medium, mit einem heterogenen ,Conditioning Film“ aus organi-
schen und/oder anorganischen Substanzen bedeckt (Frant 2008). Die initiale, rever-
sible Adhasion der Bakterienzellen an eine konditionierte Oberflache ist ein zufalliges
Ereignis, das durch die physikochemischen Oberflacheneigenschaften des Materials
und die rdumliche Nahe der Bakterien zur Oberflache beeinflusst wird. Die Bakterien
kommen in die Nahe der Oberflache durch Diffusion infolge der Brownschen Moleku-
larbewegung, durch konvektiven Transport infolge von Stréomungen des fliissigen
Mediums oder durch aktive Bewegung (Van Loosdrecht et al. 1990). Die primare
Adhasion der Bakterien an die Oberflache ist ein vorwiegend physikochemischer
Prozess. Durch die Produktion von EPS und der Ausbildung von molekularen Interakti-
onen zwischen den Bakterien und der Oberflache kommt es in der zweiten Phase der
Biofilmentwicklung zu einer festeren, irreversiblen Anhaftung der Bakterien. Durch die
Teilung der adharenten Zellen entsteht ein ,Linking Film®, auf dem die weitere Anlage-
rung von Bakterien stattfindet (Jenkinson und Lappin-Scott 2001). Der dritte Schritt der
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Biofilmentwicklung wird bestimmt durch das Wachstum der Mikroorganismen und die
Anlagerung neu hinzukommender Bakterien. Hierbei stellt jedes Bakterium, das an den
vorhandenen Linking Film bindet, eine neue Oberflache mit neuen Eigenschaften dar,
die die Anlagerung weiterer Organismen beeinflussen kénnen. Irreversibel haftende
Mikroorganismen vermehren sich, beginnen Mikrokolonien zu bilden, und einen
mehrlagigen Biofilm aufzubauen. Im vierten Schritt wird eine Plateauphase erreicht.
Hier stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem weiteren Aufwachsen des Biofilms und
seinem Abtrag ein. Die Dicke des Biofilms kann, je nach Umgebungsbedingungen,
wenige Mikrometer bis mehrere Zentimeter betragen (Frant 2008). Aus den ausgereif-
ten Biofilmen werden in der flinften Phase einzelne Bakterienzellen freigesetzt, die
erneut an Oberflachen adharieren kdnnen und zur Ausbreitung des Biofilms beitragen.

Life and times of a biofilm

Surface energy Physicochemical factors
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Abbildung 2. Der Entwicklungszyklus eines Biofilms besteht aus fiinf aufeinanderfolgenden Schritten, die
durch eine Vielzahl von physikalischen, biologischen und Umweltfaktoren beeinflusst werden kénnen. Die
primare Adhasion (1) an eine Oberflache ist ein zufalliges Ereignis, das durch die Oberflacheneigenschaf-
ten und die rdumliche N&he der Bakterien zur Oberflache beeinflusst wird. Adhdrente Bakterien beginnen
sich zu teilen, EPS zu produzieren und die Oberflache irreversibel zu besiedeln (2). Dieser ,Linking Film*
bildet die Grundlage fiir die weitere Adhasion und Akkumulation von Bakterien (3). Der ausgereifte Biofilm
(4) ist eine dynamische Einheit. Bakterienzellen lagern sich an den bestehenden Biofilm an und werden
aus diesem freigesetzt (5), was zum einen die Diversitat des Biofilms férdert und zum anderen zu dessen
Ausbreitung beitragt. (Abbildung aus Jenkinson und Lappin-Scott 2001).

Die Entstehung von Biofilmen ist ein sehr komplexer Prozess, der von der Materialober-
flache, dem Mikroorganismus selbst, und dem umgebenden Medium, sowie der
Temperatur und den hydrodynamischen Bedingungen beeinflusst wird (Flemming und
Wingender 2001; Frant 2008). Sowohl der Zeitraum, der notwendig ist bis die Besied-
lung der Oberflache beginnt, als auch die Geschwindigkeit und das Ausmal} der
Biofilmbildung werden von unterschiedlichen Faktoren bestimmt. Oberflacheneigen-
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schaften wie die Struktur (z.B. Porositat, Rauigkeit), die Polaritat (z.B. Ladung) oder die
chemische Zusammensetzung (z.B. Hydrophobizitat) (Abbildung 3) beeinflussen die
Adhasion von Molekilen und Zellen (Rosenhahn et al. 2008) und haben dariber hinaus
einen Einfluss auf die Struktur (Dalton et al. 1994) und die Festigkeit des entstehenden
Biofilms (Busscher et al. 1995). Neben den Oberflacheneigenschaften des Materials
spielen auch die Oberflacheneigenschaften der Bakterien eine entscheidende Rolle in
der Biofilmentwicklung. Bakteriellen Eigenschaften wie die Hydrophobizitat, die
Oberflachenenergie und Oberflachenladung, sowie die spezifische Struktur der
Zelloberflache sind in gewissen Grenzen durch die beteiligten Spezies festgelegt. Sie
stellen jedoch keine fest GroRe dar und kénnen in Abhangigkeit von der Wachstums-
phase, vom Ernahrungszustand der Zellen und unter dem Einfluss verschiedener
Umweltfaktoren erheblich variieren (Martienssen 2001). Die dritte wichtige Komponente
der Biofilmentwicklung ist das umgebende Medium. Dieses beeinflusst durch seine
Zusammensetzung, durch die vorhandenen gelosten organischen und anorganischen
Verbindungen, durch die lonenstarke, den pH-Wert und die Temperatur, sowie durch
hydrodynamische Wirkungen wie Scherkrafte den Aufbau und die Struktur der Biofilme
(Martienssen 2001).

Abbildung 3. Die Oberflacheneigenschaften eines Materials wie die Struktur (z.B. Porositat, Rauigkeit), die
Polaritat (z.B. Ladung) oder die chemische Zusammensetzung (z.B. Hydrophobizitat) beeinflussen die
Adhésion von Bakterien. (Abbildung aus Rosenhahn et al. 2008).
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Verschiedene Faktoren koénnen die Biofilmbildung beeinflussen. Da in natirlichen
Systemen (meist) kein Einfluss auf die bakteriellen Eigenschaften und das umgebende
Medium genommen werden kann, zielen die Ansatze zur Beeinflussung der Biofilmbil-
dung auf die Modifikation der Oberflachen.

1.2 Konzepte zur Beeinflussung der Biofilmentwicklung

Biofilme sind ubiquitar und die Beeinflussung der Biofilmbildung spielt in verschiedenen
Bereichen eine wichtige Rolle. In der Industrie und der Schifffahrt kénnen durch die
Verhinderung von Biofouling Betrage in Milliardenhdhe eingespart werden. Im medizini-
schen Bereich ist es essentiell, durch effektive Strategien die Biofilmbildung und damit
mogliche Gesundheitsrisiken fir den Menschen zu minimieren. Im Gegensatz dazu
setzt die technische Nutzung der Leistung von Mikroorganismen oft voraus, dass diese
gezielt an Oberflachen gebunden werden, um stabile Populationen fir die Realisierung
der gewlnschten Prozesse bereitzustellen. So wurden z.B. Oberflachen mit Poly-
ethylenglycol-Ketten (PEG) mit verschiedenen funktionellen Gruppen modifiziert, um die
Bildung von nitrifizierenden Biofilmen und ihre Widerstandsfahigkeit gegen Scherkrafte
in der Abwasserbehandlung zu erhéhen (Lackner et al. 2009).

Grundsatzlich lassen sich die Konzepte zur Manipulation von Biofilmen trotz der
unterschiedlichen Anwendungsgebiete vergleichen und auf analoge Wechselwirkungs-
prinzipien und wissenschaftliche Modelle zurtickfihren. Nach Frant (2008) ergibt sich
folgende Einteilung:

¢ Modifikation physikochemischer Oberfldchenparameter mit dem Ziel, die Wech-
selwirkungen des Systems zu beeinflussen.

e Gestaltung biomimetischer Oberflachen, um naturlich vorkommende Mechanis-

men zu reproduzieren bzw. zu imitieren.

e Spezifische Funktionalisierung von Oberflachen durch die Bindung verschiede-
ner reaktiver Gruppen (z.B. Hydroxyl-, Amino- oder Sulfatgruppen), natirlicher
und synthetischer Peptide, oder grofierer Molekiile.

o Integration funktioneller Substanzen in oberflachennahe Bereiche, aus denen
sie kontrolliert freigesetzt werden (Release Coating).

1.2.1 Modifikation physikochemischer Oberflacheneigenschaften

Die bakterielle Adhasion ist der initiale, essentielle Schritt der Biofilmentwicklung.
Dieser reversible Prozess wird hauptsachlich durch physikochemische Wechselwirkun-
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gen zwischen den Bakterien und der Oberflache bestimmt (Van Loosdrecht et al. 1990).
Aus heutiger Sicht ist daher die gezielte Modifikation physikochemischer Oberflachen-
parameter das vielversprechendste Konzept zur Manipulation der Biofilmbildung.

Physikochemische Interaktionen bestimmen die primére bakterielle Adhésion

Die primare Adhasion wird beeinflusst durch die rdumliche Nahe des Bakteriums zur
Oberflache und die physikochemischen Oberflacheneigenschaften des Materials. Jede
bakterielle Adhasion setzt die Annaherung des Bakteriums an die Oberflache, durch
Diffusion, konvektiven Transport oder aktive Bewegung, voraus. Wahrend dieses
Annaherungsprozesses der Bakterien treten verschiedene Wechselwirkungen auf, die
in Abhangigkeit von den Eigenschaften der Bakterien und der Oberflache, ihrem
Abstand zueinander und von verschiedenen aufleren Einflussfaktoren, einen unter-
schiedlichen Beitrag zur Anziehung oder AbstoRung zwischen Organismus und
Oberflache leisten kénnen (Abbildung 4).

Lifshitz - van der Waals Wechselwirkungen

O > 50 nm

abstoRende elektrostatische Wechselwirkungen

e 10 -20 nm

2-10nm -
lokale elektrostatische Wechselwirkungen
hydrophile, hydrophobe Wechselwirkungen
05-2nm
sterische Wechselwirkung
Hydradationseffekte
<0,5nm spezifische Wechselwirkungen

Abbildung 4. Schematische Darstellung der an der primaren bakteriellen Adhésion beteiligten Wechsel-
wirkungen. In Abstanden von mehr als 50 nm zwischen dem Bakterium und der Oberflache wirken Lifshitz -
van der Waals Kréfte. In Abstdnden von 10-20 nm sind zuséatzlich (abstolende) elektrostatische Wechsel-
wirkungen aktiv. Nur in Abstdnden von weniger als 1,5 nm kénnen spezifische Wechselwirkungen
zwischen dem Bakterium und der Oberflache stattfinden. (Abbildung aus Frant 2008, nach Busscher und
Weerkamp 1987).

Die endglltige Adhasion wird von der Summe der anziehenden und abstolienden
Krafte zwischen dem Bakterium und der Oberflache bestimmt. Diese physikalischen
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Interaktionen kdénnen in Abhangigkeit vom Abstand des Bakteriums zur Oberflache in
sogenannte long-range und short-range Wechselwirkungen unterteilt werden (Gotten-
bos et al. 2002). Unspezifische long-range Interaktionen wirken bereits in Abstanden
von mehr als 50 nm zwischen dem Bakterium und der Oberflache und tragen dazu bei,
das Bakterium naher an die Oberflache zu transportieren. In Abstadnden von 10-20 nm
werden zunehmend elektrostatische Krafte wirksam. Diese sind von der Nettoladung
der wechselwirkenden Oberflachen abhangig und wirken tUberwiegend repulsiv. Short-
range Wechselwirkungen treten auf, wenn die Bakterienzelle nur noch weniger als 5 nm
von der Oberflache entfernt ist und tragen dazu bei, den Organismus fester an die
Oberflache zu binden. Diese Interaktionen sind z.B. lokale elektrostatische Wechselwir-
kungen, hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen, Lifshitz - van der Waals Kréafte,
ionische Interaktionen und chemische Bindungen (Wasserstoffbriickenbindungen)
(Katsikogianni und Missirlis 2004). Eine sehr wichtige Rolle fir den Prozess der
primaren Adhasion wird hierbei den hydrophoben Wechselwirkungen zugesprochen
(Van Oss 1995; Martienssen 2001). Erst in einem Abstand von wenigen Nanometern
zwischen dem Bakterium und der Oberflache kénnen spezifische Wechselwirkungen
auftreten.

Theorien zur primédren Adhésion

Erreichen Bakterien die Nahe einer Oberflache, so wird die Adhasion von physikoche-
mischen, anziehenden oder absto3enden, Interaktionen bestimmt. Obwohl diese
Interaktionen weitestgehend bekannt sind, existiert bis heute keine allgemeinguiltige
Theorie, um das komplexe Gefiige von Wechselwirkungen zwischen Bakterium und
Oberflache vollstandig zu beschreiben und vorherzusagen (Martienssen 2001).

Kolloide sind mikroskopisch kleine Partikel, die dieselbe Gréflenordnung wie durch-
schnittliche Bakterien (1-5 pym) aufweisen. Fur die primare bakterielle Adhasion werden
im Wesentlichen drei verschiedene Theorien diskutiert, die auf Gesetzen der Kolloid-
und Grenzflachenchemie beruhen: die DLVO-Theorie, das thermodynamische Modell
und die erweiterte DLVO-Theorie.

DLVO-Theorie

Die Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek Theorie (DLVO-Theorie) (Derjaguin und
Landau 1941) beschreibt die Wechselwirkungen, die bei der Annaherung eines
kolloidalen Partikels an eine Oberflache auftreten. Dabei wird die Anderung der freien
Enthalpie (Gibbssche Energie) in Abhangigkeit des Abstandes der interagierenden
Oberflachen betrachtet. Die totale Gibbssche Energie (Gy) der Wechselwirkung ergibt
sich hierbei aus der Summe der Lifshitz - van der Waals Krafte (G,qw) und elektrostati-
scher Wechselwirkungen (Gg)).
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Gtot = GVdW + Gel
Gy = resultierende Gibbssche Energie (Netto-Wechselwirkung)
Gygw = Lifshitz - van der Waals Wechselwirkung

G, = elektrostatische Wechselwirkung

In Abhangigkeit von der GrélRe der beteiligten Wechselwirkungen ergibt sich ein
charakteristischer Zusammenhang der in Abbildung 5 dargestellt ist.

elektrostatische Wechselwirkungen
(repulsiv)

Elektrolytkonzentration C*g

resultierende Gibbssche Energie
(Summe der anziehenden und abstoRenden Krafte )

o

sekundares Minimum

Wechselwirkungsenergie
o

Lifshitz — van der Waals Krafte
(attraktiv)

primares Minimum

Distanz

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Abstoflungs- und Anziehungswechselwirkung bei der
Annaherung eines Partikels (Bakteriums) an eine Oberflache. Der rote Graph (—) stellt die anziehenden
Lifshitz — van der Waals Krafte und die blauen Graphen die abstoRenden elektrostatischen Wechselwir-
kungen bei verschiedenen Elektrolytkonzentrationen dar ( — hdhere Elektrolytkonz. C*s; -+ niedrigere
Elektrolytkonz. Cs). Die Netto-Wechselwirkungsenergie (Gibbssche Energie — / -:- ) ergibt sich aus der
Differenz der anziehenden und abstoflenden Krafte und ist von der Elektrolytkonzentration abhangig. Je
héher die Elektrolytkonzentration ist, desto kleiner ist der Energieberg, der Uberwunden werden muss. Bei
der Anndherung des Bakteriums wird bei einem bestimmten Verhaltnis der Lifshitz - van der Waals und
elektrostatischen Krafte zuerst ein sekundares Minimum erreicht, in dem es zu einer reversiblen Adhasion
kommt. Eine festere Adhasion an die Oberflache findet erst in geringer Distanz zur Oberfladche in einem
primaren Minimum statt. (Abbildung nach Sigg und Stumm 1994).

Elektrostatische Wechselwirkungen sind stark von der lonenstarke (Elektrolytkonzentra-
tion) der Lésung abhangig, wohingegen diese keinen Einfluss auf die Lifshitz - van der
Waals Krafte hat (Rumpf 2009). Eine starke elektrostatische Abstof3ung in Losungen
mit einer geringen Elektrolytkonzentration bedingt die Ausbildung einer hohen Ener-

10
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giebarriere, die die Anlagerung von Partikeln verhindert. Mit abnehmender elektrostati-
scher Abstolung (und zunehmender lonenstarke) vermindert sich die Héhe der
Energiebarriere und es kann ein Ubergang der Partikel in das primare Minimum und
damit eine irreversible Adhasion erfolgen. Bei bestimmten Verhaltnissen der Lifshitz -
van der Waals und elektrostatischen Krafte existiert in einer Distanz von 10-20 nm
zwischen dem Partikel und der Oberflache neben dem primaren ein zweites weniger tief
ausgepragtes Energieminimum, das sogenannte sekundare Minimum (Martienssen
2001). Die Adhasion eines Bakteriums wird nach der DLVO-Theorie in eine schwache,
reversible Adhédsion im sekundaren Minimum und eine irreversible Adhasion im
primaren Minimum, in geringer Distanz des Bakteriums zur Oberflache, unterteilt.

Die DLVO-Theorie kann die experimentell beobachtete geringe Bakterienadhasion an
negativ geladenen Oberflachen erklaren, aber nicht die Vielfalt der unterschiedlichen
Adhasionsvorgange an anderen Oberflachen beschreiben (Katsikogianni und Missirlis
2004). In der DLVO-Theorie werden die Wechselwirkungen zwischen dem Bakterium
und der Oberflache im short-range Bereich nicht betrachtet. Das bedeutet, dass z.B.
Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen oder sterische Effekte, die
fur die Adhasion von erheblicher Bedeutung sind, nicht bericksichtigt werden
(Martienssen 2001). Die DLVO-Theorie beschreibt nur eine der verschiedenen Kompo-
nenten im Adhasionsprozess (Katsikogianni und Missirlis 2004), so dass viele Autoren
eine weitere Theorie, das thermodynamische Modell, anwenden.

Thermodynamisches Modell

Das thermodynamische Modell nach Van Oss (Van Oss et al. 1988) betrachtet die
Adsorption von Mikroorganismen an eine Oberflache als einen Prozess der Minimie-
rung der Gibbsschen Energie (freien Enthalpie) des Systems. Die Wechselwirkungen,
d.h. die Grenzflachenspannungen, zwischen dem Bakterium, der Oberflache und dem
umgebenden Medium werden in der freien Energie des Systems kombiniert (Absolom
et al. 1983).

AGaan = Yob = Yom = Ybm
AG,q, = Anderung der freien Energie (durch die Adhision)
Yob = Grenzflachenspannung Oberflache - Bakterium
Yom = Grenzflachenspannung Oberfldche- Medium

Yom = Grenzfldchenspannung Bakterium - Medium

Nach dieser Theorie ist eine Adhasion thermodynamisch aufgrund des Energiegewinns
favorisiert, sobald AGq4, < 0.
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Der thermodynamische Ansatz geht davon aus, dass der Adhasionsprozess reversibel
ist und sich das System in einem geschlossenen Gleichgewichtszustand befindet.
Bakterien sind jedoch lebende Organismen, die in stdndigem Austausch und Kontakt
mit ihrer Umwelt stehen. Sie besitzen die Fahigkeit gezielt Nahrstoffe in metabolische
Energie umzuwandeln, und die Adhédsion kann durch physiologische Mechanismen
oder die Synthese von adhasiven Polymeren ein energieverbrauchender Prozess sein
(Katsikogianni und Missirlis 2004). Aktive metabolische Prozesse sind darlber hinaus
stark von Umweltfaktoren beeinflusst und kénnen somit je nach Versuchsbedingungen
zu unterschiedlichen Ergebnissen flhren.

Die thermodynamische Beschreibung der bakteriellen Adhasion ermdoglicht eine
Aussage Uber die prinzipielle Moglichkeit der Adhasion der Organismen an die Oberfla-
che. Die theoretischen Berechnungen sowie experimentelle Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die bakterielle Adhasion vor allem durch die im short-range Bereich
wirksamen polaren (hydrophoben) Wechselwirkungen beeinflusst wird (Martienssen
2001). In vielen Fallen entsprechen die durch das thermodynamische Modell gewonne-
nen Aussagen jedoch nicht den experimentellen Ergebnissen.

Weder die DLVO-Theorie noch der thermodynamische Ansatz sind in der Lage, die
Bakterienadhasion in allen Aspekten zu erklaren. Die DLVO-Theorie kann zwar
aussagen, ob eine Adhasion im primaren Minimum stattfindet, aber die Starke der
Wechselwirkung kann nicht vorhergesagt werden. Es werden Lifshitz - van der Waals
Krafte und elektrostatische Wechselwirkungen in Abhangigkeit vom Abstand der
interagierenden Oberflachen betrachtet, aber short-range Interaktionen, sterische
Effekte und spezifische Wechselwirkungen werden nicht mit einbezogen. In der
thermodynamischen Theorie werden vor allem polare Krafte und Lifshitz - van der
Waals Krafte zur Erklarung der Bakterienadhasion beriicksichtigt. Die Bedeutung
elektrostatischer Wechselwirkungen und des Abstandes der interagierenden Oberfla-
chen wird jedoch nicht erfasst. Zudem wird das System als geschlossenes Gleichge-
wicht betrachtet.

Aus diesem Grund wurde von Van Oss (Van Oss et al. 1986) die erweiterte DLVO-
Theorie vorgeschlagen, die Aspekte der klassischen DLVO-Theorie und des thermo-
dynamischen Modells berlcksichtigt.

Erweiterte DLVVO-Theorie

Mit der erweiterten DLVO-Theorie kénnen bei der Vorhersage der bakteriellen Adhasi-
on prazisere Angaben gemacht werden als mit der klassischen DLVO-Theorie, da
zusatzlich zu Lifshitz - van der Waals Kraften und elektrostatischen Wechselwirkungen
die polaren (hydrophil-hydrophoben) Wechselwirkungen des thermodynamischen
Modells mit einbezogen werden (Hermansson 1999). Die Adhasionsenergie kann
ausgedrickt werden als:
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AGyan = AGyaw + AGy + AGyp
AG,q,= Adhidsionsenergie
AGyqw = Lifshitz - van der Waals Wechselwirkung
AGg = elektrostatische Wechselwirkung

AGap = Lewis Séure-Base (polare) Interaktionen

Hierbei wird, wie in der klassischen DLVO-Theorie, die Abhangigkeit vom Abstand des
Bakteriums zur Oberflache berlcksichtigt (Katsikogianni und Missirlis 2004). Die
Oberflachenenergiekomponente AGag nimmt, wie auch die Lifshitz - van der Waals
Krafte und elektrostatischen Interaktionen, mit groRer werdendem Abstand zwischen
den Interaktionspartnern ab. Lewis Saure-Base Interaktionen (polare Wechselwirkun-
gen) sind in der frihen ersten Phase der Adhasion nicht beteiligt, haben aber einen
signifikanten Einfluss auf die Ausbildung einer festen Bindung des Bakteriums an die
Oberflache. Verglichen mit Lifshitz - van der Waals Kraften und elektrostatischen
Wechselwirkungen haben polare Wechselwirkungen den groBten Einfluss. Lewis
Saure-Base Interaktionen beschreiben anziehende hydrophobe Interaktionen und
repulsive Hydratisierungseffekte und sind 10-100mal starker als Lifshitz - van der Waals
Krafte (Katsikogianni und Missirlis 2004).

Die erweiterte DLVO-Theorie kann die bakterielle Adhasion praziser beschreiben als
die klassische DLVO-Theorie und das thermodynamische Modell. Aber auch hier wird
die Adhasion als ein rein physikochemischer Prozess betrachtet, der die Physiologie
der Bakterien nicht mit einbezieht. Die physikochemischen Theorien haben geholfen
verschiedene Beobachtungen zu erklaren, sie kénnen jedoch nicht das vielfaltige
Adhasionsverhalten, das in bakteriellen Systemen beobachtet wird, erfolgreich be-
schreiben. Dies bestatigt die allgemeine Schwierigkeit, physikalische Theorien in
biologischen Systemen anzuwenden.

Die Komplexitat der Bakterienoberflache und die Veranderungen in der Polymerzu-
sammensetzung und —synthese aufgrund veranderter Umweltbedingungen kénnen flr
die hohe Variabilitat der beobachteten bakteriellen Adhasionsvorgange verantwortlich
sein. Zelloberflachenproteine, Polysaccharide, Conditioning Filme auf Oberflachen, Co-
Adhasion, und biologische Veranderungen beeinflussen die Voraussetzungen fir den
Adhasionsprozess in einem Ausmal}, dass eine Vorhersage aufgrund der physikoche-
mischen Modelle fast unmoglich ist (Katsikogianni und Missirlis 2004). Die beschriebe-
nen Theorien kénnen nur eine Hilfestellung sein, um die bakterielle Wechselwirkung mit
Oberflachen zu betrachten. Eine Vorhersage des bakteriellen Verhaltens ist nicht
madglich. Schon 1989 hat Van Loosdrecht auf die Vielseitigkeit der mikrobiellen Adhasi-
on aufmerksam gemacht (Van Loosdrecht et al. 1989). Modifizierte Oberflachen
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mussen im Hinblick auf ihren Einfluss auf die bakterielle Adhasion weiterhin experimen-
tell getestet werden.

Ansiétze zur Modifikation physikochemischer Oberflacheneigenschaften

Es existiert eine grolte Bandbreite an Techniken zur Modifikation physikochemischer
Oberflacheneigenschaften. Durch eine Oberflachenmodifikation bleiben die intrinsi-
schen mechanischen Eigenschaften des Materials erhalten, wohingegen die Biokompa-
tibilitat und/oder Biofunktionalitdt des Materials verandert werden. Gangige
Modifikationsverfahren verandern die Atome, Komponenten oder Molekiile der beste-
henden Oberflache chemisch oder physikalisch, oder beschichten die Oberflache mit
einem anderen Material (Kurella und Dahotre 2005). Die meisten Techniken zur
Oberflachenmodifikation werden trocken mit lonenstrahlen, oder in wassrigen Ldsun-
gen durchgefihrt (Hanawa 2009). Wahrend lonenbestrahlungen werden beschleunigte
lonen in die Oberflache des Materials eingebracht und die Oberflacheneigenschaften
hierdurch verandert. Mit Hilfe dieses Prozesses wurden z.B. Silberionen in Polystyrol-
Oberflachen eingesetzt, um die Zelladhasion auf der Oberflache zu beglnstigen
(Ratner und Hoffman 2004). Beispiele fur die Oberflachenmodifikation in wassrigen
Prozessen sind z.B. ,Self-Assembled Monolayers® (SAMs), Silanisierungen (mit Amino-
oder Epoxysilanen) oder ,microcontact printing“. Chelmowski et al. (2008) beschreiben
die Fahigkeit von Peptid-basierten SAMs, Gold-Oberflachen Protein-resistente Eigen-
schaften zu verleihen.

Da die verschiedenen theoretischen Modelle zur primaren bakteriellen Adhasion
gezeigt haben, dass hydrophobe Wechselwirkungen in diesem Prozess eine entschei-
dende Rolle spielen, beschaftigen sich viele Untersuchungen mit dem Einfluss der
Oberflachenhydrophobizitdt auf die Biofilmbildung. Bereits in frihen Studien an
unterschiedlichen Zahn- und Zahnersatzmaterialien (Glantz 1971) konnte am Beispiel
der Plaquebildung ein Bereich stark erhdhter Bioadhasion flir hydrophile Materialien
definiert werden. Hochenergetische hydrophile Oberflachen sammeln Plaque, binden
diesen starker und beginstigen die Adhasion spezifischer Bakterien (Quirynen und
Bollen 1995). Untersuchungen zur Adhasion von Staphylococcus epidermidis auf
verschiedenen Polymeren mit unterschiedlicher Hydrophobizitat zeigten eine deutliche
Zunahme der Bakterienadhasion mit steigender Hydrophilie (Ferreiros et al. 1998). Im
Gegensatz dazu adharierte S. epidermidis beim Vergleich von unbehandelten Polymer-
oberflachen und Polymeroberflachen, die durch Bestrahlung mit
2-Hydroxyethylmethacrylat hydrophiler gemacht worden waren, deutlich verstarkt auf
dem hydrophoberen Ausgangsmaterial (Jansen und Peters 1991). Die Untersuchung
der Staphylococcus aureus Adhasion auf SAMs mit verschiedenen Endgruppen zeigte
ebenfalls eine verstarkte Adhasion mit steigender Hydrophobizitdt (Tegoulia und
Cooper 2002).
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Die Veranderung der Oberflachenhydrophobizitdt und freien Oberflachenenergie und
ihr Einfluss auf die bakterielle Adhasion kann in industriellen Prozessen gewinnbrin-
gend eingesetzt werden. Hadjiev et al. (2006) konnten zeigen, dass durch die Be-
schichtung von Polyethylenvinylacetat-Oberflachen mit einem Polymethylmetacrylat—
Aktivkohle-Gemisch die Bakterienadhasion deutlich erhéht werden konnte. Die beste
Besiedlung wurde erreicht bei einem maximalen Unterschied der freien Oberflachen-
energie der Materialien und der Bakterien. In der biologischen Abwasserbehandlung
spielt die Immobilisation von Mikroorganismen eine entscheidende Rolle, um Prozesse
effektiv ablaufen zu lassen. Natirlich in der industriellen Abwasserbehandlung vor-
kommende Bakterien adharierten schneller und in héheren Zellzahlen auf den modifi-

zierten Oberflachen und zeigten eine deutlich erhdhte Aktivitdt beim biologischen
Abbau.

Neben der Oberflachenhydrophobizitdt untersuchen viele Studien energetische
Materialparameter wie die Polaritdt und korrelierten diese mit der Biofilmbildung. So
konnte bei der Untersuchung von Staphylococcus thermophilus und Bacillus cereus auf
Stahloberflachen gezeigt werden, dass es moglich ist, mit einer Erhéhung der Polaritat
die bakterielle Adhasion einzuddmmen und die Oberflache von Sporen freizuhalten
(Boulange-Petermann et al. 2004).

Des Weiteren wurden gezielt die Oberflachenladung bzw. elektrostatische Eigenschaf-
ten der Oberflachen verandert, um den Einfluss auf die primare Adhasion zu untersu-
chen. So verwendeten Gottenbos et al. (2003) verschieden geladene Polymethacrylate
und untersuchten den Einfluss auf Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa. Die
positiv geladenen Oberflachen zeigten einen antimikrobiellen Effekt und es konnten
weniger adharierte und auch weniger lebende Bakterien auf den Oberflachen detektiert
werden. Im Gegensatz dazu zeigten Kiremitci-Gumustederelioglu und Pesmen (1996),
dass die E. coli Adhasion auf positiv geladenem Polymethacrylat im Vergleich zu
negativ geladenem deutlich erhéht war.

Die Veranderung physikochemischer Oberflachenparameter hat einen deutlichen
Einfluss auf die primare bakterielle Adhasion. Die Adhasionsvorgange zeigen jedoch
eine sehr grolRe Variabilitat und flihren aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingun-
gen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die bakterielle Adhasion ist ein sehr komplexer
Vorgang und es ist nicht immer maoglich, allgemeingtltige Aussagen Uber den Einfluss
der Oberflachenmodifikation auf das bakterielle Adhasionsverhalten zu treffen. Durch
die Veranderung der physikochemischen Oberflachenparameter ist jedoch eine
mafgeschneiderte Modifikation von Oberflachen fir spezifische Anwendungen mdglich.
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1.2.2 Gestaltung biomimetischer Oberflachen

Biologisch inspiriertes Design und die Anpassung und Ubertragung von Prinzipien, die
sich in der Natur bewahrt haben, wird als Biomimetik bezeichnet. Viele Konzepte zur
Manipulation der Biofilmbildung nutzen die Natur als Vorbild zur Gestaltung biomimeti-
scher Oberflachen. Die uns umgebende Flora und Fauna zeigt eine Vielzahl an
Strategien auf, die in verschiedenen Anwendungsbereichen nachgeahmt werden. Meist
werden naturliche Antifoulingmechanismen reproduziert bzw. imitiert. Diese Konzepte
beinhalten physikalische und chemische Kontrollmechanismen wie einen geringen
Stromungswiderstand, eine geringe Adhasion, Unterschiede in der Benetzbarkeit
(Hydrophobizitat), die Mikrostrukturierung von Oberflachen oder eine leichte Abwasch-
barkeit (Bixler und Bhushan 2012).

Lotus-Effekt

Abbildung 6. Biomimetische Oberflachenstrukturierungen inspiriert durch die Lotusblume und die Haihaut.
(Abbildungen aus Bhushan 2012).

Zu den bekanntesten biomimetischen Oberflachenmodifikationen gehért der Lotus-
Effekt. Inspiriert durch die Lotusblume sind die biomimetisch mikro-nanostrukturierten
Oberflachen superhydrophob und weisen Selbstreinigungseigenschaften und nur eine
sehr geringe Adhasion von Mikroorganismen auf. Anwendungen findet dieses Konzept
zur Oberflachenmodifikation z.B. in selbstreinigenden Fenstern, Fassadenanstrichen
und der Beschichtung von Textilien, aber auch auf Membranen fir Entsalzungsanlagen
und die Wasseraufreinigung (Bhushan 2012). Mikrostrukturierungen von Oberflachen,
basierend auf dem Vorbild der Haihaut, senken deutlich den Wasserwiderstand,
optimieren die Hydrodynamik und verhindern ebenfalls die Ansiedlung von Mikroorga-
nismen. Diese biomimetische Oberflachenstrukturierung wird fir Unterwasserbeschich-
tungen von Schiffen eingesetzt (Abbildung 6).

Neben der biomimetischen Oberflachenstrukturierung konnten natirliche Substanzen
auch erfolgreich flir neue Strategien zur Oberflachenmodifikation eingesetzt werden. So
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verwendeten Dalsin et al. (2003) die Adhasionseigenschaften von 3,4-
Dihydroxyphenylalanin, einer wichtigen Komponente der Muscheladhasionsproteine,
um PEG-Ketten fest auf Oberflachen zu verankern. Die so modifizierten Oberflachen
waren gegenuber der Adhasion von Mausfibroblasten nahezu resistent. Oberflachen,
die mit einem Tetraetherlipid aus der Membran des Archaebakteriums Thermoplasma
acidophilum modifiziert worden waren, zeigten eine Reduktion der Bioadhasion um bis
zu 40% in Fluss- und Trinkwasser (Frant 2008).

Das Wirkungsprinzip biomimetischer Oberflachenmodifikationen ist aufgrund der
Komplexitat der Oberflachen oft noch nicht vollstandig aufgeklart. Es wird meist eine
Kombination aus physikalischen und chemischen Kontrollmechanismen verwendet
(Bixler und Bhushan 2012). Die Natur hat in den letzten 3,8 Milliarden Jahren verschie-
dene Konzepte zur Oberflachenmodifikation entworfen, die noch viel Potential fir
weitere Ansatze bieten.

1.2.3 Spezifische Funktionalisierung von Oberflachen

Eine Oberflache kann durch die Bindung von verschiedenen reaktiven Gruppen,
naturlichen und synthetischen Peptiden, oder auch gréReren Molekilen spezifisch
funktionalisiert werden.

So stellten Park et al. (1998) ein Antifoulingkonzept, basierend auf der Kombination der
antiadhasiven Eigenschafteen einer PEG-Schicht mit dem antibakteriellen Effekt
verschiedener oberflachenaktiver Gruppen, vor. Die PEG-Schicht wurde auf
Polyurethan aufgebracht und anschlielend durch die Bindung von Hydroxyl-, Amino-
und Sulfatgruppen oder Heparin funktionalisiert. Es konnte eine signifikante Reduktion
der Adhasion von Staphylokokken und damit eine Verstarkung des Antifoulingeffektes
durch die Funktionalisierung nachgewiesen werden.

Funktionelle Gruppen kénnen jedoch nicht nur flr die Verhinderung der bakteriellen
Adhasion, sondern auch zur Immobilisierung von Mikroorganismen eingesetzt werden.
Lee et al. (1997) beschrieben die Verwendung von Polymeroberflachen, funktionalisiert
mit Epoxy- und Diethylamingruppen zum erfolgreichen Abfangen von S. aureus und
E. coli Zellen fur den Einsatz in der Wasseraufreinigung oder der Immobilisation in
Bioreaktoren.

Um das Risiko bakterieller Infektionen durch die Biofilmbildung im medizinischen
Bereich zu minimieren, ist es wichtig bakterizide Oberflachenbeschichtungen zu
entwickeln. Glinel et al. (2009) untersuchten die Funktionalisierung von Polymerbirsten
mit dem antibakteriellen Peptid Magainin I. Das Peptid wurde tber Hydroxylgruppen an
die Oberflache gebunden und die antibakterielle Aktivitdt gegen Gram-positive Bakte-
rien konnte erfolgreich nachgewiesen werden.
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Die Funktionalisierung von Oberflachen durch die Bindung von verschiedenen reaktiven
Gruppen steht in direktem Zusammenhang mit der Variation physikochemischer
Oberflachenparameter, lasst aber ebenso wie der Einsatz komplexer Molekile eine
gezielte bakterizide, abstoRende oder anziehende Modifikation zu. Durch die kovalente
Bindung Uber z.B. Ester- oder Amidbindungen wird eine Freisetzung Uberschissiger
funktioneller Substanzen verhindert. Funktionalisierte Oberflachen weisen eine
kontaktgekoppelte Wirkung auf, d.h. damit die immobilisierten Substanzen wirken
konnen, missen die Bakterien an die Oberflache adharieren. Auf bakteriziden Oberfla-
chen muissen tote Organismen, die gegebenenfalls die Basis flir eine weitere Biofilm-
bildung darstellen, entfernt werden (Frant 2008).

1.2.4 Integration funktioneller Substanzen in Release Coatings

Die Integration funktioneller oder toxischer Substanzen in oberflachennahe Bereiche
von Release Coatings bietet als Antifoulingkonzept eine breite Vielfalt in Bezug auf die
eingesetzten Substanzen und die Freisetzungskinetik.

So kénnen z.B. Polyelektrolytmultilagen prazise hinsichtlich der Dosierung und der
Freisetzungsrate in wassrigen physiologischen Bedingungen eingestellt werden
(Chuang et al. 2008). Die Funktionalisierung dieser Release Coatings mit dem Antibio-
tikum Gentamycin zeigte eine effektive Wirkung gegen S. aureus. Silber-freisetzende
Beschichtungen werden aufgrund ihrer bakteriziden Aktivitdt in einer Vielzahl von
Bereichen eingesetzt. So werden Wundverbande, medizinische Gerate wie Katheter
oder Textilien mit Silber Release Coatings ausgestattet. Silberionen oder Silbernano-
partikel kdnnen in Polyamide, Polyelektrolyte, Glasfasern oder Hydrogele eingelagert
werden, um antimikrobielle Beschichtungen zu bilden (Banerjee et al. 2011). Alt et al.
(2004) prasentierten erfolgreich die Applikation von Silbernanopartikeln in Polymethyl-
metacrylat-Zement der zahnarztlichen Prothetik. Die antibakteriellen Eigenschaften
konnten anhand der signifikant reduzierten Biofilmbildung von S. aureus und
S. epidermidis nachgewiesen werden. Jedoch schlug der Effekt im Langzeitversuch um
und es wurde auf der Silberschicht eine Biofilmbildung erkennbar. Der grof3e Nachteil
von Release Coatings mit Silber oder anderen antimikrobiellen Komponenten ist der
langzeitliche Wirkungsverlust durch die Erschépfung der aktiven Komponente (Baner-
jee et al. 2011).

1.3 Biomimetische Oberflachenmodifikation mit Hydrophobinen

Die gezielte Beeinflussung der Biofilmbildung spielt in unterschiedlichen Bereichen eine
wichtige Rolle. Zur Manipulation der Biofilmbildung kénnen, wie in Absatz 1.2 erlautert,
verschiedene Konzepte eingesetzt werden. Einige der in der Vergangenheit beschrie-
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benen Verfahren sind jedoch kompliziert durchzuflhren, bendtigen spezifische organi-
sche oder organometallische Synthesestrategien (Bunker et al. 1994) oder sehr teures
Equipment. Haufig wurden toxische Komponenten verwendet oder nur kleine Oberfla-
chenbereiche konnten modifiziert werden.

Die Natur hat erfolgreich eine Vielzahl an Anséatzen zur Oberflachenmodifikation
entwickelt. Die Verwendung von natlrlichen Substanzen fir Oberflachenbeschichtun-
gen stellt daher eine sehr interessante und umweltvertragliche Alternative dar. Mono-
molekulare Filme aus oberflachenaktiven naturlichen Substanzen verandern die
physikochemischen Eigenschaften der Oberflache und bieten gleichzeitig eine Grund-
lage flr weitere spezifische Modifikationen oder Funktionalisierungen.

In dieser Arbeit werden sogenannte Hydrophobine fir Oberflachenbeschichtungen
eingesetzt. Hydrophobine sind eine einzigartige Familie kleiner Proteine, die von Pilzen
sekretiert werden. Sie ordnen sich selbst an hydrophil-hydrohoben Grenzflachen in
amphiphilen Filmen an (Wdésten und De Vocht 2000) und gehéren zu den oberflachen-
aktivsten Proteinen, die bisher bekannt sind. Sie sind nicht toxisch und nicht immuno-
gen und versprechen beim Einsatz fir biomimetische Oberflachenmodifikationen ein
innovatives Anwendungsspektrum.

1.3.1 Funktion der Hydrophobine in Pilzen

Hydrophobine wurden erstmals 1990 von Schuren und Wessels im Pilz Schizophyllum
commune entdeckt und als Proteine, die die Oberflache von Sporen und Fruchtkérpern
wasserabweisend machen, beschrieben (Schuren und Wessels 1990). Inzwischen
wurden funktionell homologe Proteine in Bakterien der Gattung Streptomyces identifi-
ziert (Kodani et al. 2005). Hydrophobine sind jedoch einzigartig flr das Reich der Pilze.
Es ist bekannt, dass nahezu alle Pilze ein oder sogar mehrere Hydrophobine produzie-
ren, die bestimmte strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen. Durch Genomanalysen
wurde festgestellt, dass Hydrophobine meist in kleinen Genfamilien mit zwei bis zehn
Mitgliedern vorliegen (Sunde et al. 2008; Littlejohna et al. 2012).

Hydrophobine spielen eine Schlisselrolle beim Wachstum und in der Entwicklung der
Pilze. lhre Funktionen basieren hauptsachlich auf ihrer Fahigkeit, sich an hydrophil-
hydrophoben Grenzflachen in amphiphilen Filmen anzulagern (Zampieri et al. 2010).
Durch die Selbstorganisation (engl. Self-Assembly) an der Grenzflache zwischen der
Luft und dem die Pilze umgebenden wassrigen Milieu verringern die Hydrophobine die
Grenzflachenspannung des Wassers. Dies ermoglicht den Pilzhyphen diese Grenz-
schicht zu durchdringen und in die Luft zu wachsen, um sporenproduzierende Struktu-
ren wie den Pilzhut zu formen (Wdsten et al. 1999). Luftstrukturen und auch Pilzsporen
sind mit Hydrophobinen Ulberzogen und werden dadurch wasserabweisend (Wosten
et al. 1993, 1994, 2001). Die Hyphen pathogener Pilze heften sich mithilfe der Hydro-
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phobine an hydrophobe Oberflachen, wie z.B. Pflanzen, an (Wdsten et al. 1994; Ebbole
1997; Lugones et al. 2004). Die hohe Resistenz der Hydrophobine gegenulber chemi-
schen und enzymatischen Behandlungen legt nahe, dass die assemblierten Hydro-
phobine die Pilzstrukturen auch vor widrigen Umweltbedingungen schitzen (Wosten
und Wessels 1997). Die hohe Oberflachenhydrophobizitat kénnte die Pilzstrukturen
zudem vor bakteriellen und pilzlichen Infektionen bewahren (Wdsten 2001). Im Fall der
Sporen sorgt die wasserabweisende Oberflache fur eine effektive Verbreitung dieser
durch den Wind und durch Insekten und verhindert ein Zusammenkleben der einzelnen
Sporen. Darlber hinaus schitzt die Hydrophobinschicht die Konidiosporen vor der
Erkennung durch das menschliche Immunsystem (Aimanianda et al. 2009).

Abbildung 7. Hydrophobine wurden 1990 im Pilz S. commune (links) entdeckt. Sie sind eine einzigartige
Familie kleiner oberflachenaktiver Proteine, die von den Pilzen sekretiert werden und sich auf der
Oberflache von Fruchtkorpern, Hyphen und Sporen anlagern. Die assemblierte Hydrophobinschicht macht
die Oberflachen wasserabweisend (Mitte und rechts) und schiitzt den Pilz vor widrigen Umweltbedingun-
gen. (Abbildungen aus unterschiedlichen Quellen; Quellenangaben siehe Literaturverzeichnis).

1.3.2 Struktur und Eigenschaften natiirlicher Hydrophobine

Hydrophobine sind relativ kleine Proteine aus 70-120 Aminosauren (molekulare Masse
etwa 7-15 kDa), wobei die Aminosauresequenz der verschiedenen Hydrophobine sehr
unterschiedlich ist (Wessels 1997). Untersuchungen der Aminosdurezusammensetzung
haben jedoch gezeigt, dass alle Hydrophobine zum einen aus einem sehr hohen Anteil
an hydrophoben Aminosauren aufgebaut sind und zum anderen ein charakteristisches
Muster aus acht hochkonservierten Cysteinen aufweisen. Diese bilden vier intramoleku-
lare Disulfidbriicken, die essentiell fur die hohe Stabilitat der globularen Tertiarstruktur
der Proteine sind. Hydrophobine sind sehr resistent gegenuiber thermischen Behand-
lungen und auch nach einer 15-minitigen Inkubation bei 90°C kann keine Denaturie-
rung beobachtet werden (Askolin et al. 2006). Die Tertiarstruktur der Hydrophobine
unterscheidet sich deutlich von der anderer Proteine mit mehreren Disulfidbriicken. Sie
besteht aus vier zentralen B-Strangen, die zwei B-Hairpin Strukturen bilden. Diese
verbinden sich und greifen in einem anti-parallelen B-Faltblatt ineinander. Das
B-Faltblatt bildet eine fassahnliche Struktur, die durch die symmetrisch angeordneten
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Disulfidbriicken stabilisiert wird. Zwischen den zwei B-Hairpin Strukturen befindet sich
eine a-helikale Region, die von Aminosauren aus der Mitte der Primarsequenz gebildet
wird. Die a-Helix liegt auRerhalb des B-Faltblatt Bereiches (Linder et al. 2005) (Abbil-
dung 8A). Die hydrophoben Aminosauren bilden im Bereich der B-Hairpin Strukturen
einen hydrophoben Bereich (Hakanpaa et al. 2004) (Abbildung 8B). Normalerweise
sind hydrophobe Aminosauren im Kern, d.h. im Inneren, von in Iéslichen Proteinen
angesiedelt, um die Proteinfaltung zu stabilisieren. Die Struktur der Hydrophobine zeigt
neben dem hydrophoben Bereich, der etwa 12% der Proteinoberflache bedeckt, eine
grol3e hydrophile Oberflache (Bayry et al. 2012) (Abbildung 8C).

hydrophil

L9

hydrophob

Abbildung 8. Darstellungen der Struktur des Hydrophobins HFBII aus Trichoderma reesei. A Tertiarstruk-
tur mit a-Helix (blau), antiparalleler fasséhnlicher B-Faltblattstruktur (rot) und vier symmetrisch angeordne-
ten Disulfidbriicken (gelb). B Der hydrophobe Patch im Bereich der B-Hairpin Strukturen (rot und lila) wird
durch hydrophobe Aminosauren gebildet (gelb). C Schematische Darstellung der amphiphilen Proteinober-
flache. (Abbildungen A und B aus Hakanpaa et al. 2004).

Aufgrund der spezifischen amphiphilen Merkmale ihrer Proteinstruktur werden Hydro-
phobine als Biotenside angesehen. Sie gehdren zu den oberflachenaktivsten Proteinen,
die bisher bekannt sind und heben sich von anderen amphiphilen Proteinen durch die
sehr starke Tendenz zur Anlagerung an verschiedenen Grenzflachen ab. Durch die
Zusammenlagerung der Hydrophobine aufgrund von Wechselwirkungen der hydrophi-
len Proteinbereiche wird ein deutlicher Energiegewinn erreicht. Im Vergleich zu anderen
Proteinen ist sowohl dieser Energiegewinn als auch die mechanische Stabilitat der
ausgebildeten Membranen sehr viel hdher (Basheva et al. 2011). Die vier beschrie-
benen Disulfidbriicken halten die Hydrophobine in einer I6slichen Monomeren Form
und erlauben das Self-Assembly nur, wenn das Molekil auf eine hydrophil-hydrophobe
Grenzflache trifft (De Vocht et al. 2000). Ausgehend von den biophysikalischen
Eigenschaften der ausgebildeten Schichten, der Anordnung der konservierten Cystein-
reste, dem Hydrophobizitdtsmuster und dem Vorkommen der Hydrophobine differen-
ziert man zwei Klassen (Wessels 1994). Klasse | Hydrophobine werden in
Basidiomyceten und Ascomyceten produziert und die ausgebildeten Filme sind sehr
stabil und nur in konzentrierter Trifluoressigsaure oder Ameisensaure I6slich (De Vries
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et al. 1993; Wosten et al. 1993). Klasse Il Hydrophobine wurden bisher nur in Basidio-
myceten beschrieben und die Proteinfiime sind bereits in 60% Ethanol oder 2% SDS
(Natriumdodecyl-Sulfat, engl. sodium dodecyl sulfate) l6slich (Wésten und De Vocht
2000).

Bei der Bindung der Hydrophobine an hydrophobe Oberflachen interagiert der hydro-
phobe Bereich des Proteins mit der Oberflache, und die hydrophile Seite ist nach
aulien gerichtet. Auf hydrophilen Oberflachen ist entsprechend die hydrophobe Seite
des Proteins exponiert. Die Hydrophobizitat der Oberflache wird durch die Anlagerung
der Hydrophobine umgedreht. Die Ausbildung dieser Monolagen ist bei Klasse |
Hydrophobinen mit signifikanten strukturellen Umlagerungen verbunden (Bayry et al.
2012).

Das Hydrophobin SC3 aus S. commune ist in geloster Form reich an B-Faltblatt
Strukturen. Wahrend des Self-Assembly an einer Grenzflache erfolgt eine Umwandlung
der loslichen Form Uber eine Zwischenform, die reich an a-helikalen Strukturen ist, in
eine stabile B-Faltblatt Endform. An der Grenzflache zwischen Wasser und Luft ist
dieser Prozess zeitabhangig. Nach einer schnellen initialen Anlagerung in a-helikaler
Konformation dauert es etwa zwei Stunden bis sich SC3 in die B-Faltblatt Endform
umlagert (Woésten und De Vocht 2000). An der Grenzflache zwischen Wasser und
Teflon verbleibt SC3 jedoch in a-helikaler Konformation und kann durch verdiinnte
Detergenzien bei Raumtemperatur leicht von der Oberflache entfernt werden (Abbil-
dung 9). Bei hohen Temperaturen (80°C) induziert die Behandlung mit Detergenzien
(z.B. SDS) die Anderung der Konformation in die stabil auf der Oberflache gebundene
B-Faltblatt Endform. Jetzt kann die Hydrophobin-Monolage auch durch verdiinnte
Detergenzien bei Raumtemperatur nicht mehr von der Oberflache entfernt werden, was
auf eine starke Interaktion mit der Oberflache hindeutet (Janssen et al. 2004).

E) ' Disassemblierung
durch Detergenzien, < ‘
& 25°C (9 &
. <
. ] —_— —_—
spontane Anlagerung Induktion
in a-helikaler Konformations-
Konformation anderung durch
Detergenzien, 80°C
Monomeres Stadium a-helikale Konformation B-Faltblatt Konformation

(Zwischenform) (Endform)

Abbildung 9. Wahrend des Self-Assembly an einer Grenzfliche zwischen Wasser (blau) und einer
hydrophoben Oberflache (grau) verbleibt das Klasse | Hydrophobin SC3 (griin) aus S. commune in der
a-helikalen Zwischenform. Das Protein kann durch verdiinnte Detergenzien bei Raumtemperatur von der
Oberflache entfernt werden. Die Behandlung der beschichteten Oberflachen mit Detergenzien bei 80°C
induziert jedoch eine Konformationsanderung in die stabile B-Faltblatt Endform. (Abbildung modifiziert nach
Wdsten und De Vocht 2000 und Janssen et al. 2004).

Die hydrophobe Seite der Proteinmonolage von SC3 und anderen Klasse | Hydro-
phobinen zeigt in der p-Faltblatt Endform ein charakteristisches Rodletmuster. Diese
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Rodlets haben sehr groRRe Ahnlichkeit mit den von Proteinen gebildeten Amyloidfibrillen.
Sie bestehen aus einem sehr hohen Anteil an B-Faltblatt Strukturen, lagern sich
oberhalb einer kritischen Konzentration selbstandig an Grenzflachen an und sind
resistent gegeniber dem Verdau durch Proteasen (Wdsten und De Vocht 2000).

1.3.3 Hydrophobine fiir Oberflaichenmodifikationen

Die beschriebenen Eigenschaften der natirlichen Hydrophobine, wie das effektive Self-
Assembly an Grenzflachen, die Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat und die
hohen Stabilitdt der ausgebildeten Proteinschichten, machen sie zu sehr interessanten
Kandidaten fur biomimetische Oberflachenmodifikationen.

Hydrophobine sind sehr effiziente Proteine und nur 2,9 mg sind notwendig um einen
Quadratmeter zu beschichten (Linder et al. 2002). Es sind jedoch ausreichende
Mengen notwendig, um diese Proteine flir medizinische, technische oder biotechnologi-
sche Anwendungen nutzen zu kénnen. Die Anwendung der Hydrophobine fiir Oberfla-
chenmodifikationen war bisher aufgrund der geringen Verfligbarkeit limitiert. Die
komplexe Aufreinigung aus Pilzkulturen ist ein mihsamer und teurer Prozess und es
kénnen nur geringe Mengen gewonnen werden (Scholtmeijer et al. 2001).

Der BASF-SE ist es 2009 gelungen, ein Expressionssystem fiir Hydrophobine in E. coli
zu etablieren (Wohlleben et al. 2010). Dies erlaubt die biotechnologische Produktion
von Hydrophobinen, bestehend aus dem Klasse | Hydrophobin DewA aus Aspergillus
nidulans und einem N-terminalen Fusionspartner, im Kilogramm Mafstab. Die rekombi-
nanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B der BASF-SE werden in
dieser Arbeit zur biomimetischen Oberflachenmodifikation eingesetzt.

23



EINLEITUNG

14 Motivation und Aufgabenstellung

Biofilme sind ubiquitar verbreitet und haben einen ambivalenten Einfluss auf die
Umwelt, technische Systeme und die menschliche Gesundheit. Die gezielte Beeinflus-
sung der Biofilmbildung ist daher von groRem Interesse. Vor allem die Modifikation von
physikochemischen Oberflachenparametern und die damit verbundene Beeinflussung
der initialen bakteriellen Adhasion wird hierbei als vielversprechender Ansatz angese-
hen. Die Natur hat verschiedene Konzepte zur Oberflachenmodifikation entwickelt, und
die Verwendung von naturlichen Substanzen fir Oberflachenbeschichtungen stellt eine
sehr interessante Alternative zur Biofilmmanipulation dar. Monomolekulare Filme aus
oberflachenaktiven naturlichen Substanzen kénnen die physikochemischen Eigenschaf-
ten der Oberflache verandern und bieten gleichzeitig eine Grundlage fir weitere
spezifische Modifikationen oder Funktionalisierungen.

Das Ziel dieser Dissertation ist der Einsatz der von der BASF-SE zur Verfligung
gestellten rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B fir
biomimetische Oberflachenmodifikationen und die Charakterisierung ihres Einflusses
auf die bakterielle Biofilmbildung (Abbildung 10).

o Zuerst sollte der Einfluss der Hydrophobine H*Protein A und H*Protein B auf das
Wachstumsverhalten und die Vitalitdt von verschiedenen Gram-positiven und
Gram-negativen Referenzbakterien untersucht werden, um Informationen Uber
eventuelle antibakterielle Eigenschaften zu erhalten.

e Ausgehend von den fir natlrliche Hydrophobine beschriebenen Eigenschaften
wurden die rekombinanten Fusionshydrophobine zur Oberflachenmodifikation ein-
gesetzt und ihr Verhalten im Vergleich zu natirlichen Hydrophobinen untersucht.
Es sollte ein Standardprotokoll zur Beschichtung von verschiedenen hydrophilen
und hydrophoben Materialien etabliert und die biomimetische Oberflachen-
beschichtung im Hinblick auf die Hydrophobizitat, die Homogenitat und die Stabili-
tat charakterisiert werden.

¢ Im nachsten Schritt sollte der Einfluss der biomimetischen Oberflachenmodifikation
auf die bakterielle Biofilmbildung untersucht werden. Hierbei wurden sowohl Gram-
positive als auch Gram-negative Referenzbakterien und naturliche gemischte Po-
pulationen eingesetzt. Es sollte der Einfluss der Beschichtung auf die primare bak-
terielle Adhasion und die weitere Biofilmentwicklung im Hinblick auf die Anzahl der
adharierten Bakterien (Gesamt-Biomasse, metabolisch aktive Bakterien, kultivier-
bare Bakterien), die Struktur des Biofilms und, bei gemischten Kulturen, die Popu-
lationszusammensetzung untersucht werden.

¢ Ausgehend von den positiven Eigenschaften der biomimetischen Oberflachenmodi-
fikation sollte eine mdgliche Strategie zur spezifischen Funktionalisierung dieser
Beschichtung aufgezeigt werden. Mit verschiedenen antimikrobiellen Substanzen
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sollte exemplarisch eine Funktionalisierung durchgefihrt und der Einfluss auf die
bakterielle Biofilmbildung untersucht werden

Abbildung 10. Schematische Ubersicht der Aufgabenstellung: zuerst sollten die von der BASF-SE zur
Verfligung gestellten rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B in Bezug auf ihre
Reinheit charakterisiert und ihr Einfluss auf verschiedene Gram-positive und Gram-negative Referenzbak-
terien in Suspension untersucht werden. Anschlielend sollten die Fusionshydrophobine fiir biomimetische
Oberflachenmodifikationen eingesetzt werden. Hierbei sollte ein Standardprotokoll zur Beschichtung von
hydrophilen und hydrophoben Referenzmaterialien etabliert und die Oberflachenbeschichtungen in Bezug
auf ihre Hydrophobizitat, Homogenitat und Stabilitat charakterisiert werden. Weiterfiihrend sollte aufbauend
auf den Ergebnissen die biomimetische Oberflachenbeschichtung funktionalisiert werden, um positive
Eigenschaften der Beschichtung mit antibakteriellen bzw. antifouling Wirkungen zu koppeln. Der Einfluss
der biomimetischen Oberflichenmodifikation (mit und ohne nachfolgender Funktionalisierung) auf die
bakterielle Biofilmbildung sollte wahrend der primaren bakteriellen Adhasion und der weiteren Biofilment-
wicklung in Bezug auf die Anzahl der adharierten Bakterien, die raumliche Struktur der Biofilme und die
Populationszusammensetzung charakterisiert werden.
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2. ERGEBNISSE

21 Charakterisierung der rekombinanten Fusionshydrophobine

In dieser Arbeit wurden die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B fir biomimetische Oberflachenmodifikationen eingesetzt. Die freundlicher-
weise von der BASF-SE in sprihgetrockneter Form zur Verfligung gestellten Hydro-
phobine wurden vor dem Einsatz flr die Oberflachenbeschichtung in Bezug auf ihre
Reinheit und eventuell vorhandene Enzymaktivitaten untersucht. Dartuber hinaus wurde
eine Spaltung von H*Protein A und H*Protein B durchgeflihrt, um neben den Fusions-
hydrophobinen auch das ,reine“, d.h. nur noch aus dem Hydrophobinanteil DewA
bestehende, Hydrophobin als Referenzmaterial flr Oberflachenbeschichtungen
einsetzen zu kénnen.

211 Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B

Der BASF-SE ist es 2009 gelungen, ein Expressionssystem fir Hydrophobine zu
etablieren, und das amphiphile Protein im Kilogramm Malstab zu produzieren (Wohl-
leben et al. 2010).

yaaD DewA

H*Protein A [ [ 6xHis  46,5kDa
yaaD* DewA

H*Protein B I 6xHis 19,1 kDa

Abbildung 11. Schematische Darstellung der rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B, bestehend aus dem Klasse | Hydrophobin DewA aus A. nidulans, dem N-terminalen
Polypeptid YaaD aus Bacillus subtilis und einem C-terminalen His-Tag.

Der Hydrophobinanteil der von der BASF-SE hergestellten und in diesem Projekt
verwendeten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B ist das Klasse |
Hydrophobin DewA, das in A. nidulans identifiziert und charakterisiert wurde (Abbildung
11). An den N-terminus des Hydrophobins ist Uber eine kurze Aminosauresequenz, die
eine Protease Schnittstelle enthalt, das Protein YaaD aus B. subtilis gebunden. YaaD
ist eine Synthase, die in B. subtilis in die Vitamin B6 Biosynthese involviert ist, und hier
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wahrend der Expression flir das Einschleusen der Fusionsproteine in die Einschluss-
korper verantwortlich ist. In H*Protein A liegt YaaD in kompletter Form, in H*Protein B in
verkurzter Form (40 N-terminalen Aminosauren) vor. Am C-terminalen Ende der
Fusionshydrophobine befindet sich ein His-Tag flr eine optionale Aufreinigung.
H*Protein A hat eine GrélRe von 46,5 kDa, wobei der Hydrophobinanteil nur 10 kDa,
d.h. 20% der Proteingesamtmasse ausmacht. H*Protein B hat eine GroRe von
19,1 kDa. Hier stellt der funktionelle Teil 50% der Gesamtmasse dar.

21.2 Reinheit und Enzymaktivitidten der Hydrophobinlésungen

Zur Kontrolle der Reinheit der rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B wurden diese geldst und Uber eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt. Zudem wurden die Proteinldsungen mit einem halbquantitati-
ven kommerziellen Test auf Enzymaktivitaten, die einen Einfluss auf das bakterielle
Wachstum haben konnten, untersucht.

Kontrolle der Reinheit der Hydrophobinl6sungen mit SDS-PAGE

Durch eine Gelelektrophorese kénnen Makromoleklle, wie z.B. Proteine, auf der Basis
ihrer Wanderungsgeschwindigkeit durch ein Gel unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes aufgetrennt und somit Proteinldsungen auf ihre Reinheit untersucht werden.

H*Protein A (5 pg)
H*Protein A (10 pg)
H*Protein A (30 ug)
H*Protein B (5 pg)

- H*Protein B (10 pg)
H*Protein B (30 ug)

Marker

: <+— H*Protein A (46,5 kDa)

-+— H*Protein B (19,1 kDa)

Abbildung 12. Kontrolle der Reinheit der Fusionshydrophobine H*Protein A (46,5 kDa) und H*Protein B
(19,1 kDa) mittels SDS-PAGE. Es wurde ein 4%iges Sammelgel und ein 18%iges Trenngel verwendet. Die
Proteine wurden vor dem Auftrag fir 10 min bei 60°C in Probenpuffer mit 2% SDS und 100 mM DTT
denaturiert. Es wurden Proteinmengen zwischen 5 und 30 pg aufgetragen.
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Die Eigenschaften der rekombinanten Fusionshydrophobine, wie die durch Disulfid-
briicken stabilisierte Tertiarstruktur und das Self-Assembly an Grenzflachen, verlangten
eine Optimierung der Gelelektrophorese-Bedingungen. Zur Spaltung der Disulfid-
briicken wurden hohe Konzentrationen des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT)
verwendet, und die Denaturierung der Proteine, d.h. die Reduktion der Disulfidbriicken
und die Anlagerung von SDS erfolgte bei 60°C, um ein Agglomerieren der Proteine zu
verhindern. Zur Kontrolle der Proteinauftrennung wurden die Proteine im Gel mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbt.

Neben der Hauptbande der Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B sind auf
dem Polyacrylamid-Gel weitere Banden erkennbar (Abbildung 12). Die Fusionshydro-
phobine liegen nicht in reiner Form vor. Laut Angaben der BASF-SE betragt bei
H*Protein A der Gesamtproteingehalt im spriuhgetrockneten Produkt 100% und der
eigentliche H*Protein A Gehalt 61%. Bei H*Protein B betragt der Gesamtproteinanteil
84% und der tatsachliche H*Protein B Gehalt 40%.

Eine Aufreinigung der Fusionshydrophobine Uber den His-Tag ist mdglich. Um die
Anwendung der zur Verfligung gestellten Fusionshydrophobine fiir biomimetische
Oberflachenbeschichtungen zu testen, wurde jedoch keine weitere Aufreinigung
durchgefuhrt. Eine weitere Aufreinigung von H*Protein A und H*Protein B im industriel-
len Maldstab flr ihren Einsatz zur grof¥flachigen Oberflachenmodifikation wéare aus
wirtschaftlichen Aspekten nicht rentabel.

Nachweis von Enzymaktivitéten in den Hydrophobinlésungen

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B liegen, wie
anhand der SDS-PAGE gezeigt werden konnte, nicht in reiner Form vor. Um auszu-
schlieBen, dass Einflisse der Hydrophobinldsungen auf Bakterien von weiteren in der
Lésung enthaltenen Enzymen hervorgerufen werden, wurde ein kommerzielles API
ZYM Testsystem eingesetzt (Abbildung 13). Dieses diente dem semiquantitativen
Nachweis von 19 verschiedenen Enzymaktivitaten. Ein Farbumschlag in der jeweiligen
Kavitat zeigte die enzymatische Umsetzung eines immobilisierten synthetischen
Substrates an.

Abbildung 13. Nachweis von Enzymaktivitdten in einer H*Protein B Lésung (20 mg/mL in H2O dest.). Es
wurde ein APl ZYM Testsystem verwendet. Ein Farbumschlag in der jeweiligen Kavitat zeigt die enzyma-
tische Umsetzung eines immobilisierten synthetischen Substrates an.

In den H*Protein A und H*Protein B Proteinlésungen konnten keine Enzymaktivitaten
detektiert werden.
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21.3 Spaltung und Aufreinigung der Fusionshydrophobine

Naturliche Hydrophobine bilden an Oberflachen und Grenzflachen stabile Monolagen.
Um zu untersuchen, ob der Fusionspartner diese Eigenschaft von H*Protein A und
H*Protein B beeinflusst, wurde neben den Fusionsproteinen auch das ,reine®, d.h.
gespaltene und nur noch aus dem Hydrophobinanteil DewA bestehende, Hydrophobin
als Referenzmaterial zur Oberflachenmodifikation eingesetzt.

Zur moglichen Spaltung der Fusionshydrophobine wurde von der BASF-SE in der
Aminosauresequenz zwischen dem Fusionspartner YaaD und dem Hydrophobin DewA
eine Protease-Schnittstelle eingebaut. Aufgrund der ausgepragten und stabilen
Tertiarstruktur der Fusionsproteine war diese Schnittstelle jedoch nicht zuganglich.

Eine Alternative zur Protease-Spaltung von Proteinen ist die Bromcyanspaltung. Hierbei
werden Proteine an der C-terminalen Seite der Aminosaure Methionin gespalten. Die
Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B wurden bei dieser Spaltung
aufgrund ihrer Aminosauresequenz mehrfach im Bereich des Fusionspartners, jedoch
nicht im Bereich des Hydrophobins geschnitten werden, so dass nach vollstandiger
Spaltung ,reines* DewA (DewA-His) vorliegt.
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Abbildung 14. Kontrolle der Bromcyanspaltung und anschlieRenden Aufreinigung von H*Protein B uber
eine Nickel-Sepharose Saule mittels SDS-PAGE. Es wurde ein 4%iges Sammelgel und ein 18%iges
Trenngel verwendet. Die Proteine wurden vor dem Auftrag fur 10 min bei 60°C in Probenpuffer mit 2% SDS
und 100 mM DTT denaturiert. Spur 1 = Marker; Spur 2 = H*Protein B (30 pg); Spur 3 = H*Protein B nach
4-stindiger Bromcyanspaltung; Spur 4-9 = Fraktionen der Aufreinigung des gespaltenen H*Protein B Uber
eine Nickel-Sepharose Séaule; die Elution von der Nickel-Sepharose Saule erfolgte mit 300 mM (Elution I)
und 500 mM (Elution Il und IIl) Imidazol.
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Nach der Bromcyanspaltung wurden die Fusionshydrophobine dialysiert und an-
schlieRend gefriergetrocknet. Fir die Aufreinigung und die Entfernung groRerer
Spaltprodukte wurde wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben eine Nickel-Sepharose Saule
verwendet. Die Uber den His-Tag an das Saulenmaterial gebundenen Hydrophobine
wurden mit Imidazol (300 mM und 500 mM) von der Saule eluiert. Die Bromcyan-
spaltung und anschlieRende Aufreinigung wurde mit SDS-PAGE kontrolliert.

In Abbildung 14 ist die Kontrolle der Bromcyanspaltung und anschlieRenden Aufreini-
gung von H*Protein B durch Affinitatschromatographie Uber eine Nickel-Sepharose
Saule mittels SDS-PAGE dargestellt. Im Ausgangsmaterial (Spur 2) war eine deutliche
H*Protein B Bande bei 20 kDa erkennbar. Nach 4-stlindiger Bromcyanspaltung (Spur 3)
konnte zusatzlich zur H*Protein B Bande im Bereich zwischen 10-15 kDa eine Bande
fur das DewA-His (und groRRere Spaltprodukte) detektiert werden. Die Bromcyanspal-
tung war nach 4 Std. noch nicht vollstdndig abgelaufen und es konnten immer noch
grolle Mengen an unverdautem Protein detektiert werden. Bei der anschlieRenden
Aufreinigung Uber die Nickel-Sepharose Saule banden sowohl H*Protein B als auch
DewA-His an das Saulenmaterial (Spur 4) und eluierten mit 500mM Imidazol (Spur 8
und 9). GréRere Spaltprodukte befanden sich im Durchfluss (Spur 4).

Von der BASF-SE wurde eine kleine Menge DewA-His zur Verfugung gestellt. Dieses
wies in ersten Versuchen zur Oberflachenmodifikation ein Verhalten analog zu den
rekombinanten Fusionshydrophobinen auf. Darlber hinaus zeigten die rekombinanten
Hydrophobine H*Protein A und H*Protein B Eigenschaften ahnlich zu den in der
Literatur beschriebenen natirlichen Hydrophobinen. Auf eine weitere Optimierung der
Spaltung und Aufreinigung wurde daher verzichtet.

2.2 Einfluss der Fusionshydrophobine auf das Bakterienwachstum

Vor dem Einsatz der Hydrophobine H*Protein A und H*Protein B flr die biomimetische
Oberflachenbeschichtung und der Charakterisierung des Einflusses dieser Beschich-
tungen auf die Biofilmbildung wurde der Einfluss der Hydrophobinlésungen auf ver-
schiedene Gram-positive und Gram-negative Referenzbakterien und die eukaryotische
Hefe Pichia pastoris untersucht, um Informationen Uber antibakterielle oder toxische
Eigenschaften zu erhalten.

2.21 Kirby-Bauer Diffusionstest

Fir eine erste Charakterisierung des Einflusses der rekombinanten Fusionshydro-
phobine H*Protein A und H*Protein B auf das Bakterienwachstum wurde der Kirby-
Bauer Diffusionstest verwendet. Dieser Agardiffusionstest wird standardmaRig in der
Routinediagnostik angewendet, um die Effektivitat von antimikrobiellen Substanzen, wie

31



ERGEBNISSE

z.B. Antibiotika, gegeniber Mikroorganismen zu untersuchen. Die Effizienz der
antimikrobiellen Substanz wird durch eine Inhibitionszone (ZOIl = zone of inhibition)
bestimmt, in der mikrobielles Wachstum unterdriickt wird. Eine groRe ZOI zeigt, dass
die untersuchte Substanz effektiv und der Mikroorganismus sensitiv gegeniber der
Substanz ist.

H*Protein B H*Protein B
4 mg 2mg
0,5mg \ 1mg
H*Protein B H*Protein B

Abbildung 15. Charakterisierung der Empfindlichkeit von S. aureus gegenlber verschiedenen H*Protein B
Konzentrationen (0,5-4 mg/Plattchen) mittels eines Agardiffusionstests. Eine S. aureus Bakteriensuspen-
sion (ODeoo 0,002) wurde homogen auf einer Muller-Hinton Agarplatte verteilt, mit H*Protein B getrankte
Filterpapierplattchen aufgelegt und die Platte fir 24 Std. bei 37°C inkubiert. Eine Inhibitionszone in der
mikrobielles Wachstum verhindert wird, zeigt die Empfindlichkeit des Bakteriums gegeniber dem
Hydrophobin an.

Als Referenzkeim wurde S. aureus verwendet und homogen auf einer Miller-Hinton
(MH) Agarplatte ausgestrichen. Filterpapierplatichen getrankt mit unterschiedlichen
H*Protein A und H*Protein B Konzentrationen wurden auf die Agarplatte aufgelegt und
diese fir 24 Std. bei 37°C inkubiert. Die Hydrophobinlésung diffundierte aus dem
Filterpapier in den Agar. Die Hydrophobinkonzentration war direkt am Plattchen am
hochsten und nahm mit steigernder Distanz ab. Abhangig von der eingesetzten
Konzentration der Fusionshydrophobine war um die getrankten Filterpapierplattchen
eine deutliche ZOI erkennbar (Abbildung 15).

Die rekombinanten Fusionshydrophobine inhibierten das Wachstum des Referenzbak-
teriums S. aureus.

222 Quantitative Bestimmung der Empfindlichkeit verschiedener Referenz-
bakterien gegeniiber H*Protein A und H*Protein B

Der Kirby-Bauer Diffusionstest gab erste Hinweise auf eine antibakterielle Wirkung der
rekombinanten Fusionshydrophobine. Zur weiteren quantitativen Beurteilung der
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Empfindlichkeit verschiedener Referenzbakterien gegenuber H*Protein A und
H*Protein B wurde ein Bouillon-Dilutionsverfahren eingesetzt. Hierbei wurde die
minimale Hemmkonzentration (MHK) der Fusionshydrophobine in Abh&ngigkeit von
verschiedenen Nahrmedien bestimmt. Die MHK ist die niedrigste Konzentration einer
antimikrobiellen Substanz, die Mikroorganismen abtotet bzw. ihr Wachstum inhibiert.
Eine niedrige MHK beschreibt eine effektive antimikrobielle Substanz.

Der Test wurde im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Eine Verdinnungsreihe von
H*Protein A und H*Protein B wurde vorgelegt und eine genau definierte Anzahl an
verschiedenen Gram-negativen (E. coli, P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa Pa49R)
und Gram-positiven Referenzbakterien (S. aureus, Enterococcus faecalis) und der
eukaryotischen Hefe Pichia pastoris hinzugegeben. Die Platten wurden fiir 21 Std. bei
37°C inkubiert und anschlieBend die Fusionshydrophobinkonzentration bestimmt, bei
der gerade kein Wachstum mehr detektierbar war.

Abhangig von der verwendeten Bakterien- bzw. Hefeart, dem Fusionshydrophobin und
dem Wachstumsmedium lag die MHK fir H*Protein A und H*Protein B zwischen 0,63
und 5 mg/mL (Tabelle 1).

Tabelle 1. MHK-Werte fiir H*Protein A und H*Protein B bei verschiedenen ausgewahlten Gram-positiven
und Gram-negativen Referenzbakterien und Hefen. Als Wachstumsmedium wurden Hirn-Herz Bouillon
(BHI), Maller-Hinton Medium (MH), BM2 Medium (BM2) und spezifisches Hefemedium (YPG) verwendet.

MHK (mg/mL) MHK (mg/mL)
H*Protein A H*Protein B
BHI YPG | BHI MH BM2 YPG
Escherichia coli Gram (-) 5,00 0,63 0,63 0,94
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gram (-) 2,50 5,00 2,50 2,50
Pseudomonas aeruginosa Pa49R  Gram (-) n.b. 5,00 2,50 n.b.
Staphylococcus aureus Gram (+) 1,25 2,50 1,25 n.b.
Enterococcus faecalis Gram (+) 1,88 n.b. n.b. n.b.
Pichia pastoris Hefe 0,94 0,94

n.b. nicht bestimmbar

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B unterscheiden
sich aufgrund der Lange des Fusionsproteins deutlich in ihrer GréRe. H*Protein A hat
eine GrofRe von 46,5 kDa, wobei der Hydrophobinanteil nur 10 kDa, d.h. 20% der
Proteingesamtmasse ausmacht. H*Protein B hat eine GréRe von 19,1 kDa. Hier stellt
der funktionelle Anteil 50% der Gesamtmasse dar. E. coli war deutlich sensitiver
gegenuber H*Protein B als gegeniuber H*Protein A. Bei den anderen untersuchten
Referenzbakterien war im Gegensatz dazu eine etwas hdohere Empfindlichkeit gegen-
Uber H*Protein A zu beobachten.

Zur Charakterisierung des Einflusses des Wachstumsmediums auf die Empfindlichkeit
der Bakterien gegenlber den rekombinanten Fusionshydrophobinen wurden Hirn-Herz
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Bouillon (BHI), Miller-Hinton Medium (MH) und BM2 Medium (BM2) eingesetzt. BHI
und MH sind nahrstoffreiche Komplexmedien, die fir die Kultur von anspruchsvollen
Organismen geeignet sind. MH wird standardmaflig zur Bestimmung der Sensitivitat
von Mikroorganismen gegenlber antibakteriellen Substanzen eingesetzt. BM2 ist ein
Mineralmedium, das Uberwiegend aus Salzen besteht. Hier missen sich die Bakterien
die zum Wachstum bendtigten Bausteine unter Energieverbrauch selber synthetisieren.
Die Referenzbakterien zeigten im Durchschnitt eine héhere Empfindlichkeit in MH als in
BHI Medium.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sowohl H*Protein A als auch
H*Protein B antibakteriell wirken und das Bakterienwachstum der untersuchten Gram-
positiven und Gram-negativen Referenzbakterien und der eukaryotische Hefe
P. pastoris inhibieren. Gram-positive und Gram-Negative Referenzbakterien zeigten im
Durchschnitt eine dhnliche Sensitivitat.

2.2.3 Einfluss der Fusionshydrophobine auf die Kultivierbarkeit der Bakterien

Bei antimikrobiellen Substanzen unterscheidet man eine bakteriostatische und eine
bakterizide Wirkung. Bakteriostatisch bedeutet, dass die Mikroorganismen reversibel im
Wachstum gehemmt werden. Wirken die antimikrobiellen Substanzen dagegen
bakterizid, werden die Mikroorganismen abgetdtet und ihre Zahl verringert sich effektiv.
Um zu Uberprifen, ob die Fusionshydrophobine das Bakterienwachstum hemmen oder
die Bakterien abtoten, wurde das Bakterienwachstum in Gegenwart der Fusionshydro-
phobine mit Tribungsmessungen analysiert und parallel die Kultivierbarkeit dieser
Bakterien auf Agarplatten untersucht.

Die Referenzbakterien wurden in BHI Medium mit 0, 0,5 und 5 mg/mL H*Protein B bei
37°C flur 20 Std. inkubiert. Die gewahlten H*Protein B Konzentration lagen unter bzw.
Uber den im Bouillon-Dilutionsverfahren bestimmten MHK-Werten (Tabelle 1). Das
Bakterienwachstum wurde durch regelmaflige Messungen der ODgy kontrolliert. Zur
Bestimmung der Kultivierbarkeit wurden zu Beginn der Inkubation, nach 4,5 und 20 Std.
die koloniebildenden Einheiten (KBE) auf BHI-Agar-Platten bestimmt.

Wie aufgrund der zuvor bestimmten MHK-Werte zu erwarten war, wurde das Wachstum
von E. coli in Gegenwart von 5 mg/mL H*Protein B gehemmt (Abbildung 16, links). Eine
Konzentration von 0,5 mg/ml H*Protein B hatte keinen Einfluss auf das Bakterien-
wachstum. Die Wachstumskurve war identisch mit der Wachstumskurve in BHI Medium
ohne Fusionshydrophobin. Bei einer Konzentration von 5 mg/mL H*Protein B im
Nahrmedium wurde das Bakterienwachstum gehemmt, aber auch nach 20-stindiger
Inkubation waren die Bakterien noch kultivierbar (Abbildung 16, rechts). Die Anzahl der
kultivierbaren Bakterien veranderte sich wahrend der Inkubation in Nahrmedium mit
5 mg/mL H*Protein B nicht.
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Abbildung 16. Untersuchung des Wachstums (Tribungsmessung ODsoo) (links) und der Kultivierbarkeit
(KBE) (rechts) von E. coli in BHI Medium mit verschiedenen H*Protein B Konzentrationen wahrend einer
20-stiindigen Inkubation. Es wurde BHI Medium ohne H*Protein B und mit 0,5 mg/mL bzw. 5 mg/mL
H*Protein B verwendet.

Die Referenzbakterien P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa Pa49R, S. aureus und
E. faecalis zeigten ein analoges Verhalten.

Die Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B wirkten bakteriostatisch. Sie
hemmten das Bakterienwachstum, téteten die Bakterien jedoch nicht ab. Die Kultivier-
barkeit der Bakterien blieb auch nach 20-stindiger Inkubation mit Fusionshydrophobin-
Konzentrationen oberhalb der MHK erhalten.

224 Zusammenfassung des Einflusses der Fusionshydrophobine

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B wirkten
bakteriostatisch gegenuber verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen
Referenzbakterien und der Hefe P. pastoris. In Abhangigkeit der verwendeten Bakte-
rien- bzw. Hefeart, dem Fusionshydrophobin und dem Wachstumsmedium lag die MHK
fur H*Protein A und H*Protein B zwischen 0,63 und 5 mg/mL. Gram-positive und Gram-
negative Referenzbakterien zeigten in unterschiedlichen Wachstumsmedien im
Durchschnitt eine ahnliche Sensitivitat gegeniber H*Protein A und H*Protein B. Das
Wachstum der Mikroorganismen wurde durch die Fusionshydrophobine inhibiert, aber
auch nach 20-stiindiger Inkubation mit einer Fusionshydrophobin-Konzentration
oberhalb der MHK waren die Bakterien noch kultivierbar.

Diese antibakterielle Wirkung zusammen mit den fur nattrliche Hydrophobine beschrie-
benen Eigenschaften macht H*Protein A und H*Protein B zu interessanten Kandidaten
fur biomimetische Oberflachenbeschichtungen zur Beeinflussung des bakteriellen
Biofilmwachstums.
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2.3 Biomimetische Oberflachenmodifikation mit den rekombinanten
Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B

Ausgehend von den fiur nattrliche Hydrophobine beschriebenen, einzigartigen Eigen-
schaften wurden die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B
fur die biomimetische Oberflachenmodifikation eingesetzt.

Es wurde das Anlagerungsverhalten von H*Protein A und H*Protein B untersucht und
die fur naturliche Hydrophobine typische Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat
analysiert. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde ein Standardprotokoll zur
Beschichtung von verschiedenen hydrophilen und hydrophoben Materialien etabliert.
Die Beschichtungen wurden im Hinblick auf die Homogenitat und die Stabilitdt sowie
die Konformation der Proteine auf der Oberflache charakterisiert.

2.31 Anlagerungsverhalten von H*Protein A und H*Protein B

Das Anlagerungsverhalten der Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B auf
SiO,-Oberflachen wurde mit einer Quarzkristall-Mikrowaage (engl. quartz crystal
microbalance with dissipation monitoring (QCM-D)) untersucht.
Schwingquarz-Technologien, wie die Quarzkristall-Mikrowaage, haben eine breite
Anwendung als empfindliche Massesensoren. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt,
dass die Massenzunahme durch die Anlagerung von z.B. Proteinen an den Schwing-
quarz eine direkt proportionale Anderung der Schwingungsresonanzfrequenz verur-
sacht. Man erhalt dadurch eine Waage mit einer Empfindlichkeit im
Nanogrammbereich. Mitte der 90er-Jahre wurden Messungen mit Schwingquarzkristal-
len auf den flissigen Bereich erweitert. Im Gegensatz zu den starren Filmen im
Vakuum sind die adsorbierten Filme im flissigen Medium oft sehr weich und kénnen
viel Losungsmittel (in der Regel Wasser) enthalten. QCM-D Systeme bestimmen daher
neben der Anderung der Resonanzfrequenz auch das Dampfungsverhalten (Dissipa-
tion) der adsorbierten Fiime. Die Anderung der Resonanzfrequenz enthalt Informa-
tionen zur Massenzunahme, wahrend die Dissipation viskoelastische Informationen des
adsorbierten Films liefert. QCM-D Messungen werden heute vor allem im biologischen
Bereich eingesetzt, um molekulare Wechselwirkungen und Adsorptionen an unter-
schiedlichen Oberflachen zu untersuchen.

QCM-D Messungen ermdglichten das online-Monitoring der Hydrophobinanlagerung an
eine Sensoroberflache. Um ein Beschichtungsprotokoll fur die rekombinanten Fusions-
hydrophobine zu entwickeln, wurde zuerst der Einfluss des Loésungsmittels auf die
Proteinadsorption untersucht.

Es wurde die Anlagerung von H*Protein A und H*Protein B geldst in H,O dest. bzw.
Tris-Puffer (50 mM Tris, 1 mM CaCl,, pH 8,0) in einer Konzentration von 10 yM auf
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einem SiO.-beschichteten Schwingquarz Uber einen Zeitraum von 4 Std. analysiert.
SiO,-Oberflachen sind hydrophil und den in weiteren Untersuchungen als Referenzma-
terial verwendeten Glasoberflachen sehr ahnlich. Die Messungen wurden bei 20°C und
einer konstanten Flussrate von 50 pyL/min durchgefihrt.
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Abbildung 17. Reprasentative QCM-D Sensogramme der Anlagerung von H*Protein A geldst in H2O dest.
(links) und Tris-Puffer (60 mM Tris, 1 mM CaClz, pH 8,0) (rechts) an eine hydrophile SiO.-Oberflache. Es
sind die Anderung der Resonanzfrequenz (blaue Graphen) und der Dissipation (rote Graphen) tiber die Zeit
wahrend der Proteinanlagerung mit einer Konzentration von 10 yM und einer konstanten Flussrate von
50 pL/min bei 20°C dargestellt. Es wurden die Daten der 3. bis 13. Obertdne verwendet.

In Abbildung 17 ist exemplarisch das Anlagerungsverhalten von H*Protein A geldst in
H,O dest. (links) und in Tris-Puffer (rechts) dargestellt. Die x-Achse zeigt die Zeit und
die y-Achse die Anderung in der Resonanzfrequenz (Af) bzw. der Dissipation (AD) der
gemessenen Obertone. Die Bindung des Hydrophobins an die SiO,-Sensoroberflache
ist gekennzeichnet durch eine Abnahme der Resonanzfrequenz (blaue Graphen) und
eine Zunahme der Dissipation (rote Graphen). In Wasser geléste Hydrophobine
lagerten sich in einer sehr geringen Menge an der Oberflache an. Es wurde eine
Anderung der Resonanzfrequenz von 2 Hz erreicht. Durch die Verwendung von Tris-
Puffer als Lésungsmittel kam es zu einer deutlich starkeren Proteinanlagerung. Hier
wurde ein Af von 70 Hz und ein AD von 5 x 10° detektiert. H*Protein B zeigte ein
ahnliches Anlagerungsverhalten in H,O dest. und Tris-Puffer.

Das verwendete Losungsmittel spielte eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur der Hydrophobine und beeinflusste somit auch die amphi-
philen Eigenschaften und die Anlagerung an die Oberflache. In allen weiteren Versu-
chen wurde daher Tris-Puffer als Lésungsmittel zur Oberflachenbeschichtung einge-
setzt.
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2.3.2 Veranderung der Oberflichenhydrophobizitat durch die Hydrophobin-
beschichtung

Beschichtung von hydrophilen Materialien

Naturliche Hydrophobine sind amphiphile Proteine, die sich an Grenzflachen in sehr
stabilen Filmen anlagern. Ein Hauptmerkmal dieser Filme ist die Anderung bzw.
Umkehrung der Oberflachenhydrophobizitat. Fir Untersuchungen zur Veranderung der
Oberflachenhydrophobizitat durch die Beschichtungen mit den rekombinanten Fusions-
hydrophobinen H*Protein A und H*Protein B wurden Glasobjekttrager als hydrophile
Ausgangsmaterialien (CA 11°) eingesetzt.

Die Beschichtung der Oberflachen erfolgte in Anlehnung an Janssen et al. (2004). Zur
Herstellung einer 20-fach konzentrierten Proteinstocklésung (200 uM; H*Protein A
9,2 mg/mL; H*Protein B 3,8 mg/mL) wurden die Fusionshydrophobine bei Raumtempe-
ratur unter starkem Rihren 2 Std. in H,O dest. gelost. Ausgehend von dieser Stock-
I6sung wurden fir die Beschichtungen Proteinldsungen mit einer Konzentration von
10 uM in Beschichtungspuffer (50 mM Tris, 1 mM CaCl,, pH 8,0) hergestellt. Mit der
Konzentration in uM wurde, im Gegensatz zu der oft bei natlrlichen Hydrophobinen
verwendeten Konzentrationsangabe in pg/mL, sichergestellt, dass trotz der sehr
unterschiedlichen Masse der Fusionshydrophobine, in allen Ansatzen die gleiche
Anzahl an Hydrophobinmolekilen vorliegt. Die Konzentration 10 uM entspricht bei
reinen Hydrophobinen mit einer durchschnittlichen GréRe von 10 kDa einer Konzentra-
tion von 100 pg/mL und damit der in der Literatur beschriebenen Konzentration fir
Hydrophobinbeschichtungen. Die Stocklésungen der Fusionshydrophobine mussten in
Wasser hergestellt werden, da ein direktes Lésen der Hydrophobine in Beschichtungs-
puffer nicht mdéglich war. Wie in QCM-D Untersuchungen (Abbildung 17) gezeigt
werden konnte, spielt das verwendete Losungsmittel eine entscheidende Rolle bei der
Anlagerung der Proteine an eine Oberflache. In Beschichtungspuffer wurde die
Ausbildung der dreidimensionalen Hydrophobinstruktur und damit die Anlagerung an
die Oberflache begulnstigt, die Léslichkeit dadurch jedoch verringert.

Um die grundlegenden Eigenschaften der Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B auf hydrophilen Oberflachen zu verstehen, wurden verschiedene Parame-
ter, die einen Einfluss auf das Anlagerungsverhalten und die Ausbildung der postulier-
ten Monolage haben kdnnten, variiert.

Diese Parameter waren:
o die Beschichtungstemperatur
o die Inkubationsdauer
¢ die Konformation des Hydrophobins (a-helikal, -Faltblatt)
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Die Glasoberflachen wurden fir 1, 6 und 16 Std. bei 20°C und 80°C in der jeweiligen
Hydrophobinlésung inkubiert. Hierbei erfolgte die Anlagerung der Hydrophobine in der
fir natirliche Hydrophobine beschriebenen a-helikalen Ubergangsform (Janssen et al.
2004). Die Oberflachen wurden anschlieRend dreimal 10 min. in H,O dest. gewaschen
und bei Raumtemperatur getrocknet. Ein Teil der Materialien wurde zur Analyse der
Stabilitdt der Beschichtung und der Umwandlung der Proteinkonformation in die
B-Faltblattform weiter behandelt. Hierzu wurden die Oberflachen fir 10 min. in einer
80°C heilken 2%igen SDS-Loésung inkubiert, anschliefend erneut dreimal 10 min. in
H,O dest. gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Proteinkonzentration
der Hydrophobin-Losungen wurde vor und nach dem Einsatz zur Oberflachenbeschich-
tung mit dem BCA-Assay bestimmt. Es wurden keine signifikanten Konzentrations-
unterschiede aufgrund der Oberflachenbeschichtung festgestellt.

Um die Anlagerungseffizienz der Hydrophobine auf den Oberflachen zu untersuchen
und den Einfluss der Hydrophobinbeschichtung auf die Oberflachenhydrophobizitat zu
bestimmen, wurden Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt. Die Kontaktwinkel eines
5 uL H,O dest. Tropfens wurden wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben an mindestens flnf
unterschiedlichen Stellen auf den Oberflachen mit der ,Sessile Drop“ Technik bestimmit.

H*Protein A H*Protein B

Kontaktwinkel (°)

o £

1 Std. 6 Std. 16 Std. 1 Std. 6 Std. 16 Std. 1 Std. 6 Std. 16 Std. 1 Std. 6 Std. 16 Std.

[ ohne SDS Behandlung mit SDS Behandlung

Abbildung 18. Kontaktwinkel von mit H*Protein A (links) und H*Protein B (rechts) beschichteten
Glasoberflachen. Dargestellt sind die Kontaktwinkel der Hydrophobinbeschichtungen fur Inkubationszeiten
von 1, 6 und 16 Std. bei 20°C bzw. 80°C. Die ausgefiliten Balken zeigen die Kontaktwinkel ohne und die
gestreiften Balken mit SDS Behandlung (a-helikale bzw. B-Faltblatt Konformation). Glas ist ein hydrophiles
Ausgangsmaterial und hat ohne Hydrophobinbeschichtung einen Kontaktwinkel von 11°.

Die gemessenen Kontaktwinkel zeigten, dass durch die Beschichtung mit den Fusions-
hydrophobinen H*Protein A und H*Protein B die Hydrophobizitat der Glasoberflachen
deutlich erhéht wurde (Abbildung 18). Unbeschichtete Glasoberflachen hatten einen
Kontaktwinkel von 11°. Durch die Beschichtung mit H*Protein A wurde nach 1-stindiger
Inkubation bei 20°C ein Kontaktwinkel von 56° und nach 16-stlindiger Inkubation von
57° erreicht. Die Hydrophobine lagerten sich innerhalb einer Stunde auf den Glasober-
flachen an, und langere Inkubationszeiten flihrten nicht zu einer weiteren Erhéhung des
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Kontaktwinkels. Ein Temperatureffekt wurde deutlich, als die Inkubationstemperatur auf
80°C erhéht wurde. Hier wurde nach 1-stlindiger Inkubation ein Kontaktwinkel von 53°
gemessen. Mit einer langeren Inkubationszeit wurde die Hydrophobizitat weiter erhdht,
und nach 16-stiindiger Inkubation wurde ein Kontaktwinkel von 73° erreicht.
Oberflachenmodifikationen mit H*Protein B zeigten ein ahnliches Verhalten. Oberfla-
chenbeschichtungen bei 20°C flhrten zu Kontaktwinkeln von 46° bzw. 56° nach 1- bzw.
16-stuindiger Inkubation. Eine langere Inkubationszeit (16 Std.) bei erhdhter Temperatur
(80°C) resultierte in einem erhdhten Kontaktwinkel von 71°. Die rekombinanten
Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B assemblierten auf den Glasoberfla-
chen und anderten temperatur- und inkubationszeitabhangig die Ober-
flachenhydrophobizitat.

Die mit H*Protein A bzw. H*Protein B beschichteten Glasoberflachen wurden nach der
primaren Anlagerung der Fusionshydrophobine mit einer 2%igen SDS-L6sung behan-
delt, um die fur natlrliche Hydrophobine beschriebene stabile p-Faltblatt Konformation
zu induzieren. Mit dieser Behandlung gingen Teile der Hydrophobinbeschichtung und
korrespondierenden Oberflachenhydrophobizitat verloren. Auf bei 20°C fir 1 bzw.
6 Std. mit H*Protein A beschichteten Oberflachen wurden nach der SDS Behandlung
nur noch Kontaktwinkel von 20° bzw. 24° gemessen. Auf Oberflachen, die fur
16 Std. bei 20°C inkubiert worden waren, konnten, eventuell bedingt durch eine
starkere Hydrophobinbindung an die Oberflache, noch Kontaktwinkel von 38° gemes-
sen werden. Dieser Effekt verstarkte sich bei einer Inkubationstemperatur von 80°C.
Auf Oberflachen, die fir 1 bzw. 16 Std. bei 80°C inkubiert worden waren, konnten nach
der SDS Behandlung Kontaktwinkel von 38° bzw. 71° gemessen werden. Oberflachen-
beschichtungen mit H*Protein A flir 16 Std. bei 80°C waren sehr stabil, und die
erreichte Oberflachenhydrophobizitdt wurde durch die SDS Behandlung nicht beein-
flusst.

Oberflachenmodifikationen mit H*Protein B zeigten ein sehr &hnliches Verhalten.
Oberflachen, die fir 1 bzw. 16 Std. bei 20°C beschichtet worden waren, hatten nach
der SDS Behandlung noch Kontaktwinkel von 23° bzw. 31°. Beschichtungen mit einer
langen Inkubationszeit (16 Std.) bei einer erhdhten Inkubationstemperatur (80°C) waren
stabiler und hatten noch Kontaktwinkel von 42°.

Die bei 80°C durchgefiihrten Beschichtungen waren, im Vergleich zu den Beschichtun-
gen bei Raumtemperatur, stabiler. Die Verluste durch die Umwandlung in die
B-Faltblattform durch die SDS Behandlung waren geringer. Bei H*Protein A war bei
einer Inkubationszeit von 16 Std. bei 80°C keine Anderung der Hydrophobizitat durch
die Konformationsanderung erkennbar. Obwohl in H*Protein A der Anteil des Fusions-
proteins 80 % statt wie in H*Protein B nur 50% der Masse ausmacht, ist bei H*Protein A
eine geringfiigig starkere Anderung der Oberflachenhydrophobizitat und auch eine
héhere Stabilitat der Beschichtung erkennbar.
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Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen lasst sich zusammenfassen, dass fir eine
effektive Beschichtung in a-helikaler Form schon kurze Inkubationszeiten bei niedriger
Temperatur ausreichend waren. Fir die Beschichtungen in der B-Faltblattform (nach
der SDS Behandlung) wurden die besten Ergebnisse mit langen Inkubationszeiten
(16 Std.) bei einer hohen Temperatur (80°C) erzielt.

Beschichtung von hydrophoben Materialien

Da natirliche Hydrophobine durch die Ausbildung amphiphiler Filme die Fahigkeit
besitzen die Hydrophobizitat von Oberflachen umzukehren, wurde das Anlagerungs-
verhalten der rekombinanten Fusionshydrophobine auch auf hydrophoben Referenzma-
terialien analysiert. Hierfir wurde Teflon als Ausgangsmaterial (CA 110 = 5°)
eingesetzt. Die Teflonoberflachen wurden wie oben beschrieben mit den Fusionshydro-
phobinen H*Protein A und H*Protein B beschichtet. Ausgehend von den Ergebnissen
auf Glasoberflachen wurden die Beschichtungen mit einer Inkubationszeit von 16 Std.
bei 80°C durchgefihrt. AnschlieBend wurde die a-helikale Konformation der Hydro-
phobinbeschichtung durch SDS Behandlung in die B-Faltblatt Konformation tberflihrt.

120
0 - = Teflon CA 110°
g 100 -
N
.3 80 -
=
.E 60 -
X
3
e 40
Q . ohne SDS Behandlung
20 - ‘
mit SDS Behandlung
o ,

H*Protein A H*Protein B

Abbildung 19. Kontaktwinkel von mit H*Protein A (links) und H*Protein B (rechts) beschichteten
Teflonoberflachen. Dargestellt sind die Kontaktwinkel der Hydrophobinbeschichtungen fiir eine Inkubati-
onszeit von 16 Std. bei. 80°C. Die ausgefiillten Balken zeigen die Kontaktwinkel ohne und die gestreiften
Balken mit SDS Behandlung (a-helikale bzw. B-Faltblatt Konformation). Teflon ist ein hydrophobes
Ausgangsmaterial und hat ohne Hydrophobinbeschichtung einen Kontaktwinkel von 110°.

Die Veranderung der Oberflachenhydrophobizitdt der Teflonoberflachen durch die
Hydrophobinbeschichtung ist in Abbildung 19 dargestellt. Die Beschichtung mit
H*Protein A in a-helikaler Konformation (ohne SDS Behandlung) fiihrte zu einer
Kontaktwinkelanderung um 10° auf 100°. In der B-Faltblatt Konformation (mit SDS
Behandlung) war die Anderung der Oberflachenhydrophobizitat gréRer und es wurde
ein Kontaktwinkel von 93° erreicht (Anderung um 17°). Die Beschichtung mit H*Protein
B flhrte zu ahnlichen Veranderungen der urspriinglichen Oberflachenhydrophobizitat.
Mit H*Protein B in a-helikaler Konformation beschichtete Teflonoberflachen hatten
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einen Kontaktwinkel von 97°, in B-Faltblatt Konformation von 98° (Anderung um 13°
bzw. 12° im Vergleich zum Ausgangsmaterial).

Die bei 80°C fur 16 Std. durchgefuhrten Beschichtungen waren stabil, so dass durch
die SDS Behandlung, d.h. die Umwandlung in die B-Faltblatt-Konformation, keine
signifikanten Verluste der erreichten Oberflachenhydrophobizitat detektiert wurden.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Eigenschaften der Hydrophobinbeschichtungen auf
Glasoberflachen lberein. Auch hier konnte durch die Beschichtung fir 16 Std. bei 80°C
eine stabile Hydrophobinschicht angelagert werden. Die Veranderung der Oberflachen-
hydrophobizitat der Teflonoberflachen durch die Hydrophobinbeschichtung ist jedoch
geringer als die der analog beschichteten hydrophilen Glasoberflachen. Bei den
Glasoberflachen wurden durch die Beschichtung Anderungen in der Oberflachenhydro-
phobizitat von bis zu 70° erreicht.

Beschichtung von Keramikmaterialien

Da eine spatere Anwendung der Hydrophobinbeschichtung unter anderem auf minera-
lischen Oberflachen z.B. im Sanitar- oder medizinischen Bereich angestrebt ist, wurde
die Oberflachenmodifikation mit Hydrophobinen auch auf keramischen Materialien
getestet. Diese wurden freundlicherweise von der Firma Villeroy & Boch zur Verfigung
gestellt.

Bei den Keramikmaterialien handelt es sich um Sanitarporzellan und Steingutfliesen.
Beide Materialien haben einen sogenannten ,2-Schichtaufbau®, d.h. auf den Scherben
liegt eine keramische Glasur. Das Sanitarporzellan besteht aus den Rohstoffen Kaolin,
Feldspat, Quarz, Kreide und Zirkonsilikat und hat gebrannt eine Zusammensetzung von
55,15 Gew% SiO,, 9,99% Al,O;, 8,06% CaO, 2,94% Na,O und 1,20% ZrO,. Das
Sanitarporzellan wird aus flissigem Schlicker (ca. 75 Gew% Feststoff (Ton, Kaolin,
Feldspat, Quarz und Pegamit) in Wasser) hergestellt und mittels Hohlguss in Gipsfor-
men gefillt, getrocknet, glasiert und gebrannt.

Die Beschichtung der Keramikmaterialien erfolgte analog zur Beschichtung der
Glasoberflachen. Nach der primaren Hydrophobinanlagerung in der a-helikalen
Zwischenform wurde eine Behandlung mit 2% SDS bei 80°C durchgeflhrt, um eine
Umlagerung der Hydrophobine in die stabile B-Faltblatt Konformation zu erreichen.
Neben der Konformationsénderung diente der SDS-Schritt auch der Untersuchung der
Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung.

Bei Sanitarporzellan und Steingutfliesen handelte es sich um hydrophile Ausgangsma-
terialien mit einem Kontaktwinkel von 45-50°. Durch die Beschichtung mit H*Protein A
und H*Protein B wurden die hydrophilen Keramikmaterialien deutlich hydrophober. Die
Hydrophobine lagerten sich innerhalb einer Stunde in a-helikaler Konformation auf den
Keramikoberflachen an und flhrten auf den Steingutfliesen und der Sanitarkeramik zu
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einem Kontaktwinkel von 80° (Abbildung 20). Auch eine Erhéhung der Inkubationstem-
peratur von Raumtemperatur auf 80°C und eine Verldngerung der Inkubationszeit von
einer auf 16 Std. flhrte zu keiner weiteren Erhéhung des Kontaktwinkels.

CA46° CA80°

Tropfenkontur

Auflageflache

Abbildung 20. Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat von Sanitarporzellan durch die Beschichtung
mit H*Protein A bei 80°C fur 16 Std.

Auf Glas als hydrophilem Ausgangsmaterial wurde, wie gezeigt, mit einer Inkubations-
zeit von 16 Std. bei 80°C ebenfalls ein Kontaktwinkel von etwa 80° erreicht. Bei der
Anlagerung der Fusionshydrophobine auf einem hydrophilen Material wird die hydro-
phobe Seite der Proteine exprimiert. Der Kontaktwinkel der ausgebildeten Hydro-
phobinschicht ist daher unabhangig vom Kontaktwinkel des Ausgangsmaterials,
sondern wird alleine durch den hydrophoben Bereich der Fusionshydrophobine
bestimmt.

Durch die SDS Behandlung, d.h. die Umwandlung der intermediaren a-helikalen in die
stabile B-Faltblatt Konformation, ging auf den Keramikmaterialien viel der urspriinglich
gewonnenen Hydrophobizitat verloren. Wie bei den Glasoberflachen war auch hier ein
Einfluss von Inkubationstemperatur und Inkubationszeit erkennbar. Bei Beschichtun-
gen, die bei Raumtemperatur oder fir 1 Std. bei 80°C durchgeflihrt worden waren,
wurden sehr grof’e Teile der Beschichtung durch die SDS Behandlung entfernt.
Beschichtungen mit einer Inkubationszeit von 16 Std. bei 80°C zeigten dahingegen nur
einen geringen Verlust an Oberflachenhydrophobizitat. Hier war eine effektive Um-
wandlung der a-helikalen in die stabile B-Faltblatt Endform maglich.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch die Anlagerung der Fusions-
hydrophobine auf hydrophilen und hydrophoben Materialien die Oberflachenhydro-
phobizitat verandert wurde. Auf hydrophilen Materialien (CA < 90°) kam es aufgrund der
gerichteten Anlagerung der rekombinanten Fusionshydrophobine und der Eigenschaf-
ten des exponierten hydrophoben Bereiches zur Ausbildung eines Kontaktwinkels von
etwa 80°. Die Anlagerung war temperatur- und zeitabhangig und Beschichtungen fir
16 Std. bei 80°C flhrten zur héchsten und auch stabilsten Veranderung der Ober-
flachenhydrophobizitét.
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233 Untersuchung der Beschichtungshomogenitat mit Inmunfluoreszenz-
mikroskopie

Neben der Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat spielt bei Oberflachenmodifi-
kationen auch die Homogenitat eine entscheidende Rolle. Um die Homogenitat der
Hydrophobinbeschichtungen zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen von
unterschiedlich beschichteten Oberflachen (Variation der Inkubationstemperatur und
Inkubationszeit) durchgefiihrt. Immunfarbungen bzw. Antikdrperfarbungen werden in
der Biologie und Medizin angewandt, um Proteine mit Hilfe von Antikérpern sichtbar zu
machen. Zur Immunfluoreszenzfarbung der Fusionshydrophobine wurde ein mono-
klonaler primarer Anti-His Antikorper verwendet, der an den His-Tag der auf der
Oberflache angelagerten Hydrophobine bindet. Die Detektion erfolgte Uber einen
fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper. Dieser bindet an die Fc-Region des
primaren Antikérpers und wurde mit Hilfe eines Epifluoreszenzmikroskops detektiert.

a-helikale Konformation
(ohne SDS Behandlung)

1 Std. 6 Std. 16 Std.
Inkubationstemperatur 80 °C

B-Faltblatt Konformation
(mit SDS Behandlung)

Abbildung 21. Untersuchung der Beschichtungshomogenitat auf Glasoberflaichen beschichtet mit
H*Protein B bei 80°C fiir 1, 6 und 16 Std. ohne (obere Reihe) und mit (untere Reihe) SDS Behandlung. Die
Hydrophobinbeschichtung wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Hierbei wurde als priméarer
Antikérper ein Anti-His Antikdrper und als sekundéarer Antikdrper ein Cy 3.5-markierter Antikdrper
eingesetzt.

Beschichtungen von Glasoberflachen mit H*Protein A und H*Protein B zeigten hinsicht-
lich der Homogenitat ein sehr ahnliches Verhalten. Hydrophobinbeschichtungen, die bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wurden, bildeten bereits nach einer kurzen Inkubations-
zeit (1 Std.) eine sehr homogene Schicht in a-helikaler Konformation. Eine Verlange-
rung der Inkubationszeit fuhrte zu keinem signifikant besseren Ergebnis. Durch die SDS
Behandlung, d.h. die Umwandlung der a-helikalen in die B-Faltblatt Konformation, ging
jedoch viel der urspriinglichen Homogenitat verloren. Auf Glasoberflachen, die fir
1 bzw. 6 Std. bei Raumtemperatur beschichtet worden waren, war nach der
B-Faltblatt Umwandlung keine Hydrophobinbeschichtung mehr mit Immunfluoreszenz-
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Mikroskopie detektierbar. Diese Ergebnisse bestatigten die Daten der Kontaktwinkel-
messung, dass bei Beschichtungen bei Raumtemperatur Teile der Hydrophobinbe-
schichtung und damit auch der Hydrophobizitdt durch die SDS Behandlung verloren
gehen.

Oberflachenmodifikationen bei 80°C waren im Vergleich zu Beschichtungen bei
Raumtemperatur sehr viel homogener. Es waren auch hier keine signifikanten Unter-
schiede in a-helikaler Konformation zwischen den verschiedenen Inkubationszeiten
erkennbar. Alle Beschichtungen in a-helikaler Konformation waren homogen (Abbildung
21, obere Reihe). Bei der Umwandlung in die B-Faltblatt Konformation wurden Unter-
schiede deutlich. Je langer die anfangliche Inkubationszeit war, desto homogener blieb
die Beschichtung auch nach der Umwandlung (Abbildung 21, untere Reihe). Beschich-
tungen bei 80°C fir 16 Std. waren in a-helikaler und B-Faltblatt Konformation mikrosko-
pisch homogen.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen erganzten und bestéatigten die
Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen. Flr Beschichtungen in a-helikaler Konforma-
tion reichten bereits kirzere Inkubationszeiten bei einer niedrigeren Temperatur aus.
Fir eine homogene Beschichtung in B-Faltblatt Konformation war jedoch eine langere
Inkubationszeit und eine hohe Inkubationstemperatur notwendig. Erst Oberflachen, die
fir 16 Std. bei 80°C beschichtet worden waren, zeigten die gleiche Hydrophobizitat und
Homogenitat in a-helikaler und B-Faltblatt Konformation.

234 Etablierung eines Standardbeschichtungsprotokolls

Ausgehend von den Ergebnissen zum Anlagerungsverhalten der rekombinanten
Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B, der Analyse der Veranderung der
Oberflachenhydrophobizitat durch die Hydrophobinbeschichtung und der Bestimmung
der Homogenitat dieser Proteinschicht, wurde ein Standardbeschichtungsprotokoll
etabliert (Abbildung 22).

Fir alle weiteren Untersuchungen wurden die Oberflachen fir 16 Std. bei 80°C
beschichtet.
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yaaD DewA
H*Protein A (I Tl 6xHis 46,5 kDa

rekombinante Fusionshydrophobine ) yaaD* DewA
H*Protein B I Tl 6xHis 19,1 kDa

|

20-fach konzentrierte Stocklésung in H,O dest.

|

10 uM Proteinlésung in Beschichtungspuffer (50 mM Tris, 1 mM CacCl,, pH 8,0)

|

Inkubation der Oberflachen in Hydrophobinlésung (16 Std., 80°C) P EE 1T

a-helicaler Konformation

Waschen mit H,O dest., 3 x 10 min; trocknen bei Raumtemperatur

|

Inkubation der Oberflachen in 2% SDS Lésung (10 min., 80°C)  Srabilisierung der Beschichtung

Waschen mit H,O dest., 3 x 10 min; trocknen bei Raumtemperatur

Abbildung 22. Standardprotokoll zur Durchfiihrung der Oberflachenbeschichtung mit den rekombinanten
Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B auf verschiedenen Materialien.

235 Charakterisierung der Beschichtungshomogenitat auf der Nanoskala

Neben der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zur Bestimmung der
Homogenitat der Hydrophobinbeschichtung wurden die beschichteten Oberflachen
auch mit Rasterelektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie untersucht. Hier war
eine Charakterisierung der Homogenitat auf der Nanoskala méglich.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Als Rasterelektronenmikroskop (REM) (engl. scanning electron microscope, SEM)
bezeichnet man ein Elektronenmikroskop, bei dem ein Elektronenstrahl in einem
bestimmten Muster Uber das vergréfRert abzubildende Objekt gefiihrt (gerastert) wird.
Die Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Objekt werden zur Erzeugung eines
Bildes genutzt. Die mit einem Rasterelektronenmikroskop erzeugten Bilder sind
Abbildungen der Objektoberflachen.

Neben den rekombinanten Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B wurde
fur diese Untersuchungen auch das ,reine“ Hydrophobin DewA-His eingesetzt. Als
Ausgangsmaterial wurden Goldoberflachen verwendet, die bei 80°C fir 16 Std.
beschichtet wurden.
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Goldoberflache DewA-His

EHT = 3.00kV Signal A= InLens  Date :26 Jun 2009 Signal A= InLens  Date :4 Jun 2009

WD= 7mm Photo No. = 8580  Time :10:26:14 No.=7629 Time :10:20:36

H*Protein A H*Protein B

100nm Signal A=SE2  Date :4 Jun 2009 100nm Signal A= InLens  Date :4 Jun 2009
Mag = 5000KX |—| Photo No. =7621  Time :9:05:32 Mag = 5000KX |—| Photo No.=7625  Time :9:45:02

Abbildung 23. REM-Aufnahmen (50.000fache Vergréerung) von einer unbeschichteten Goldoberflache
und Goldoberflachen beschichtet mit DewA-His, H*Protein A und H*Protein B fiir 16 Std. bei 80°C.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 23) zeigten ein ahnliches Bild
der Homogenitat der Hydrophobinbeschichtung wie die Immunfluoreszenzmikroskopie.
Auf allen beschichteten Oberflaichen war eine homogene Proteinschicht zu erkennen.
Die Proteine lagerten sich in einer globularen Struktur auf den Oberflachen an. Es
waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fusionshydrophobinen
H*Protein A und H*Protein B und DewA-His zu erkennen.

Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM)

Zur Untersuchung der Struktur und der Homogenitat der Hydrophobinbeschichtung auf
der Nanoebene, wurde zusatzlich zur Rasterelektronenmikroskopie auch die Raster-
kraftmikroskopie eingesetzt. Wahrend der Messung tastet hier eine kleine Nadel, die an
einer Blattfeder, dem sogenannten Cantilever, befestigt ist, mechanisch in einem
definierten Raster die Oberflache ab. Durch die Oberflachenstruktur der Probe biegt
sich die Blattfeder positionsabhangig unterschiedlich weit. Durch das punktweise
Aufzeichnen der Auslenkungen des Cantilevers mit Hilfe eines Lasers lasst sich eine
Abbildung der Probenoberflache erzeugen.
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Es wurden Glasoberflachen als hydrophiles und Teflonoberflachen als hydrophobes
Ausgangsmaterial fur die Hydrophobinbeschichtung und anschlieende Charakterisie-
rung mit AFM eingesetzt.

nm

Teflon

£
3
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Abbildung 24. AFM-Aufnahmen von Glas- (oben) und Teflonoberflichen (unten) beschichtet mit
H*Protein A fiir 16 Std. bei 80°C (o-helikale Konformation, ohne SDS Behandlung); A Hoéhenbild, B
Amplitude.

Auf Glasoberflachen bildeten die rekombinanten Fusionshydrophobine eine geordnete
Proteinschicht. Bei Beschichtungen mit H*Protein A in a-helikaler Konformation war
eine homogene, globulare Proteinanlagerung auf der Oberflache erkennbar (Abbildung
24, obere Reihe). Dies stimmt mit den REM-Aufnahmen der Hydrophobinbeschichtung
auf hydrophilen Goldoberflachen Uberein. Die Hydrophobinbeschichtung auf den
hydrophoben Teflonoberflachen zeigte eine andere Struktur. Hier war keine strukturier-
te Anlagerung der Hydrophobine erkennbar (Abbildung 24, untere Reihe). Die Proteine
bildeten auf der Oberflache eine wolkige Schicht ohne eine klar erkennbare geordnete
Proteinstruktur.

Bei Kontaktwinkelmessungen auf Hydrophobin-beschichteten Teflonoberflachen konnte
im Gegensatz zu den hydrophilen Referenzoberflachen nur eine geringe Veranderung
des Kontaktwinkels durch die Beschichtung festgestellt werden. Die typischen Hydro-
phobineigenschaften, wie die Umkehrung der Oberflachenhydrophobizitat durch eine
gerichtete Anlagerung, sind bei den Fusionshydrophobinen auf hydrophoben Aus-
gangsmaterialien nicht deutlich erkennbar. Die Fusionshydrophobine weisen aufgrund

48



ERGEBNISSE

ihrer dreidimensionalen Struktur und dem grof3en Fusionspartner ein unterschiedliches
Anlagerungsverhalten und somit auch eine unterschiedliche Struktur und eine unter-
schiedlich starke Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat auf hydrophilen und
hydrophoben Materialien auf.

Fir eine weitere Charakterisierung der Struktur und der Rauigkeit der Hydrophobin-
beschichtung wurden Glasoberflachen mit H*Protein A und H*Protein B flir 16 Std. bei
80°C beschichtet und vor (a-helikale Konformation) und nach (B-Faltblatt Konformation)
SDS Behandlung untersucht.
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Abbildung 25. AFM-Aufnahmen (Hohenbilder) von Glasoberflachen beschichtet mit H*Protein A fir
16 Std. bei 80°C. Die Proteinbeschichtung ist gezeigt in a-helikaler (obere Reihe) und B-Faltblatt Konforma-
tion (untere Reihe) und mit Scanbereichen von 5 ym (linke Spalte) und 1uym (rechte Spalte). RMS = root
mean square roughness (Oberflachenrauigkeit).

H*Protein A bildete bei der Anlagerung auf den Glasoberflachen in a-helikaler Konfor-
mation eine Proteinschicht mit einigen kleineren Aggregaten (Abbildung 25, obere
Reihe). Nach der SDS Behandlung bei 80°C waren die Glasoberflachen immer noch
dicht mit den Fusionshydrophobinen belegt. Die kleinen Aggregate, die an die homo-
gene Proteinschicht gebunden hatten, wurden durch die SDS Behandlung entfernt. Die
Proteinfilme des Fusionshydrophobins H*Protein A waren homogen und hochgeordnet
(Abbildung 25, untere Reihe). Beschichtungen mit H*Protein B zeigten ein identisches
Verhalten.
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Neben der Homogenitat und der Struktur der Hydrophobinbeschichtung wurde auch die
Oberflachenrauigkeit mit AFM-Messungen bestimmt. H*Protein A und H*Protein B
bildeten eine homogene Proteinschicht in a-helikaler Konformation. Die Oberflachen-
rauigkeit der H*Protein A Schicht auf der Glasoberflache betrug 4,2 nm fir einen
Scanbereich von 1 ym. H*Protein B Beschichtungen hatten eine Rauigkeit von 1,9 nm
in einem Scanbereich von 1 ym. Durch die B-Faltblatt Umwandlung (SDS Behandlung)
wurden die Oberflachenbeschichtungen deutlich glatter mit Werten von 1,4 nm fir
H*Protein A und 1,6 nm fir H*Protein B in einem Scanbereich von 1um.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Fusionshydrophobine eine auch
auf Nanoebene homogene Proteinschicht auf hydrophilen Glasoberflachen bilden. Es
waren keine Unterschiede in der Struktur der unterschiedlich groflen Fusionshydro-
phobine H*Protein A und H*Protein B und auch des ,reinen“ Hydrophobins DewA-His
erkennbar. Die Fusionshydrophobine bildeten eine geordnete Proteinschicht aus. Die
Rauigkeit der Oberflachenbeschichtung wurde durch die SDS Behandlung verringert
und vorhandene Proteinaggregate wurden entfernt. Auf hydrophobem Teflon konnte im
Gegensatz zu den hydrophilen Ausgangsmaterialien keine geordnete Proteinschicht
detektiert werden.

2.3.6 Spektroskopische Untersuchungen der Hydrophobinbeschichtung

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung von hochgeordneten Proteinschichten
auf einer Oberflache besteht in der Anwendung von spektroskopischen Methoden.
Diese Methoden kdnnen eine Aussage uber die Anordnung und die Konformation eines
Proteins auf einer definierten Oberflache liefern. Zur Untersuchung der Hydrophobinbe-
schichtungen wurde eine spezielle Infrarot Spektroskopie (engl. infrared reflection
absorption spectroscopy, IRRAS) eingesetzt. Bei dieser Form der Schwingungsspekt-
roskopie werden Molekilschwingungen durch Infrarot-Strahlung angeregt, wobei ein
Teil der Strahlung spezifisch durch die Molekillschwingungen absorbiert wird. IRRAS
liefert zerstorungsfrei Informationen zu schwingungsspezifischen Gruppen und Struktu-
relementen von Oberflachen und es kdénnen Aussagen zum Ordnungsgrad und zum
chemischen Zustand der Molekile auf der Oberflache getroffen werden. Das Substrat
muss eine hohe Reflektivitat besitzen, daher werden meist Metalle wie z.B. Gold
eingesetzt.

Die IRRAS-Messungen wurden eingesetzt, um zum einen die Hydrophobinbeschich-
tung auf der Oberflache spektroskopisch nachzuweisen und zum anderen, um Informa-
tionen Uber die Proteinkonformation vor und nach der SDS Behandlung zu erhalten. Fur
die Messungen wurden aufgrund der notwendigen Reflektivitdt des Substrates Gold-
oberflachen verwendet. Diese wurden fur 16 Std. bei 80°C mit H*Protein A und
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H*Protein B beschichtet. Ein Teil der Oberflachen wurde anschlieend fir die beschrie-
bene Anderung der Proteinkonformation mit 2% SDS bei 80°C fiir 10 min. behandelt.

IRRAS spectra of Hydrophobin A with and without beta shift
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Abbildung 26. IRRAS-Spektren von Goldoberflachen beschichtet mit H*Protein A fir 16 Std. bei 80°C in a-
helikaler (schwarzer Graph) und B-Faltblatt Konformation (roter Graph).

In Abbildung 26 sind die IRRAS-Spektren flr H*Protein A beschichtete Goldoberflachen
in a-helikaler und B-Faltblatt Konformation dargestellt. Im oberen Wellenzahlenbereich
(2800-3000 cm™) sind bei beiden Spektren die CH-Schwingungen zu erkennen. Im
Bereich von etwa 1700 bis 1500 Wellenzahlen liegt der Amidbereich. Diese flir Proteine
typischen Peaks unterteilen sich in den Amid | Bereich, hier bei 1666 und den Amid Il
Bereich, hier bei 1548 Wellenzahlen. Zwischen der a-helikalen und der B-Faltblatt
Konformation ist keine signifikante Verschiebung der Amid | und Amid Il Region
erkennbar, was auf eine Veranderung der Proteinkonformation durch die SDS Behand-
lung hindeuten wiirde. Interessant ist jedoch der nur in a-helikaler Form auftauchende
charakteristische Peak im unteren Amidbereich bei 1473 Wellenzahlen. Ebenfalls
interessant ist der Fingerprintbereich zwischen 1400 und 1000 Wellenzahlen. Dieser
Bereich ist einzigartig fir jedes Molekul. Hier sind charakteristische Unterschiede
zwischen a-helikaler und B-Faltblatt Konformation erkennbar. Die Spektren von
H*Protein B beschichteten Goldoberflachen sind sehr ahnlich und zeigten ein identi-
sches Peakmuster im Fingerprintbereich.

Mit IRRAS Messungen war der Nachweis der Hydrophobine auf der Oberflache
moglich. Die Spektren der beschichteten Oberflachen zeigten ein fur die a-helikale und
die B-Faltblatt Konformation charakteristisches Peak-Muster im Fingerprint-Bereich.
Eine Verschiebung der o-helikalen in die postulierte B-Faltblatt Konformation konnte
nicht eindeutig detektiert werden.
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2.3.7 Bestimmung der angelagerten Hydrophobinmenge und Schichtdicke

Der Einfluss des Losungsmittels auf das Anlagerungsverhalten der rekombinanten
Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B auf SiO,-Oberflachen wurde mit
QCM-D Messungen untersucht (Kapitel 2.3.1). Zusatzlich zur Untersuchung der
Adsorptionskinetiken wurde die QCM-D Technik auch eingesetzt, um die viskoelasti-
schen Eigenschaften des adsorbierten Proteinfilms und die angelagerte Proteinmenge
und Schichtdicke zu bestimmen.

Abbildung 27 zeigt ein QCM-D Sensogramm der Adsorption von H*Protein A auf einem
hydrophilen SiO,-beschichteten Schwingquarz. Die Adsorption wurde analog zum
etablierten Standardbeschichtungsprotokoll Gber einen Zeitraum von 16 Std. analysiert.
Die x-Achse zeigt die Zeit und die y-Achse die Anderung in der Resonanzfrequenz (Af)
(Abbildung 27, links) bzw. der Dissipation (AD) (Abbildung 27, rechts) der gemessenen
Oberténe. Die Bindung des Hydrophobins an die SiO,-Sensoroberflache ist gekenn-
zeichnet durch eine Abnahme der Frequenz und eine Zunahme der Dissipation. Nach
der Zugabe adsorbierte H*Protein A sehr schnell an die Sensoroberflache. Die resultie-
renden Frequenz- und Dissipationsanderungen blieben wahrend der folgenden 16 Std.
konstant. Ein ahnliches Anlagerungsverhalten wurde auch fir H*Protein B beobachtet.
Die ausgebildeten Proteinlagen waren stabil und praktisch kein gebundenes Protein
wurde durch einen abschlieBenden Spllschritt mit Beschichtungspuffer von der
Oberflache entfernt. H*Protein A (46,5 kDa) verursachte eine Frequenzanderung von
bis zu 80 Hz bei einer Dissipationsanderung von 6 x 10°. Die Anlagerung des kleineren
Fusionshydrophobins H*Protein B (19,1 kDa) fuihrte zu einem Af von bis zu 65 Hz und
einem AD von 3,5 x 107,
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Abbildung 27. Reprasentative QCM-D Sensogramme der Anlagerung von H*Protein A an eine hydrophile
Si0,-Sensoroberflache. Es sind die Anderung der Resonanzfrequenz (links) und der Dissipation (rechts)
Uber die Zeit wahrend der Proteinanlagerung mit einer Konzentration von 10 uM und einer konstanten
Flussrate von 50 pL/min bei 20°C dargestellt. Es wurden die Daten der 3. bis 11. Obertdne verwendet.
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Die Darstellung von AD als eine Funktion von Af gibt Informationen Uber die Steifheit
der angelagerten Proteinschicht. Die Schichten der rekombinanten Fusionshydropho-
bine zeigten ahnliche viskoelastische Eigenschaften (Abbildung 28). Der Adsorptions-
prozess war linear und keine Zunahme oder Abnahme der Steifheit oder Konforma-
tionsanderungen wurden nach der initialen Proteinbindung beobachtet. Die Adsorption
von H*Protein A und H*Protein B induzierte eine Dissipationsidnderung von ~ 1 x 10°
fir eine Anderung in der Resonanzfrequenz von 10-12 Hz.

H*Protein A

“" H*Protein B

AD (1 x 10)

0 -5 10 -5 .20 25 30 -35 40 45 -50 55 60 65 70 -75 -80

Af (Hz)

Abbildung 28. Reprasentativer Df-Plot der Anlagerung von H*Protein A (durchgezogene Linie) und
H*Protein B (gepunktete Linie) an eine hydrophile SiO,-Sensoroberflache. Es wurden die AD und Af Daten
des 7. Obertones wahrend der Proteinanlagerung mit einer Konzentration von 10 yM und einer konstanten
Flussrate von 50 pL/min bei 20°C verwendet.

Neben den qualitativen Adsorptionseigenschaften von H*Protein A und H*Protein B
wurden auch die quantitativen Eigenschaften der angelagerten Hydrophobinschicht mit
der QCM-D Technik untersucht. Da das Verhaltnis zwischen den detektierten Verande-
rungen der QCM-D Signale (Frequenz und Dissipation) und den Eigenschaften der
adsorbierten Proteinschicht jedoch nicht geradlinig ist, musste hier ein theoretisches
Modell eingesetzt werden, um diese zu bestimmten. Um viscoelstische Proteinschich-
ten, wie die Hydrophobinschicht, zu modellieren, kann das Voigt Modell verwendet
werden. Dieses ermoglicht die Bestimmung der Schichtdicke und der adsorbierten
Proteinmenge (Halthur et al. 2010) (Kapitel 4.2.5).

Wie aus vorherigen Untersuchungen bekannt ist, bilden die rekombinanten Fusionshyd-
rophobine H*Protein A und H*Protein B auf hydrophilen Oberflachen eine homogene
Proteinschicht. Zur Bestimmung der Schichtdicke und der angelagerten Proteinmasse
wurde daher die Adsorption von H*Protein A und H*Protein B auf einem SiO,-
beschichteten hydrophilen Schwingquarz untersucht. Die Proteinanlagerung wurde
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Uber einen Zeitraum von 16 Std. bei 20°C und einer Flussrate von 50 uL/min beobach-
tet.

Die Schichtdicke wurde nach dem Spullen der Oberflache mit Pufferlésung, um lose
adharierte Proteine zu entfernen, mit Hilfe des viskoelastischen Modells nach Voigt
bestimmt. H*Protein A bildete eine 17 £ 3 nm und H*Protein B eine 14 + 2 nm dicke
Proteinschicht auf der SiO,-Oberflache. Die maximale Schichtdicke war bereits nach
einer Anlagerungszeit von weniger als einer Stunde erreicht und anderte sich auch bei
einer weiteren Inkubation fir 16 Std. nicht. Diese Daten bestatigten die Ergebnisse der
Kontaktwinkelmessungen und der Immunfluoreszenzuntersuchungen, dass fir eine
homogene Hydrophobinschicht und eine signifikante Veranderung der Oberflachen-
hydrophobizitdt schon kurze Inkubationszeiten ausreichen. Die erreichten Schicht-
dicken von 17 £ 3 nm bzw. 14 £ 2 nm entsprachen den Schichtdicken, die fir eine
hydrierte Monolage erwartet wurde.
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Abbildung 29. Darstellung der Anlagerung von Fusionshydrophobin H*Protein A (links) und H*Protein B
(rechts) an eine hydrophile SiO»-Sensoroberflache. Die Messung wurde mit einer Proteinkonzentration von
10 pM und einer konstanten Flussrate von 50 yL/min bei 20°C durchgefiihrt. Die angelagerte Proteinmenge
wurde mit Hilfe des viscoelestischen Models nach Voigt bestimmt.

Die angelagerte Proteinmenge (berechnet nach Voigt) betrug, 17 * 3 mg/m? fiir
H*Protein A und 14 + 2 mg/m?fiir H*Protein B (Abbildung 29).

2.3.8 Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung

Neben der Veranderung der Oberflachenhydrophobizitat und der Beschichtungshomo-
genitat spielt auch die Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung bei einer langeren
Lagerung oder gegenlber dem Ablésen durch Pufferldsungen, Detergenzien und
Séauren eine wichtige Rolle.

Um die Stabilitat der H*Protein A und H*Protein B Beschichtungen bei einer langeren
Lagerung zu untersuchen, wurden Glasoberflachen mit den rekombinanten Fusions-
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hydrophobinen beschichtet und anschliefiend staubgeschiitzt fir 30 Tage bei Raum-
temperatur aufbewahrt. Die Kontaktwinkel der beschichteten Oberflachen wurden nach
der Beschichtung und nach 30 Tagen Lagerung gemessen (Abbildung 30).

[ ohne SDS Behandlung

Kontaktwinkel (°)

Y mit SDS Behandlung

H*Protein A

H*Protein B

Abbildung 30. Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung bei Lagerung bei Raumtemperatur. Dargestellt sind
die Kontaktwinkel von mit H*Protein A (links, blaue Balken) und H*Protein B (rechts, griine Balken)
beschichteten Glasoberflachen. Die ausgefillten Balken zeigen die Kontaktwinkel ohne und die gestreiften
Balken mit SDS Behandlung (a-helikale bzw. B-Faltblatt Konformation). Die Kontaktwinkel wurden nach der
Beschichtung und nach 30-tagiger Lagerung bei Raumtemperatur gemessen.

Auch nach einer 30-tdgigen Lagerung waren keine signifikanten Veranderungen der
anfanglich bestimmten Oberflachenhydrophobizitat erkennbar. Die Beschichtung war
bei trockener Aufbewahrung bei Raumtemperatur flir 1 Monat stabil.

Daruber hinaus wurde die Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung in verschiedenen
Pufferlésungen, Detergenzien und Sauren getestet. Hierflir wurden Mikrotiterplatten
nach Standardprotokoll mit H*Protein A und H*Protein B in a-helikaler und B-Faltblatt
Konformation beschichtet und anschlieRend fiir 2 Std. bei Raumtemperatur in den zu
untersuchenden Lésungen inkubiert. Die Hydrophobinbeschichtung wurde immunolo-
gisch mit einem primaren Anti-His Antikérper und einem mit Meerrettich-Peroxidase
(engl. horseradish peroxidase, HRP) funktionalisierten Sekundarantikérper nachgewie-
sen. Die Detektion erfolgte durch die Zugabe des Substrats ECL Plus und der durch die
HRP katalysierten enzymatische Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form Uber
die hierbei emittierte Chemilumineszenz (Kapitel 4.4.1).

Die mit H*Protein A in a-helikaler und B-Faltblatt Konformation beschichteten Oberfla-
chen zeigten eine sehr ahnliche Chemilumineszenz (Abbildung 31, ,unbehandelt®).
Nach der Inkubation der beschichteten Oberflachen mit den verschiedenen Pufferl6-
sungen, Detergenzien und Sauren war keine signifikante Abnahme der Chemilumines-
zenz detektierbar. Die Oberflachenbeschichtungen mit H*Protein A waren sehr stabil
und wurden durch die Behandlung nicht abgelést.

H*Protein B beschichtete Oberflachen zeigten die gleiche Stabilitat.
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Abbildung 31. Immunologischer Nachweis der Stabilitdt der H*Protein A Beschichtung gegeniber der
Behandlung mit verschiedenen Puffern, Detergenzien und Sauren fiir 2 Std. bei Raumtemperatur. Es
wurden Hydrophobinbeschichtungen in a-helikaler (ausgefiillte Balken) und B-Faltblatt Konformation
(gestreifte Balken) untersucht. Die Hydrophobinbeschichtung wurde mit einem primaren Anti-His Antikérper
und einem HRP-markierten Sekundarantikdrper Uber die Detektion der Chemilumineszenz nachgewiesen.

2.3.9 Zusammenfassung der biomimetischen Oberflaichenmodifikation mit
den Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B

Online QCM-D Untersuchungen des Anlagerungsverhaltens von H*Protein A und
H*Protein B zeigten, dass bei Oberflachenbeschichtungen mit den rekombinanten
Fusionshydrophobinen das verwendete Lésungsmittel eine entscheidende Rolle spielt.
Dieses beeinflusst die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur und die Oligomerisie-
rung der rekombinanten Fusionshydrophobine und somit auch die amphiphilen
Eigenschaften und die Anlagerung an eine Oberflache. In Beschichtungspuffer (50 mM
Tris, 1 mM CaCl,, pH 8,0) lagerten sich die untersuchten Hydrophobine temperatur-
und zeitabhangig an hydrophile und hydrophobe Referenzoberflachen an und verander-
ten die Oberflachenhydrophobizitat. Kontaktwinkelmessungen und Untersuchungen der
Beschichtungshomogenitat auf der Mikro- und Nanoskala mit Immunfluoreszenzmikro-
skopie, REM und AFM zeigten, dass mit einer Inkubationszeit von 16 Std. und einer
Beschichtungstemperatur von 80°C die gréRte Veranderung der Oberflachenhydro-
phobizitat und gleichzeitig eine homogene, hochgeordnete Beschichtung in a-helikaler
und B-Faltblatt Konformation erreicht werden konnte. Die von H*Protein A und
H*Protein B ausgebildeten Proteinschichten hatten eine Dicke von 14-17 nm und
wurden auch durch die Behandlung mit verschiedenen Puffer, Detergenzien und
Sauren nicht abgeldst.
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Diese Eigenschaften entsprechen denen von natirlichen Hydrophobinen; auch die
DewA-His Beschichtung zeigte keine signifikanten Unterschiede im Verhalten. Der
Fusionspartner der rekombinanten Hydrophobine beeintrachtigte nicht die Hydro-
phobin-typischen Eigenschaften auf hydrophilen Oberflachen. Auf hydrophoben
Oberflachen konnte jedoch nur eine geringere Anderung der Oberflachenhydrophobizi-
tat und auch keine homogene globulare Proteinschicht detektiert werden.

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B sind sehr gut fir
Oberflachenbeschichtungen vor allem auf hydrophilen Ausgangsmaterialien geeignet.
Fir die Beschichtung eines Quadratmeters wurden nur 14-17 mg der Fusionshydro-
phobine bendtigt, so dass auch grofflachige Beschichtungen maéglich sind.

Wie in Kapitel 2.2 gezeigt werden konnte, wirkten die Fusionshydrophobine in Lésung
bakteriostatisch. Diese Eigenschaft zusammen mit der Moglichkeit fir groRflachige
Oberflachenbeschichtungen macht H*Protein A und H*Protein B zu vielversprechenden
Kandidaten fir Oberflachenmodifikationen zur Beeinflussung des bakteriellen Biofilm-
wachstums. Der Einfluss von Oberflachen beschichtet mit H*Protein A und H*Protein B
auf die bakterielle Biofilmbildung wird im folgenden Kapitel beschrieben.

24 Einfluss der Hydrophobinbeschichtung auf die Biofilmbildung

Die Etablierung eines bakteriellen Biofilms auf einer Oberflache verlauft in mehreren
Schritten. Der erste Schritt beim Ubergang vom planktonischen zum sessilen Wachs-
tum, die primare Adhasion der Mikroorganismen, ist reversibel und wird hauptsachlich
durch physikochemische Wechselwirkungen zwischen dem Bakterium und der Oberfla-
che bestimmt. Erst durch die anschlieRende Ausbildung einer extrazellularen Matrix,
der beginnenden Teilung und dem Wachstum der Mikroorganismen kommt es zu einer
irreversiblen Anheftung (Jenkinson und Lappin-Scott 2001). Der Biofilm beginnt zu
reifen und eine dreidimensionale Struktur auszubilden. Bakterien kénnen auf den
unterschiedlichsten natlrlichen und synthetischen Oberflachen Biofilme etablieren. Eine
vielversprechende Moglichkeit zur Manipulation des Biofilmwachstums ist die Verande-
rung der physikochemischen Oberflacheneigenschaften der Materialien, um die primare
Adhasion der Bakterien zu beeinflussen (Rosenhahn et al. 2008).

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B besitzen
antibakterielle Eigenschaften. Sie sind zudem flir grof¥flachige Oberflachenbeschich-
tungen geeignet und verandern die Oberflachenhydrophobizitat. Im Folgenden wurde
der Einfluss von biomimetischen Oberflachenmodifikationen mit den rekombinanten
Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B auf die primare bakterielle
Adhasion und ausgereifte Biofilme untersucht.
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241 Primare bakterielle Adhédsion und frithe Stadien der Biofilmbildung

Ein charakteristisches Merkmal aller Biofilme ist ihre regulierte Entwicklung in mehreren
chronologischen Schritten, wobei die primare Adhasion von einzelnen Bakterienzellen,
die sogenannte Linking Film Bildung, ein entscheidender Schritt ist (Jenkinson und
Lappin-Scott 2001). Hier spielen physikochemische Interaktionen zwischen dem
Bakterium und der Oberflache eine entscheidende Rolle.

Es wurde der Einfluss der Hydrophobinbeschichtung auf die priméare bakterielle
Adhasion und die frihe Biofilmentwicklung im statischen und im Durchfluss-System
analysiert.

Charakterisierung der primdren Adhédsion und Biofilmbildung im statischen
System

Zeitlicher Verlauf der primédren Adhé&sion

Zur Quantifizierung der primaren Adhasion ausgewahlter Referenzkeime wurden
96-well Mikrotiterplatten beschichtet mit H*Protein A und H*Protein B fir 1 Std. bei
Raumtemperatur bzw. 80°C verwendet. Als Referenzkulturen wurden die Gram-
negativen stabchenférmigen Bakterien E. coli BW3110 und P. aeruginosa ATCC 27853
eingesetzt. Die Biofilme wurden in BHI in den Mikrotiterplatten bei 37°C angezogen. Zu
verschiedenen Zeitpunkten zwischen 0,5 und 6,5 Std. wurde die planktonische Bakteri-
ensuspension vollstandig entfernt und die adhérierten Bakterien in der jeweiligen
Kavitat mit Kristallviolett angefarbt. Nach einer Entfarbung mit Essigsdure wurde die
optische Dichte der Suspension bei 590 nm gemessen. Sie ist ein Maf} fur die Anzahl
der in der Kavitat adharierten Bakterien.

Die makroskopische Analyse der Mikrotiterplatten (Abbildung 32) verdeutlichte zum
einen die Unterschiede in der primaren Adhasion von E. coli und P. aeruginosa.
P. aeruginosa ist ein sehr viel starkerer Biofilmbildner und zeigte auf allen Oberflachen
bereits nach 0,5 Std. eine deutliche Adhasion. Zum anderen waren Unterschiede in der
Adhasion auf den unterschiedlichen Oberflachen erkennbar. Auf den Hydrophobin-
beschichteten Oberflachen war nach einer kurzen Inkubationszeit (0,5 Std.) eine
starkere Bakterienadhasion als auf den unbeschichteten Oberflachen erkennbar. Bei
einer langeren Inkubationszeit (6,5 Std.) war die Besiedlung auf den verschiedenen
Oberflachen makroskopisch ahnlich.
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Abbildung 32. Unterschiede in der primaren Adhasion von E. coli BW3110 und P. aeruginosa ATCC
27853 in unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Kavitdten einer Mikrotiterplatte. Die Bakterien
wurden in BHI Medium angezogen und die Adhasion nach 0,5, 1,5, 3,25 und 6,5 Std. untersucht. Die
adhéarierten Bakterien wurden mit Kristallviolett angeféarbt. Unterschiedlich stark gefarbte Kavitaten zeigen
Unterschiede in der primaren Adhasion.

Die quantitative Auswertung anhand der gemessenen OD-Werte bestatigte die
makroskopischen Beobachtungen. Sowohl bei P. aeruginosa (Abbildung 33) als auch
bei E. coli konnte eine deutlich vermehrte Adhasion auf Hydrophobin-beschichteten
Oberflachen im Vergleich zu den unbeschichteten Oberflachen der Mikrotiterplatte
detektiert werden. Die Unterschiede in der Adhasion waren bei E. coli und P. aerugino-
sa nach 0,5 Std. deutlich ausgepragt und nahmen mit steigender Inkubationszeit ab.

m 0,5 Std
m1,5Std

0,05 w 3,25 Std L )
mehr adhérierte Bakterien auf

u6,55td unbeschichteter Oberflache

0,00

mehr adhérierte Bakterien auf
beschichteter Oberflache

Unterschied Bakterienadhision
Differenz ODs,, (Uunbeschichtet — beschichtet)

H*Protein A H*ProteinA H*ProteinB  H*Protein B
(80°C 1Std.) (RT 1Std.) (80°C 1Std.) (RT 1Std.)

Abbildung 33. Unterschiede in der primaren Adhasion von P. aeruginosa ATTC 27853 in BHI Medium in
unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Kavitdten einer Mikrotiterplatte nach 0,5, 1,5, 3,25 und
6,5 Std. Die adharierten Bakterien wurden mit Kristallviolett gefarbt und anschlieRend die ODsg der zur
Entfarbung verwendeten Essigsaureldsung gemessen. Dargestellt sind die Differenzen in der ODsg
zwischen der Bakterienanlagerung auf den Hydrophobin-beschichteten und unbeschichteten Oberflachen.
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Einfluss des Wachstumsmediums auf die Adhésion verschiedener Referenzbakterien

Neben dem zeitlichen Verlauf der primaren Adhasion, wurde auch der Einfluss des
eingesetzten Wachstumsmediums auf die Adhasion und friihe Biofilmbildung verschie-
dener Referenzbakterien auf unmodifizierten im Vergleich zu Hydrophobin-modifizierten
Oberflachen untersucht. Hierzu wurden Gram-negative (E. coli K12, P. aeruginosa
PAO1, P. aeruginosa Pa49R) und Gram-positive Referenzbakterien (S. aureus,
E. faecalis) und die Wachstumsmedien BHI, MH und BM2 eingesetzt. Zusatzlich zu den
Referenzkulturen wurde als gemischte Bakterienpopulation naturlicher Klaranlagenzu-
lauf verwendet. Die mit H*Protein B flir 16 Std. bei 80°C in a-helikaler und B-Faltblatt
Konformation beschichteten Mikrotiterplatten wurden mit den unterschiedlichen
Bakteriensuspensionen fir 21 Std. bei 37°C inkubiert. Der Nachweis der jungen
Biofilme erfolgte Uber die Anfarbung mit Kristallviolett zur Bestimmung der Gesamtbio-
masse und mit Resazurin zur Detektion der atmungsaktiven Bakterien.
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Abbildung 34. Unterschiede in der Biofilmbildung verschiedener Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien in unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Kavitaten einer Mikrotiterplatte nach 21 Std..
Als Wachstumsmedium wurden BHI Medium (links) und MH Medium (rechts) verwendet. Die adharierten
Bakterien wurden mit Kristallviolett gefarbt und anschlieRend die ODsgg der zur Entfarbung verwendeten
Essigsaurelosung gemessen. Dargestellt sind die Differenzen in der ODsgo zwischen der angelagerten
Biomasse auf den unbeschichteten und Hydrophobin-beschichteten Oberflachen.

Die Bestimmung der bakteriellen Biomasse auf den mit H*Protein B beschichteten
Oberflachen und den unbeschichteten Referenzoberflachen ergab ein sehr diverses
Bild der Biofilmbildung. Abhangig von den verwendeten Nahrmedien zeigten die
Bakterien ein starkeres oder schwacheres Biofimwachstum. P. aeruginosa PAO1
bildete den meisten Biofilm in MH Medium, wohingegen ein starkeres Biofiimwachstum
von P. aeruginosa Pa49R in BM2 Medium detektierbar war. Auch das Verhalten der
Bakterien gegeniber der Hydrophobinbeschichtung war sehr divers. So bildete
P. aeruginosa Pa49R deutlich mehr Biofilm auf den Hydrophobin-beschichteten
Oberflachen, wohingegen P. aeruginosa PAO1 die Adhasion auf den unbeschichteten
Oberflachen bevorzugte (Abbildung 34). S. aureus, als Vertreter der Gram-positiven
Bakterien, adharierte ebenfalls verstarkt auf den unbeschichteten Oberflachen und
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E. coli und E. faecalis zeigten in den verschiedenen Wachstumsmedien ein unter-
schiedliches Verhalten. Die gemischte Abwasserpopulation adharierte verstarkt auf den
Hydrophobin-beschichteten Oberflache (Abbildung 35).
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Abbildung 35. Unterschiede in der Adhéasion einer naturlichen gemischten Abwasserpopulation in
unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Kavitaten einer Mikrotiterplatte nach 21 Std.. Die adhérier-
ten Bakterien wurden mit Kristallviolett gefarbt und anschliefend die ODsgo der zur Entfarbung verwende-
ten Essigsaureldsung gemessen (linke Seite). Auf der rechten Seite sind die Differenzen in der ODsgo
zwischen der angelagerten Biomasse auf den unbeschichteten und Hydrophobin-beschichteten Oberfla-
chen dargestellt.

Neben der bakteriellen Biomasse auf den H*Protein B beschichteten Oberflachen und
den unbeschichteten Referenzoberflachen, wurde auch die Atmungsaktivitat der
Bakterien auf diesen Oberflachen untersucht (Abbildung 36) (Kapitel 4.5.6).

Die Bestimmungen der Biomasse und der Atmungsaktivitat lieferten sehr unterschiedli-
che Ergebnisse. So war teilweise die bakterielle Atmungsaktivitat in den Kavitaten am
hdchsten, in denen auch die meiste Biomasse detektiert worden war. Teilweise zeigte
sich aber auch ein genau gegenteiliges Bild, und die Kavitdten mit der geringsten
Biomasse wiesen die hdchste Atmungsaktivitat auf. Dies konnte darauf zurtickzufiihren
sein, dass schnell proliferierende Zellen pro Zeiteinheit mehr Nahrstoffe verbrauchen
und mehr toxische Stoffwechselprodukte anhaufen. Die Bedingungen hinsichtlich des
Nahrstoffangebots und der Ausdehnungsmoglichkeiten in der Kavitat einer 96-well
Mikrotiterplatte sind somit mit zunehmender Zellzahl ein limitierender Faktor. Ist dieses
Limit erreicht, verlangsamen die Zellen ihre Wachstumsgeschwindigkeit bis hin zum
Wachstumsstillstand. In dieser sogenannten Verzégerungsphase sinken auch die
wachstumsbedingten Stoffwechselprozesse. Da anhand von Resazurin die Stoffwech-
selaktivitat der Zellen durch die Reduktion von Resazurin zu Resorufin gemessen wird,
ist die Menge an Resorufin in Kavitdten mit hoher Zellzahl haufig geringer als in
Kavitaten mit niedriger Zellzahl.
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Abbildung 36. Unterschiede in der Atmungsaktivitdt verschiedener Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien in unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Kavitaten einer Mikrotiterplatte nach 21 Std..
Als Wachstumsmedium wurden BHI Medium (links) und MH Medium (rechts) verwendet. Die adharierten
Bakterien wurden mit Resazurin behandelt und nach 2 Std. die bakterielle Reduktion von Resazurin zum
fluoreszierenden Resorufin gemessen. Dargestellt sind die Differenzen in der relativen Fluoreszenzintensi-
tat zwischen unbeschichteten und Hydrophobin-beschichteten Oberflachen.

Die Untersuchungen in der Mikrotiterplatte als statischem System zeigten eine Veran-
derung in der Adhasion der untersuchten Gram-positiven und Gram-negativen Refe-
renzbakterien durch die Hydrophobinbeschichtung. Es war jedoch keine eindeutige
Tendenz in Bezug auf die Adhasion und die Atmungsaktivitat auf den unterschiedlichen
Oberflachen erkennbar. Abhangig vom verwendeten Wachstumsmedium und dem
verwendeten Bakterium wurde eine starkere Adhasion und Atmungsaktivitat auf den
Hydrophobin-modifizierten oder den unbehandelten Oberflachen detektiert.

Analyse der primaren Biofilmbildung im Biofilm-Réhrenreaktor (Durchfluss-
System)

Zur weiteren Untersuchung der primaren Stadien der Biofilmbildung auf unmodifizierten
und Hydrophobin-modifizierten Glasoberflachen in einem Durchfluss-System wurde als
Referenzstamm ein GFP-markierter E. coli Stamm (BW3110, pJOE 4056.2 His e-GFP)
verwendet (Wilms et al. 1999; Wegerer et al. 2008). Nach Induktion des Promotors
durch 0,2% Rhamnose wird hier das ,grun fluoreszierende Protein® (GFP) stabil
intrazellular exprimiert und erlaubt so eine spezifische Detektion der Bakterien mit dem
Epifluoreszenzmikroskop ohne zusatzliche Markierungsschritte.

Der verwendete E .coli Stamm wurde in einem Durchflussreaktor in BHI Medium mit
0,2% L(+) Rhamnose angezogen. Die Adhasion der Bakterien auf mit H*Protein A und
H*Protein B beschichteten und unmodifizierten Glasoberflachen wurde nach 5, 17 und
26 Std. analysiert. Vor der mikroskopischen Kontrolle der adharenten Bakterien wurden
die Oberflachen in Zellwaschpuffer gewaschen, um lose angelagerte Bakterien zu
entfernen. Die Biofilme wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop untersucht und die
Adhasion der Bakterien anhand der Oberflachenbedeckung quantifiziert. Hierflr wurde
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die Software Bioflux 200 (Kapitel 4.7.2) verwendet. Zusatzlich wurde die Anzahl der
kultivierbaren Bakterien pro cm? iiber die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
ermittelt.

Tabelle 2. Oberflachenbedeckung der E. coli Biofilme auf unbehandelten und mit Fusionshydrophobin
H*Protein B modifizierten Glasoberflachen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten im Biofilm-
Roéhrenreaktor.

Inkubation (Std.) Oberfliche Oberflichenbedeckung (%)

Kontrolle (Glasoberflache) n.b.

5 H*Protein B, ohne SDS Behandlung (a-helikal) 0,06
H*Protein B, mit SDS Behandlung (B-Faltblatt) 0,07

Kontrolle (Glasoberflache) 0,15

17 H*Protein B, ohne SDS Behandlung (a-helikal) 0,39
H*Protein B, mit SDS Behandlung (B-Faltblatt) 0,41

Kontrolle (Glasoberflache) 0,26

26 H*Protein B, ohne SDS Behandlung (a-helikal) 0,33
H*Protein B, mit SDS Behandlung (B-Faltblatt) 0,51

Nur wenige E. coli Zellen hatten sich nach 5-stiindiger Inkubation auf den Oberflachen
angelagert. Die Zellen waren sehr inhomogen verteilt und in vielen Bereichen waren
keine Bakterien detektierbar. Nach 17 Std. war die unbeschichtete Glasoberflache zu
0,15% mit Bakterien bedeckt (Tabelle 2) was 3,3 x 10° Zellen pro cm? entspricht. Die
Oberflachenbedeckung auf den H*Protein B modifizierten Oberflachen war mit 0,39%
fur Oberflachen vor SDS Behandlung (a-helikale Konformation) und 0,41% fur Oberfla-
chen nach SDS Behandlung (B-Faltblatt Konformation) deutlich héher (14,5 — 15,4 x 10°
Zellen pro cm?). Die Oberflichenbedeckung nahm mit steigender Inkubationszeit
deutlich zu und nach 26 Std. waren 0,26% der reinen Glasoberflache und 0,33% bzw.
0,51% der Hydrophobin-beschichteten Oberflache mit Bakterien bedeckt. Auf den
Hydrophobin-modifizierten Oberflaichen konnte im Vergleich zu unbeschichteten
Glasoberflachen eine verstarkte Bakterienadhdsion detektiert werden. Die Bakterien
adharierten vorzugsweise auf mit H*Protein B in B-Faltblatt Endform beschichteten
Oberflachen (Abbildung 37).
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Glas Glas beschichtet mit H*Protein B
(mit SDS Behandlung; B-Faltblatt Konformation)

Abbildung 37. Mikroskopische Aufnahmen der adharenten GFP-markierten E. coli Zellen auf unbeschich-
teten (links) und mit H*Protein B (rechts) beschichteten Glasoberflichen. Die Oberflachen wurden fir
26 Std. im Réhrenreaktor im Durchfluss in Bakteriensuspension inkubiert.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass sowohl im statischen System als
auch im Durchfluss-System eine verstarkte primare Bakterienadhasion und Biofilmbil-
dung von E. coli BW3110 auf Hydrophobin-modifizierten Oberflachen stattfindet.

24.2 Ausgereifte Biofilme

Biomimetische Oberflachenmodifikationen mit den rekombinanten Fusionshydropho-
binen H*Protein A und H*Protein B hatten einen Einfluss auf die primare bakterielle
Adhasion und frihe Stadien der Biofilmbildung. Abhangig von der Bakterienart und dem
Wachstumsmedium war eine verstarkte oder verminderte Adhasion auf Hydrophobin-
beschichteten Oberflachen detektierbar (Abbildung 34). Eine natirliche gemischte
Abwasserpopulation adharierte verstarkt auf den Hydrophobin-beschichteten Oberfla-
chen (Abbildung 35). Um zu untersuchen, ob sich diese Effekte auf die weitere Entwick-
lung des Biofilms auswirken, wurden neben der primaren Adhasion und friilhen Stadien
der Biofilmentwicklung auch ausgereifte Biofilme untersucht.

Da in Biofilmen die Interaktionen zwischen den Mikroorganismen eine entscheidende
Rolle spielen, wurde hier eine natlrliche Bakterienpopulation den Referenzkulturen
vorgezogen. Es wurde der Ablauf einer kommunalen Klaranlage mit einer aus vorheri-
gen Untersuchungen bekannten hohen Bakteriendichte und Diversitat als Startsuspen-
sion fUr das Biofilmwachstum verwendet. Die hier natirlich vorkommenden Bakterien
sind bereits gut an die gegebenen Milieubedingungen adaptiert. Das Biofilmwachstum
erfolgte auf unbehandelten und Hydrophobin-modifizierten Glasoberflachen in einem
Biofilm-Réhrenreaktor. Um natlrliche, aber auch reproduzierbare und konstante
Milieubedingungen flr das Biofilmwachstum zu simulieren, wurde als Wachstumsmedi-
um synthetisches Abwasser, zusammengesetzt nach DIN EN ISO 11733 (Kapitel
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4.5.2), eingesetzt Die Biofilme wurden nach einer 4-wéchigen Inkubation in Bezug auf
ihre rdumliche Verteilung und Struktur, sowie die Anzahl der kultivierbaren Bakterien
und die Populationszusammensetzung charakterisiert.

Rédumliche Verteilung und Struktur der Biofilme

Nach der Inkubation wurden die Bakterien direkt auf den Oberflachen mit dem DNA-
interkalierenden Farbstoff Syto9 gefarbt und die raumliche Verteilung und die Struktur
des Biofilms mit Epifluoreszenzmikroskopie untersucht. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Biofilmstruktur und raumlichen Verteilung auf den unbehandelten
und mit H*Protein A und H*Protein B modifizierten Glasoberflachen festgestellt werden.
Alle Oberflachen waren mit einem mehrschichtigen dreidimensionalen Biofilm bedeckt
(Abbildung 38).

Glasoberflache beschichtet mit H*Protein A (a-helical) beschichtet mit H*Protein B (B-Faltblatt)

Abbildung 38. Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines ausgereiften Biofilms auf
unbehandelten und mit den rekombinanten Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B modifizier-
ten Glasoberflachen. Fir die Biofilmkultivierung in einem Durchflussreaktor wurde natlrliches Abwasser als
Inokulum und synthetisches Abwasser als Nahrstoffquelle verwendet. Die Biofilme wurden nach 4-wdchiger
Inkubation direkt auf den Oberflachen mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Syto9 geférbt und mit
Epifluoreszenzmikroskopie analysiert.

Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf den unterschiedlichen Oberflachen

Neben der Biofilmstruktur wurde auch die Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf den
unterschiedlichen Oberflachen bestimmt.

Die koloniebildenden Einheiten wurden im Plattengussverfahren auf Nahrmedium
(R2A-Agar) fur heterotrophe Bakterien bestimmt (Reasoner und Geldreich 1985). Auf
unbeschichteten Glasoberflichen wurden 6 x 10* kultivierbare Bakterien pro cm?
nachgewiesen (Tabelle 3). Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien lag auf den Hydro-
phobin-modifizierten Oberflichen in derselben GréRenordnung und reichte von 1 x 10*
Zellen pro cm? auf Oberflichen modifiziert mit H*Protein B vor SDS Behandlung
(a-helikal) bis zu 6 x 10* Zellen pro cm? auf Oberflichen modifiziert mit H*Protein A
(a-helikal).

Parallel zu den adharenten Bakterien wurde auch die Anzahl der Bakterien in der
planktonischen Phase kontrolliert. Der Biofilmreaktor wurde mit einer Konzentration von
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9 x 10° Bakterien /mL gestartet. Nach vier Wochen waren 3 x 10° kultivierbare Bakte-
rien in der planktonischen Phase detektierbar.

Tabelle 3. Anzahl der kultivierbaren Bakterien (KBE) pro cm? auf unbehandelten und Hydrophobin-
modifizierten Glasoberflachen nach 4-wochiger Inkubation in einem Biofilm-Rohrenreaktor. Fir die
Biofilmkultivierung wurde nattirliches Abwasser als Inokulum und synthetisches Abwasser als Nahrstoff-
quelle verwendet.

Oberflichenmodifikation KBE / cm’

Kontrolle (Glasoberfldche) 5.6x 10°
H*Protein A, ohne SDS Behandlung (a-helikal) 6.4x 10*
H*Protein A, mit SDS Behandlung (B-Faltblatt) 2.8x 10*
H*Protein B, ohne SDS Behandlung (a-helikal) 1.3x10*
H*Protein B, mit SDS Behandlung (B-Faltblatt) 2.8x10*

Populationszusammensetzung der planktonischen Phase und der Biofilme

In Bezug auf die radumlichen Verteilung und der Anzahl der kultivierbaren Bakterien
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Biofilmen auf unbehandelten
und Hydrophobin-modifizierten Oberflachen festgestellt werden. Dariber hinaus
wurden die Biofilme qualitativ mit einer molekularbiologischen Fingerabdruck-Methode
untersucht (Muyzer et al. 1993; Emtiazi et al. 2003). Die mit einer Polymerase-Ketten-
Reaktion gekoppelte Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (PCR-DGGE)
ermdglicht es, einen rDNA basierten Fingerabdruck von Bakterienpopulationen zu
erzeugen, wobei jede Bande des erhaltenen Musters einer Bakterienspezies entspricht.
Die Anzahl der Banden zeigt somit die Biodiversitat eines Biofilms (Muyzer et al. 1993;
Rieder et al. 2008). Die PCR-DGGE wurde eingesetzt, um Unterschiede in der Zusam-
mensetzung der Biofiimgemeinschaften auf den unbehandelten und Hydrophobin-
modifizierten Glasoberflachen zu detektieren. Zusatzlich wurde neben den Biofilmpopu-
lationen auch die planktonische Phase analysiert. Fir die initiale PCR-Reaktion wurde
das Primerpaar 27F und 517R, das auf der eubakteriellen 16S rDNA bindet, verwendet.
Die 526 bp PCR Produkte wurden mit DGGE aufgetrennt.

Zuerst wurde das DGGE Muster der planktonischen Phase analysiert (Abbildung 39).
31 DNA Banden, die jeweils einer eubakterielle Spezies entsprechen, waren vorhanden
und bestétigten die hohe bakterielle Diversitat des verwendeten natirlichen Abwassers.
Die verschiedenen Biofiimgemeinschaften waren nicht so divers wie die planktonische
Phase. 13 bis 24 DNA Banden wurden in den Biofilmproben der unbehandelten und
Hydrophobin-modifizierten Oberflachen detektiert. Nicht alle DNA Banden, die im
DGGE Bandenmuster der planktonischen Phase vorhanden waren, waren auch in den
Biofilmgemeinschaften zu finden, d.h. nicht alle Bakterien waren an der Biofilmbildung
beteiligt.
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. Biofilm
Abbildung 39. PCR-DGGE Analyse der
unbeschichtet beschichtet
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nach 4-wochiger Inkubation im  Biofilm-
Roéhrenreaktor. Die PCR Fragmente der
planktonischen Bakterien sind in Spur 1
aufgetragen. Spur 2 und 3 = Biofilme von
unbehandelten Glasoberflachen; Spur 4 und 5 =
Biofilme von Glasoberflachen modifiziert mit
H*Protein A ohne und mit SDS Behandlung;
Spur 6 und 7 = Biofilme von Glasoberflachen
modifiziert mit H*Protein B ohne und mit SDS
Behandlung. Die Anzahl der vorhandenen DNA- -
Banden ist am Ende jeder Spur aufgefihrt. »
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Der Dice Koeffizient (Kapitel 4.8.1) flir den paarweisen Vergleich von bakteriellen
Gemeinschaften gibt die prozentuale Ahnlichkeit an (Tabelle 4). Die Ahnlichkeit der
planktonischen Phase und der verschiedenen Biofilmproben lag zwischen 59% und
76% und bestatigte die selektive Besiedlung. Die prozentuale Ahnlichkeit stieg beim
Vergleich der Biofilmpopulationen der unbehandelten und Hydrophobin-beschichteten
Glasoberflachen an. Eine Ahnlichkeit zwischen 75% und 85% konnte bestimmt werden,
was bestatigte, dass die Hydrophobin-Modifikation keinen Einfluss auf die Biofilment-
wicklung und damit ausgereifte Biofilme hatte.
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Tabelle 4. Vergleich der PCR-DGGE Bandenmuster der verschiedenen bakteriellen Populationen mit dem
Dice Koeffizienten. 1 = planktonische Bakterien; 2 und 3 = Biofilme von unbehandelten Glasoberflachen;
4 = Biofilm von Glasoberflichen modifiziert mit H*Protein A ohne SDS Behandlung; 5 = Biofilm von
Glasoberflachen modifiziert mit H*Protein A mit SDS Behandlung; 6 = Biofilm von Glasoberflachen
modifiziert mit H*Protein B ohne SDS Behandlung. 7 = Biofilm von Glasoberflichen modifiziert mit
H*Protein B mit SDS Behandlung.

Probe 1 2 3 4 5 6 7

1 1.00

2 0.76 1.00

3 0.71 0.94 1.00

4 0.59 0.75 0.80 1.00

5 0.76 0.79 0.78 0.65 1.00

6 0.74 0.81 0.85 0.67 0.89 1.00

7 0.67 0.81 0.76 0.73 0.86 0.93 1.00
243 Zusammenfassung des Einflusses der Oberflaichenmodifikation mit

H*Protein A und H*Protein B auf die bakterielle Biofilmbildung

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B wirkten in
Lésung antibakteriell gegen verschiedene Gram-positive und Gram-negative Bakterien
und auch die eukaryotische Hefe P. pastoris. Sie sind zudem sehr gut fir gro3flachige
Oberflachenbeschichtungen geeignet und veranderten die Oberflachenhydrophobizitat.
Biomimetische Oberflachenmodifikationen mit H*Protein A und H*Protein B hatten
einen Einfluss auf die primare bakterielle Adhasion. Abhangig von der Bakterienart und
dem Wachstumsmedium flihrten sie zu einer verstarkten oder verminderten primaren
Adhasion und frihen Biofilmbildung. Gemischte Abwasserpopulationen adharierten
verstarkt auf Hydrophobin-beschichteten Oberflachen; dieser Effekt wirkte sich jedoch
nicht auf die weitere Entwicklung des Biofilms aus. In ausgereiften Abwasserbiofiimen
konnten keine Unterschiede in der Biofilmstruktur, der Anzahl der Kkultivierbaren
Bakterien oder der Populationszusammensetzung detektiert werden.

Um die positiven Eigenschaften der Hydrophobinbeschichtung auszunutzen und eine
gezielte Manipulation der Biofilmbildung zu erreichen, wurde eine Funktionalisierung
der Hydrophobin-beschichteten Oberflachen durchgefihrt (Kapitel 2.5).

2.5 Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B kdnnen durch
das von der BASF-SE etablierte rekombinante Herstellungsverfahren industriell im
Kilogramm Malstab produziert werden. Sie sind sehr gut flr grof3flachige Oberflachen-
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beschichtungen verschiedener Materialien geeignet. Flr die biomimetische Oberfla-
chenmodifikation wurden nur 14-17 mg pro Quadratmeter bendtigt. Die Fusionshydro-
phobine assemblierten auf unterschiedlichen (vorzugsweise hydrophilen) Oberflachen
in stabile Proteinschichten, die sich auch durch die Behandlung mit Detergenzien oder
konzentrierten Sauren nicht ablésen liefien. Die in Suspension vorhandene antibakteri-
elle Wirkung und die Veranderung der Oberflacheneigenschaften, wie der Oberflachen-
hydrophobizitdt, durch die Oberflachenmodifikation fuhrte dennoch zu keiner
signifikanten Beeinflussung der bakteriellen Biofilmbildung.

Die positiven Eigenschaften der rekombinanten Fusionshydrophobine kénnen jedoch
ausgenutzt werden und die Proteinschichten als universelle Grundlage fir spezifische
Funktionalisierungen verwendet werden. Die Funktionalisierung einer Oberflache wird
somit durch die Hydrophobinbeschichtung unabhangig von den Eigenschaften der
jeweiligen Oberflache.

Proteine, wie die Fusionshydrophobine, bieten verschiedene Madglichkeiten zur
Modifikation mit z.B. antimikrobiellen Substanzen, um eine gezielte Beeinflussung des
Biofiimwachstums zu erreichen. Hierbei ist eine rekombinante Modifikation oder die
chemische Modifikation der beschichteten Oberflachen Gber verschiedene funktionelle
Gruppen der Hydrophobine mdglich. Im Folgenden wurde die Funktionalisierung der
Hydrophobinbeschichtung Uber eine Streptavidin-Briicke als mogliches Konzept
untersucht.

251 Strategie: Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung liber eine
Streptavidin-Briicke

Zur spezifischen Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung wurde Streptavidin
als Haftvermittler fir die Bindung verschiedener antimikrobieller Substanzen eingesetzt.
Die Funktionalisierung wurde schrittweise aufgebaut (Abbildung 40). Zuerst wurde die
Hydrophobinbeschichtung biotinyliert und anschliefend Uber Self-Assembly eine
Streptavidin-Monolage auf dieser Oberflache generiert. Zur Biotinylierung, d.h. der
Anbindung von Biotin an funktionelle Gruppen eines Proteins, wurde das kommerziell
erhaltliche Sulfo-NHS-Biotin verwendet. Dieses besitzt einen N-Hydroxysuccinimidrest
und ermoglicht dadurch die Bindung von Biotin an primare Amine, welche z.B. in
Proteinseitenketten (Lysin) und am N-Terminus von Proteinen vorhanden sind.
Streptavidin ist ein aus vier Untereinheiten aufgebautes Protein, wobei jede der
Untereinheiten mit sehr hoher Affinitat jeweils ein Molekiil Biotin binden kann (Chaiet
und Wolf 1964). Aufgrund seiner symmetrischen Struktur kann Streptavidin maximal
zwei Oberflachenbiotine binden. Somit bleiben zwei weitere Biotin-Bindungstaschen pro
Streptavidin unbesetzt. Diese sind aufgrund der tetrameren Anordnung des Proteins
nicht zur Oberflache, sondern nach ,oben® orientiert und kénnen weitere biotinylierte
Molekile, Proteine oder Nanopartikeln binden (Lehnert 2011). Zur Funktionalisierung
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der Hydrophobinbeschichtung wurden die antimikrobiellen Substanzen Lysozym,
Polymyxin B und Vancomycin mit Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert und tber Streptavidin auf
den Oberflachen immobilisiert.

NH,

Antimikrobielle Substanz

Biotin
Streptavidin fungiert als Briicke o
und verbindet zwei biotinylierte m Streptavidin

Substanzen
Biotin
NH '{*z , N\ F;rtimé_re An;ilrio_gruppen
Beschichtung mit rekombinanten £ £ ki) A £ ‘Sm‘:'n";g‘t;’:n‘)‘" ysin-
| | NH

Fusionshydrophobinen [~ = 00 =02
\ A A AAAA/
Oberflache

Abbildung 40. Schematische Darstellung der Strategie der Funktionalisierung von Hydrophobin-
beschichteten Oberflachen Uber eine Streptavidin-Bricke. Mit Hilfe von Streptavidin kénnen zwei
biotinylierte Substanzen miteinander verbunden und somit z.B. antimikrobielle Substanzen auf der
Hydrophobin-beschichteten Oberflachen immobilisiert werden. Die Funktionalisierung der Oberflache wird
durch die Hydrophobinbeschichtung unabhdngig von den spezifischen Eigenschaften der jeweiligen
Oberflache.

25.2 1. Schritt: Biotinylierung der Hydrophobin-beschichteten Oberflachen

Im ersten Schritt der sequentiellen Funktionalisierung wurden die Hydrophobin-
beschichteten Oberflachen mit Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert. H*Protein A enthalt 25
primare Amine als mogliche Angriffsunkte fir die Bindung von Biotin und H*Protein B
10. Die Effizienz der Biotinylierung ist abhangig von der Verteilung der Biotinylierungs-
stellen im Protein, der Proteinkonzentration und der verwendeten Menge an Sulfo-NHS-
Biotin. Die Biotinylierung der Hydrophobin-beschichteten Oberflachen wurde in
Anlehnung an die Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen mit einer 1 mM Biotin-
Lésung durchgeflihrt (Kapitel 4.3.4).

Der spezifische Nachweis der erfolgreichen Biotinylierung der Hydrophobinbeschich-
tung erfolgte immunologisch mit einem mit alkalischer Phosphatase funktionalisierten
Anti-Biotin Antikdrper.
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H*Protein B
H*Protein B
biotinyliert

Glas

Abbildung 41. Immunologischer Nachweis der erfolgreichen Biotinylierung der H*Protein B Beschichtung.
Es wurde ein mit alkalischer Phosphatase funktionalisierter Anti-Biotin Antikorper verwendet. Das
Chemilumineszenzsignal wurde nach Zugabe des Substrates detektiert.

Die biotinylierte Hydrophobinbeschichtung zeigte im Gegensatz zur nicht biotinylierten
Hydrophobinbeschichtung und einer unbeschichteten Glasoberflache ein deutliches
Chemilumineszenzsignal (Abbildung 41). Der erste Schritt der sequentiellen Funktiona-
lisierung konnte erfolgreich durchgefuhrt werden.

253 2. Schritt: Bindung von Streptavidin an die biotinylierte Hydrophobin-
beschichtung

Im zweiten Schritt der sequentiellen Funktionalisierung wurde Streptavidin an die
biotinylierten Hydrophobin-beschichteten Oberflachen gebunden. Fir die Anlagerung
einer Streptavidin-Monolage wurden die biotinylierten Oberflachen fur 2 Std. in einer
0,4 uM Streptavidin-Lésung inkubiert (Kapitel 4.3.4).

Zur Kontrolle der erfolgreichen Streptavidin-Bindung wurde fluoreszenzmarkiertes
Streptavidin eingesetzt und die Anlagerung mit Epifluoreszenzmikroskopie kontrolliert.

H*Protein B biotinyliertes‘H*Protein B

Abbildung 42. Kontrolle der spezifischen Streptavidin-Anlagerung auf einer nicht biotinylierten (rechts) und
biotinylierten (links) H*Protein B Beschichtung. Die Oberflachen wurden fir 2 Std. in einer 0,4 uM Ldsung
aus fluoreszenzmarkiertem Streptavidin inkubiert und anschlieRend mit Epifluoreszenzmikroskopie

analysiert.
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Es konnte eine deutliche Bindung des fluoreszenzmarkierten Streptavidins an die
biotinylierte Hydrophobin-beschichtete Oberflache detektiert werden (Abbildung 42).

254 3. Schritt: Immobilisierung von antimikrobiellen Substanzen

Im dritten Schritt der sequentiellen Funktionalisierung wurden die biotinylierten antimik-
robiellen Substanzen auf den Oberflachen immobilisiert. Die Funktionalisierung der
Hydrophobinbeschichtung mit Hilfe von Streptavidin als Haftvermittler erméglicht die
Immobilisierung einer Vielzahl von Substanzen auf der Oberflache. Als Referenzsub-
stanzen wurden hier Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin eingesetzt.

Lysozym ist ein in der Natur weitverbreitetes 14,3 kDa grof’es Enzym zur Zerstérung
von Bakterien und zur Abwehr bakterieller Infektionen. Es hydrolysiert die B-1,4-
glykosidische Bindung zwischen N-Acetylmuraminsaure- (NAM) und
N-Acetylglucosaminresten (NAG) in den Zuckerketten des Peptidoglycangeriists der
Bakterienzellwand. Hierdurch kommt es zur Lyse der Bakterien. Lysozym wirkt verstarkt
bei Gram-positiven Bakterien, da hier durch den unterschiedlichen Zellwandaufbau die
dickere Peptidoglycanschicht direkt zuganglich und nicht von einer aufderen Membran
umgeben ist. Lysozym hat 7 primare Amine als mdgliche Angriffspunkte fur die
Biotinylierung.

Polymyxin B ist ein 1,4 kDa groftes Polypeptid-Antibiotikum aus Bacillus polymyxa. Es
wirkt hauptsachlich gegen Gram-negative Bakterien, indem es die Permeabilitat der
auleren Zellmembran verandert und diese destabilisiert. Polymyxin hat 5 primare
Amine als mdgliche Angriffspunkte fir die Biotinylierung.

Vancomycin ist ein 1,4 kDa groRes Glycopeptidantibiotikum. Es hemmt den Aufbau der
Bakterienzellwand, indem es mit den endstandigen L-Lysin-D-Alanyl-D-Alanin-Gruppen
des bakteriellen Zellwandbestandteils Murein einen Komplex bildet. Damit blockiert es
die Quervernetzung der Zellwand Gram-positiver Bakterien. Vancomycin wird als
wirksame Alternative bzw. Reserveantibiotikum gegen multiresistente Staphylokokken
eingesetzt. Vancomycin hat 2 primare Amine als mogliche Angriffspunkte flir die
Biotinylierung.

Die antimikrobiellen Substanzen wurden in Bezug auf ihre Wirksamkeit gegentiber dem
klinisch-relevanten multiresistenten Referenzbakterium S. aureus charakterisiert. Nach
der Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen wurde die Effektivitat der Biotinylie-
rung quantifiziert und ihre Wirksamkeit in biotinylierter Form getestet. Die Immobilisie-
rung der Substanzen, als letztem Schritt der Funktionalisierung der Hydrophobin-
beschichteten Oberflachen, wurde immunologisch detektiert.
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Bestimmung der Effektivitit der antimikrobiellen Substanzen gegeniiber
S. aureus

Zur quantitativen Beurteilung der Empfindlichkeit von S. aureus gegenuber den
ausgewahlten antimikrobiellen Substanzen wurde das Bouillon-Mikrodilutionsverfahren
eingesetzt (Kapitel 4.6.1), um die minimale Hemmkonzentration (MHK) von Lysozym,
Polymyxin B und Vancomycin zu ermitteln. Es wurde das flir Empfindlichkeitstests
standardisierte MH Medium zur Bestimmung der MHK von planktonischen S. aureus
Zellen und Biofilmen bei 37°C verwendet. Dartiber hinaus wurde die Empfindlichkeit
von S. aureus unter den spater verwendeten Wachstumsbedingungen im Biofilmreaktor
in BHI Medium bei Raumtemperatur bestimmt.

S. aureus zeigte eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegenuber den antimikrobiellen
Substanzen unter den verschiedenen Wachstumsbedingungen (Tabelle 5). In
MH Medium waren vor allem bei Lysozym deutlich hdhere Konzentrationen notwendig,
um S. aureus abzutbéten bzw. das Wachstum zu inhibieren. Die Biofilme zeigten, wie zu
erwarten, eine deutlich geringere Empfindlichkeit gegeniber den antimikrobiellen
Substanzen als die planktonischen Zellen. Unter den in spateren Experimenten im
Biofilmreaktor verwendeten Wachstumsbedingungen (BHI, Raumtemperatur) zeigten
die untersuchten antimikrobiellen Substanzen eine gute Wirksamkeit.

Tabelle 5. MHK-Werte fiir Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin bei S. aureus. Es wurde die Empfind-
lichkeit von planktonischen Zellen und Biofilmen in MH Medium bei 37°C und von planktonischen Zellen in
BHI Medium bei Raumtemperatur (RT) bestimmt.

MHK (mg/mL) MHK (mg/mL)
MH Medium, 37°C BHI Medium, RT
planktonisch Biofilm planktonisch
Lysozym >10 > 10 0,50
Polymyxin B 0,02 1,10 0,02
Vancomycin <0,01 0,16 0,02

Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen

Die antimikrobiellen Substanzen wurden fur die Immobilisierung auf den Hydrophobin-
modifizierten Oberflachen Uber die Streptavidin-Briicke biotinyliert. Die Biotinylierung
von Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin wurde mit einem 20-fachen molaren
Uberschuss an Sulfo-NHS-Biotin durchgefihrt, was laut Herstellerangaben zu einer
Bindung von 4-6 Biotin-Gruppen pro Molekul fihrt. Die antimikrobiellen Substanzen
wurden zusammen mit der entsprechenden Menge Sulfo-NHS-Biotin unter leichtem
Schwenken fir 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend aufgereinigt
(Kapitel 4.3.4).
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Quantifizierung der Effektivitdt der Biotinylierung

Die Effektivitat der erfolgreichen Biotinylierung wurde mit dem FluoReporter Biotin
Quantitation Assay bestimmt. Mit Hilfe dieses fluorometrischen Nachweises ist die
genaue Bestimmung der Anzahl der Biotin-Markierungen pro Protein mdglich. Der
Nachweis basiert auf der Verdrangung eines mit einem Quencher-Farbstoff markierten
Liganden aus den Biotin-Bindungsstellen von der Substanz Biotective Green durch
Biotin (Kapitel 4.3.6).

Bei Lysozym konnten im Durchschnitt 4,3, bei Polymyxin B 0,8 und bei Vancomycin
1,3 Biotinmarkierungen pro Molekil nachgewiesen werden.

Untersuchung der Aktivitat der antimikrobiellen Substanzen in biotinylierter Form

Durch die Biotinylierung, d.h. die Anbindung von Biotin an funktionelle Gruppen der
antimikrobiellen Substanzen, kann ihre Wirksamkeit verandert werden. Es wurde die
Wirksamkeit von biotinyliertem im Vergleich zu nicht biotinyliertem Lysozym gegentber
dem Referenzbakterium Micrococcus luteus untersucht. Die Aktivitdt von Lysozym
wurde hierbei Uber eine Tribungsmessung (Turbidity Assay) bestimmt. Lysozym und
biotinyliertes Lysozym wurde in einer Mikrotiterplatte seriell verdinnt und mit einer
M. luteus Suspension in PBS-Puffer inkubiert (Kapitel 4.6.4). Die Lyse wurde bei 37°C
Uber 18 Std. bei ODsg5 detektiert.

0,30
<
£ =+—Kontrolle ohne Lysozym
< 0,20 — —#-Standard 1 mg/mL
n
8 ~@-Standard 0,1 mg/mL
=) Standard 0,01 mg/mL
O 015 " ——biotinyliert 1 mg/mL
A 4~ biotinyliert 0,1 mg/mL
—4—Dbiotinyliert 0,01 mg/mL
0,10 3
0,05 T T -
0 5 10 15 20

Zeit t (Stunden)

Abbildung 43. Untersuchung der Wirksamkeit von biotinyliertem Lysozym im Vergleich zu nicht biotinylier-
tem Lysozym gegeniber M. luteus mit einem Turbidity Assay. Es wurden verschiedene Konzentrationen
von biotinyliertem (blaue Graphen) und nicht biotinyliertem (Standard, rote Graphen) Lysozym eingesetzt.
Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Lysozym verwendet (griner Graph). Die Abnahme der ODsgs der
M. luteus Suspension bedingt durch die Lyse der Bakterien wurde iber 18 Std. detektiert.

Die Biotinylierung von Lysozym hatte keinen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat
gegenluber M. luteus (Abbildung 43). Auch bei niedrigen Konzentrationen des biotiny-
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lierten Lysozyms (0,01 mg/mL) konnte analog zu nicht biotinyliertem Lysozym eine Lyse
von M. luteus beobachtet werden.

Nachweis der Immobilisierung der antimikrobiellen Substanzen

Im letzten Schritt der sequentiellen Funktionalisierung wurden die biotinylierten
antimikrobiellen Substanzen auf den Hydrophobin-beschichteten Oberflachen immobili-
siert. Der spezifische Nachweis der erfolgreichen Funktionalisierung der Hydrophobin-
beschichtung erfolgte exemplarisch anhand der Immobilisation von Lysozym. Dieses
wurde auf den Oberflachen immunologisch mit einem primaren Anti-Lysozym Antikor-
per und einem sekundaren HRP funktionalisierten Antikérper nachgewiesen. Die
Detektion erfolgte nach der Zugabe des Substrats ECL Plus uber die emittierte
Chemilumineszenz (Kapitel 4.4.3).

_ H*Protein B
*
H*Protein B . funktionalisiert mit Lysozym

Abbildung 44. Die Immobilisierung von biotinyliertem Lysozym auf der schrittweise funktionalisierten
Hydrophobinbeschichtung wurde immunologisch mit einem primaren Anti-Lysozym und einem sekundéaren
HRP funktionalisierten Antikdrper nachgewiesen. Die Detektion erfolgte Uber die nach der Zugabe des
Substrates emittierte Chemilumineszenz.

Biotinylierte H*Protein B beschichtete Oberflachen mit gebundenem Streptavidin und
immobilisiertem Lysozym zeigten ein deutliches Chemilumineszenzsignal (Abbildung
44, rechts). Auf H*Protein B beschichteten Oberflachen ohne immobilisiertes Lysozym
war dahingegen nur ein sehr schwaches Chemilumineszenzsignal detektierbar
(Abbildung 44, links). Die Lysozymimmobilisierung und damit der letzte Schritt der
sequentiellen Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung wurde erfolgreich
durchgefihrt.

255 Proof of Principle: Nachweis und Quantifizierung der erfolgreichen
Oberflachenfunktionalisierung

Die einzelnen Schritte des sequentiellen Aufbaus der Funktionalisierung der Hydro-
phobin-beschichteten Oberflachen wurden mit Hilfe von immunologischen bzw.
fluoreszenzmikroskopischen Methoden qualitativ nachgewiesen. Fir den online-
Nachweis der Funktionalisierung und eine Quantifizierung wurde die QCM-D Technik
eingesetzt.
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Online-Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung

Fir das online-Monitoring der sequentiellen Funktionalisierung der Hydrophobin-
beschichtung wurden QCM-D Messungen durchgefiihrt. Diese ermdglichten ohne
zusatzliche Markierungsschritte die Echtzeitmessung der molekularen Adsorptions-
und/oder Interaktionsprozesse.

Als Ausgangsmaterial wurden SiO,-beschichtete Schwingquarze verwendet. Diese
wurden nach dem etablierten Standardprotokoll fiir 16 Std. bei 80°C mit dem rekombi-
nanten Fusionshydrophobin H*Protein B beschichtet, fur 10 min. bei 80°C mit 2% SDS
behandelt (B-Faltblatt-Verschiebung) und anschlieBend fir die QCM-D Messungen
verwendet. Die QCM-D Messungen wurden bei einer konstanten Flussrate von
50 pL/min bei 20°C durchgefiihrt. Nach dem Spilen der Schwingquarze mit PBS-Puffer
erfolgte fur 30 min. die Biotinylierung mit einer 1 mM Biotin-Lésung. Nach 20-minttigem
Spulen der Oberflachen mit PBS-Puffer wurde im zweiten Schritt der Funktionalisierung
Streptavidin (gel6st 25 pyg/mL in PBS) an die Oberflachen gebunden. Die Oberflachen
wurden erneut fir 20 min. gesplilt und die biotinylierten antimikrobiellen Substanzen auf
den Oberflachen immobilisiert. Schlief3lich wurden die Oberflachen griindlich mit PBS-
Puffer gespllt, um die Stabilitat der Funktionalisierung zu Uberprifen.

Die einzelnen Schritte der sequentiellen Funktionalisierung des H*Protein B beschichte-
ten Schwingquarzes waren im QCM-D Sensogramm deutlich detektierbar (Abbildung
45). Die Biotinylierung der Hydrophobinbeschichtung war nach 30 min. noch nicht
vollstandig abgeschlossen. Die an die primaren Amine von H*Protein B gebundenen
Biotinmolektile waren stabil gebunden, und durch das anschlieRende Spuilen mit PBS-
Puffer kam es zu keiner detektierbaren Frequenz- oder Dissipationsanderung. Strep-
tavidin ist mit einer molekularen Masse von 60 kDa ein sehr grof3es Molekdil, und durch
die Ausbildung der Streptavidin-Monolage im nachsten Schritt kam es zu einer deutli-
chen Anderung der Resonanzfrequenz. Die Anderung der Dissipation war gering, was
auf eine sehr feste Bindung zwischen Biotin und Streptavidin und die Ausbildung einer
starren Schicht hindeutet. Streptavidin war ebenfalls irreversibel an die Oberflache
gebunden und wurde nicht durch den nachfolgenden Spilschritt mit PBS-Puffer
abgel6st. Die Bindung von biotinyliertem Lysozym flihrte zu einer Frequenz- und
Dissipationsanderung. Die Immobilisierung war jedoch nicht vollstandig stabil, und ein
Grolteil des gebundenen Proteins wurde durch anschlieRendes Spllen mit PBS-Puffer
wieder geldst.
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Abbildung 45. Reprasentatives QCM-D Sensogramm der online-Funktionalisierung eines H*Protein B
beschichteten SiO.-Schwinquarzes. Es sind die Anderung der Resonanzfrequenz (blaue Graphen) und der
Dissipation (rote Graphen) uber die Zeit wahrend der einzelnen aufeinanderfolgenden Schritte der
sequentiellen Funktionalisierung bei einer konstanten Flussrate von 50 yL/min und 20°C dargestellt. Es
wurden die Daten der 3. bis 11. Oberténe verwendet.

Um zu kontrollieren, ob bei der Lysozymimmobilisierung die Detektionsgrenzen des
QCM-D erreicht wurden, oder ob alles zuvor gebundene Lysozym durch das Waschen
mit PBS-Puffer wieder gelést worden war, wurde ein Antikdrpernachweis direkt auf den
QCM-D Sensorkristallen durchgefihrt. Hierbei wurde als primarer Antikérper ein Anti-
Lysozym Antikérper und als sekundarer Antikorper ein mit HRP funktionalisierter
Antikérper verwendet. Die Detektion erfolgte Uber die emittierte Chemilumineszenz
nach Zugabe des Substrats ECL Plus.

Mit Hilfe des immunologischen Nachweises konnte auf den QCM-D Sensorkristallen
trotz einer sehr geringen (oder fehlenden) Anderung in der Resonanzfrequenz Af durch
die Lysozymanlagerung nach dem Spilen mit PBS-Puffer, Lysozym nachgewiesen
werden (Abbildung 46, Probe 3). Als Kontrolle der Spezifitat des Nachweises wurde ein
H*Protein B beschichteter SiO,-Sensorkristall verwendet Hier konnte kein Chemilumi-
neszenzsignal detektiert werden (Abbildung 46, Probe 1). Auf H*Protein B beschichte-
ten SiO,-Sensoren, die nicht biotinyliert und nicht mit Streptavidin inkubiert wurden,
konnte keine unspezifische Bindung von biotinyliertem Lysozym nachgewiesen werden
(Abbildung 46, Probe 2).
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1 2 3 1) H*Protein B beschichteter SiO,-Kristall

2) H*Protein B beschichteter SiO,-Kristall
‘ mit biotinyliertem Lysozym

3) H*Protein B beschichteter SiO,-Kristall
mit Biotinylierung, Streptavidin und
biotinyliertem Lysozym

Abbildung 46. Immunologischer Nachweis der Lysozymimmobilisierung wahrend der online-
Funktionalisierung auf QCM-D Sensorkristallen. Als primarer Antikérper wurde ein Anti-Lysozym und als
sekundarer Antikérper ein mit HRP funktionalisierter Antikdrper verwendet. Die Detektion erfolgte Uber die
emittierte Chemilumineszenz nach der Zugabe des Substrates. Als Kontrollen wurde ein SiO,-Kristall ohne
immobilisiertes Lysozym (1) und ein SiO,-Kristall ohne vorherige Biotinylierung und Streptavidin-Bindung
(2) verwendet.

Bei der online-Funktionalisierung wurde mit der Lysozym-Immobilisierung die Detekti-
onsgrenze des QCM-D erreicht. Auch wenn mit dem QCM-D auf den Sensorkristallen
nach dem Spulen mit PBS-Puffer kein oder nur ein sehr geringes Af detektierbar war,
konnte das immobilisierte Lysozym eindeutig Gber Antikbrper nachgewiesen werden.

Quantifizierung der immobilisierten antimikrobiellen Substanzen.

Eine Quantifizierung der auf den Oberflachen immobilisierten Substanzen war aufgrund
der Unterschreitung der Nachweisgrenze der Quarzkristall-Mikrowaage nicht mdéglich.
Alternativ. wurde daher eine Abschatzung der pro Flacheneinheit gebundenen
Lysozymmenge im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt.

Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte nach dem etablierten Standardprotokoll mit H*Protein
B beschichtet. Die Hydrophobinbeschichtung wurde anschlieRend biotinyliert, Strep-
tavidin wurde gebunden und biotinyliertes Lysozym immobilisiert. Das verwendete
Lysozym war im Durchschnitt mit 4,3 Biotinmolekulen pro Proteinmolekul markiert und
wurde in Konzentrationen von 50 ug/mL und 500 ug/mL eingesetzt. Zur Abschatzung
der auf den funktionalisierten Oberflachen gebundenen Lysozymmenge wurde eine
Eichgerade mit bekannten Lysozymkonzentrationen verwendet. Der Lysozym Nachweis
wurde immunologisch mit einen primaren Anti-Lysozym und einen sekundaren HRP
funktionalisierten Antikérper durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte anhand der nach der
Substratzugabe emittierten Chemilumineszenz. Ausgehend von den Signalintensitaten
der Lysozym-Eichgerade im linearen Bereich wurde die maximal immobilisierte
Lysozymmenge auf den funktionalisierten Oberflachen bestimmt.

Die auf den funktionalisierten Oberflachen immobilisierte Lysozymmenge ist abhangig
von der Konzentration der eingesetzten Lysozymldsung (Tabelle 6). Aus einer Lésung
mit einer Konzentration von 50 pg/mL wurden 1,6 pg Lysozym pro cm? immobilisiert.
Dieser Wert stieg auf 4,6 pg/cm? fiir eine Ausgangslésung mit einer Konzentration von
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500 pg/mL. Die Nachweisgrenze der Quarzkristall-Mikrowaage liegt laut Herstelleran-
gaben bei 0,5 ng/cm? und damit deutlich tiber den hier fiir Lysozym bestimmten Werten.
Auf Kontrolloberflachen ohne immobilisiertes Lysozym konnten keine unspezifischen
Signale detektiert werden.

Tabelle 6. Quantifizierung der Menge an immobilisiertem biotinylierten Lysozym. Der Lysozym Nachweis
wurde immunologisch mit einen primaren Anti-Lysozym und einen sekundaren HRP funktionalisierten
Antikérper durchgefiihrt im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte anhand der nach
der Substratzugabe emittierten Chemilumineszenz. Die maximal immobilisierte Lysozymmenge wurde
anhand der Chemilumineszenzintensitat einer Eichgeraden mit bekannten Lysozymkonzentrationen
abgeschatzt. Die Kavitat einer 96-well Mikrotiterplatte hat eine Flache von 30 mm?>.

Konzentration eingesetzte  Lysozym gebunden/.”Omm2 Lysozym gebunden/cm2

Lysozymlosung
50 pg/mL 0,5 pg 1,6 pg
500 pg/mL 1,4 pg 4,6 pg
2.5.6 Zusammenfassung Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein A eignen sich sehr
gut fir biomimetische Oberflachenmodifikationen. Um den Einfluss dieser universell
einsetzbaren Beschichtung auf die bakterielle Biofilmbildung zu erhéhen, wurde eine
Funktionalisierung der Hydrophobinschicht mit antimikrobiellen Substanzen durchge-
fuhrt. Streptavidin wurde hierbei als Haftvermittler fir die Bindung von Lysozym,
Polymyxin B und Vancomycin eingesetzt. Die Funktionalisierung wurde schrittweise
aufgebaut. Zuerst wurde die Hydrophobinbeschichtung biotinyliert, anschlieRend Uber
Self-Assembly eine Streptavidin-Monolage auf dieser Oberflache generiert und als
letzter Schritt die biotinylierten antimikrobiellen Substanzen gebunden. Die einzelnen
Schritte der sequentiellen Funktionalisierung konnten immunologisch bzw. fluores-
zenzmikroskopisch nachgewiesen und online mit der Quarzkristall-Mikrowaage
detektiert werden. Exemplarisch wurde die Menge an immobilisiertem Lysozym
quantifiziert. Pro cm? wurden abhdngig von der eingesetzten Proteinkonzentration
1,6—4,6 pg Lysozym stabil gebunden.

Das untersuchte Konzept der Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtungen uber
eine Streptavidin-Briicke kann flr gezielte Oberflachenfunktionalisierungen mit unter-
schiedlichen antibakteriellen oder antifouling Substanzen eingesetzt werden. Es
erdffnet die Mdoglichkeit einer anwendungsorientierten Funktionalisierung von unter-
schiedlichen Oberflachen und einer spezifischen Manipulation des Biofilmwachstums.

In Kapitel 2.6 wird der antimikrobielle Effekt der funktionalisierten Oberflachen und ihr
Einfluss auf die bakterielle Biofilmbildung untersucht.
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2.6 Einfluss der Funktionalisierung auf das Bakterienwachstum

Die biomimetische Oberflachenbeschichtung mit dem rekombinanten Fusionshydro-
phobin H*Protein B wurde mit den antimikrobiellen Substanzen Lysozym, Polymyxin B
und Vancomycin funktionalisiert. Im Folgenden wurde zuerst die antimikrobielle Aktivitat
der funktionalisierten Oberflachen untersucht. AnschlieRend wurde der Einfluss der
Funktionalisierung auf das bakterielle Biofilmwachstum im statischen System und unter
definierten Scherkraften in einem kommerziellen Biofilmreaktor (CDC-Biofilmreaktor)
analysiert. Als Referenzkeim wurde das Methicillin resistente Gram-positive Bakterium
S. aureus eingesetzt.

2.6.1 Charakterisierung der antimikrobiellen Aktivitat der funktionalisierten
Oberflachen

Kirby-Bauer Diffusionstest

Um eine mdgliche Freisetzung (Leaching) der immobilisierten Substanzen von den
funktionalisierten Hydrophobin-beschichteten Oberflachen zu detektieren, wurde die
Kirby-Bauer Diffusionsmethode angewendet (Kapitel 4.6.2). Dieser Agardiffusionstest
wird standardmafig in der Routinediagnostik verwendet, um die Empfindlichkeit von
Bakterienstammen gegeniber Antibiotika zu bestimmen. Eine Inhibitionszone (ZOIl =
zone of inhibition) in der mikrobielles Wachstum verhindert wird, zeigt die Effizienz bzw.
die Freisetzung der antimikrobiellen Substanzen an.

Als Referenzkeim wurde S. aureus auf einer MH Agar-Platte ausgestrichen. Glascou-
pons, beschichtet mit dem rekombinanten Fusionshydrophobin H*Protein B nach
Standardprotokoll und funktionalisiert mit den antimikrobiellen Substanzen Lysozym,
Polymyxin B und Vancomycin, wurden auf den Agar aufgelegt und die Platte flr 24 Std.
bei 37°C inkubiert. Zusatzlich wurden Filterpapierplattchen, getrankt mit unterschiedli-
chen Konzentrationen der antimikrobiellen Substanzen, verwendet.

Um die getrankten Filterpapiere waren nach 24-stundiger Inkubationszeit abhangig von
der Konzentration deutliche ZOls erkennbar. Die Lésungen der antimikrobiellen
Substanzen diffundierten aus dem Filterpapier in den Agar und unterdriickten das
Wachstum von S. aureus. Im Bereich um die funktionalisierten Oberflachen waren
keine ZOls erkennbar. Dies ist darauf zurlckzufiihren, dass die antimikrobiellen
Substanzen fest auf den funktionalisierten Oberflachen gebunden waren und nicht
freigesetzt wurden, oder dass die Konzentration der gebundenen Substanzen auf den
Oberflachen zu gering war, um eine ZOI zu erzeugen.
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Analyse der antibakteriellen Aktivitat der funktionalisierten Oberflachen

Die Uberpriifung und Bestimmung der antibakteriellen Aktivitat der immobilisierten
Substanzen wurde in Anlehnung an das standardisierte Testverfahren ASTM E 2149
durchgefiihrt (Kapitel 4.6.3). Dieser Test ermdéglicht die Bestimmung der antimikrobiel-
len Aktivitat immobilisierter Substanzen unter dynamischen Bedingungen. Die Voraus-
setzung fir die Anwendung dieses Testverfahren ist, dass die gebundenen
antimikrobiellen Substanzen fest auf der Oberflache immobilisiert sind und nicht
freigesetzt werden. Dies konnte mit dem zuvor durchgefiihrten Kirby-Bauer Diffusions-
test bestatigt werden.

Als Referenzbakterien wurden S. aureus und, aufgrund der hdéheren Empfindlichkeit
gegenlber Lysozym, zusatzlich M. luteus eingesetzt. In Zellwaschpuffer (5 mM
Magnesiumacetat, 10 mM Tris, pH 8,0) wurden Bakteriensuspensionen auf eine
ODegoo 0,6 eingestellt. In Zellwaschpuffer wird das Bakterienwachstum gestoppt, die
Bakterienzellen jedoch nicht abgetdtet. Die Bakteriensuspensionen wurden zusammen
mit den funktionalisierten Oberflachen bei 37°C und 100 rpm auf einem Schiittler
inkubiert. Als Kontrolle wurden nicht funktionalisierte Oberflachen und die antimikrobiel-
len Substanzen in geléster Form eingesetzt. Die Kontrolle der Kultivierbarkeit durch die
Bestimmung der KBE erfolgte zu Beginn der Inkubation, nach 3 und 24 Std.. S. aureus
wurde mit Vancomycin funktionalisierten Hydrophobinbeschichtungen und M. luteus mit
Lysozym funktionalisierten Oberflachen inkubiert.

Die Anzahl der kultivierbaren M. luteus Zellen blieb bei der Inkubation in Zellwaschpuf-
fer Uber 24 Std. konstant (Abbildung 47). Auch die Inkubation der Bakterien mit
Glasoberflachen und Glasoberflachen, modifiziert mit H*Protein B, fihrte zu keiner
Abnahme der Anzahl an Kkultivierbaren Bakterien. Bakteriensuspensionen, die mit
Lysozym behandelt und mit Lysozym funktionalisierten Oberflachen inkubiert worden
waren, zeigten eine deutliche Verringerung der Zellzahl. Die mit Lysozym funktionali-
sierte Oberflache zeigte nach 24 Std. eine antimikrobielle Aktivitdt R (R = log KBE
(Kontrolle) — log KBE (Probe)) von 2,8. Dies entspricht einer bakteriellen Reduktion von
annahernd 99,9%. Die mit Lysozym funktionalisierte Oberflache zeigte eine eindeutige
antimikrobielle Aktivitat gegenuber M. luteus.

Bei den Vancomycin funktionalisierten Oberflachen konnte keine antimikrobielle
Aktivitat gegenliber S. aureus detektiert werden.
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Abbildung 47. Logarithmische Darstellung der Anzahl der kultivierbaren M. luteus Zellen zu Beginn und
nach 3- bzw. 24-stindiger Inkubation mit verschiedenen Oberflachen bzw. Kontrollsubstanzen in
Zellwaschpuffer. In der Kontrolle (links, lila Balken) wurde die Stabilitat der Kultivierbarkeit der M. luteus
Zellen in Zellwaschpuffer tber die Dauer der Inkubation Uberpriift. Zur Kontrolle der wirksamen Abtdtung
von M. luteus durch Lysozym wurde dieses in geldster Form in einer Konzentration von 50 pg/mL direkt zur
Bakteriensuspension gegeben (rechts, griine Balken).

Die mit Lysozym funktionalisierten Hydrophobin-beschichteten Oberflachen zeigten
eine antibakterielle Aktivitat gegenliber M. luteus. Bei den Vancomycin funktionalisier-
ten Oberflachen konnte mit den angewendeten Testmethoden keine antibakterielle
Aktivitat gegenlber S. aureus detektiert werden. Die Frage, ob die funktionalisierten
Oberflachen mit und ohne nachgewiesene antibakterielle Aktivitat einen Einfluss auf die
mikrobielle Biofilmbildung haben, wurde im nachsten Abschnitt behandelt. Es wurde
hierfir der Einfluss der funktionalisierten Oberflachen auf die primare Adhasion und
frihe Biofilmbildung im statischen System und anschliefiend im CDC-Biofilmreaktor
unter definierten Scherkraften untersucht.

2.6.2 Einfluss der funktionalisierten Hydrophobinbeschichtung auf das
bakterielle Biofilmwachstum — Untersuchung im statischen System

Im statischen System wurden die Untersuchungen im Mikrotiterplattenformat durchge-
fuhrt. Als Referenzbakterium wurde S. aureus eingesetzt und als Nahrstoffquelle MH
Medium verwendet. Unter diesen Bedingungen findet, wie bereits gezeigt werden
konnte (Kapitel 2.4.1, Abbildung 34), eine verminderte S. aureus Adhasion in Hydro-
phobin-modifizierten Kavitaten im Vergleich zu unbehandelten Kavitaten der Mikrotiter-
platte statt. Die mit H*Protein B fir 16 Std. bei 80°C in B-Faltblatt Konformation
beschichteten Mikrotiterplatten wurden mit Biotin und Streptavidin behandelt und die
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antimikrobiellen Substanzen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin auf den Oberfla-
chen immobilisiert. Die Detektion der primaren Adhasion und der jungen Biofiime
erfolgte Uber die Anfarbung mit Kristallviolett zur Bestimmung der Gesamtbiomasse auf
der Oberflache (Kapitel 4.5.5) und mit Resazurin zur Detektion der atmungsaktiven
Bakterien (Kapitel 4.5.6).

Priméare Adhédsion

Zur Untersuchung der primaren Adhasion wurde eine S. aureus Kultur mit einer ODggg
von 0,8 verwendet. Die Mikrotiterplatte wurde fur 3 Std. bei 37°C mit der Bakteriensus-
pension inkubiert und anschlieRend mit Kristallviolett bzw. Resazurin behandelt.
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Abbildung 48. Biomasse (blau) und Atmungsaktivitat (rot) von adharierten S. aureus Zellen nach
3-stiindiger Inkubation bei 37°C in den unterschiedlichen unbehandelten, H*Protein B beschichteten und
mit den antimikrobiellen Substanzen Vancomycin, Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Kavitaten
einer Mikrotiterplatte.

Nach 3-stlindiger Inkubation konnte auf der unbehandelten Kontrolloberflache deutlich
mehr Biomasse und eine hohere Atmungsaktivitdt detektiert werden, als auf den
H*Protein B beschichteten und funktionalisierten Oberflachen (Abbildung 48). Auf den
funktionalisierten Oberflachen hatten sich die wenigsten S. aureus Zellen angelagert.
Diese zeigten eine ahnliche Atmungsaktivitat wie die auf der H*Protein B Beschichtung
adharierten Bakterien. Die auf den antimikrobiell funktionalisierten Oberflachen
adharierten Bakterien wurden nicht (komplett) abgetétet. Die vorhandene Stoffwech-
selaktivitdt der adharierten Bakterien zeigte, dass lebende Bakterienzellen auf der
Oberflache vorhanden sind.

Um eine moglicherweise verzogert eintretende Wirkung der antimikrobiellen Substan-
zen zu untersuchen, wurden im Folgenden junge Biofilme betrachtet.
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Junge Biofilme

Zur Untersuchung junger S. aureus Biofilme wurde eine Bakterienkultur mit einer ODggo
von 0,1 verwendet. Die Mikrotiterplatte wurde flir 44 Std. bei 37°C mit der Bakterien-
suspension inkubiert und anschliellend mit Kristallviolett bzw. Resazurin behandelt.
Auch nach 44-stiindiger Inkubation wurde auf den unbehandelten Kontrolloberflachen
mehr Biomasse als auf den H*Protein B beschichteten und funktionalisierten Oberfla-
chen detektiert (Abbildung 49). Auf den mit den antimikrobiellen Substanzen Vancomy-
cin, Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Oberflachen hatten sich die wenigsten
S. aureus Zellen angelagert. Die Atmungsaktivitat der adharierten Bakterienzellen war
auf allen Oberflachen vergleichbar. Wie bereits in Kapitel 2.4.1 beschrieben, lasst sich
jedoch nicht direkt anhand der gemessenen relativen Fluoreszenzintensitat des
Resorufins auf die Anzahl der stoffwechselaktiven und damit lebenden Bakterien
rickschlielen. Durch eine schnellere Limitierung des Nahrstoffangebotes und eine
dadurch bedingte Verzégerung der wachstumsbedingten Stoffwechselprozesse kann
es z.B. vorkommen, dass in Kavitdten mit hoher Zellzahl eine geringere Menge an
Resorufin detektiert wird.

Die auf den funktionalisierten Oberflachen adharierten Bakterien zeigten auch nach
einer 44-stindigen Inkubation eine deutliche Stoffwechselaktivitdt. Es konnte keine
signifikante antimikrobielle Wirkung der mit Vancomycin, Lysozym und Polymyxin B
funktionalisierten Oberflachen detektiert werden.
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Abbildung 49. Biomasse (blau) und Atmungsaktivitdt (rot) von jungen S. aureus Biofilmen nach
44-stiindiger Inkubation bei 37°C in den unterschiedlichen unbehandelten, H*Protein B beschichteten und
mit den antimikrobiellen Substanzen Vancomycin, Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Kavitaten
einer Mikrotiterplatte.
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2.6.3 Einfluss der funktionalisierten Hydrophobinbeschichtung auf das
bakterielle Biofimwachstum — Untersuchungen im Durchfluss-System

Zusatzlich zu den statischen Untersuchungen des Einflusses der funktionalisierten
Oberflachen auf die bakterielle Biofilmbildung wurde auch ein Durchfluss-System
eingesetzt. Die Verwendung des standardisierten CDC-Biofilmreaktors ermdglichte die
Charakterisierung der Biofilmbildung unter definierten Scherkraften. Dies spielt eine
entscheidende Rolle zur Bewertung des Langzeitverhaltens, und liefert zusatzliche
Informationen Uber die Adhasionskrafte der Bakterien auf den Oberflachen.

Zur Untersuchung der Biofilmbildung auf unbehandelten, H*Protein B beschichteten
und mit Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Oberflachen wurde S. aureus als
Referenzkeim und BHI als Nahrmedium eingesetzt. Ausgehend von der fur S. aureus
bestimmten Verdopplungszeit bei Raumtemperatur von 90 min., wurde der Reaktor mit
einer Flussrate von 5 mL/min betrieben (Kapitel 4.5.3). So wurde sichergestellt, dass
die Verweildauer unterhalb der Verdopplungszeit liegt und das Biofiimwachstum im
Gegensatz zum planktonischen Wachstum geférdert wird. Fir die S. aureus Biofilmkul-
tivierung wurde eine Ubernachtkultur aus einer einzelnen Bakterienkolonie in frischem
Medium auf eine ODgy 0,1 verdiinnt. Die Bakterienadhasion erfolgte im Reaktor flr
1,5 Std. ohne Zufluss von frischem Nahrmedium, aber bereits mit definierten Scherkraf-
ten von 0,06 dyn/cm2 und einer Reynoldszahl von 680. Nach 1,5 Std wurde der
Medienzufluss gestartet. Das Biofilmwachstum erfolgte bei Raumtemperatur. Nach 5,
10 bzw. 26 Std. wurden die Oberflachen aus dem Reaktor entnommen und die Biofilme
hinsichtlich der Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf der Oberflache untersucht. Die
Biofilmstruktur und die Anzahl der atmungsaktiven Bakterien wurden fluoreszenzmikro-
skopisch analysiert.

Kultivierbarkeit der Biofilmbakterien

Zur Ermittlung der Anzahl der kultivierbaren Bakterien in den Biofilmen auf den
verschiedenen Oberflachen wurden die Biofilme abgeschabt und die KBE bestimmt.

Tabelle 7. Anzahl der kultivierbaren S. aureus Zellen pro cm? in den Biofilmen auf den unterschiedlichen
Oberflachen. Die Oberflachen wurden fir 5, 10 bzw. 26 Std. im CDC-Biofilmreaktor in Bakteriensuspension
inkubiert. Angegeben sind Mittelwerte von zwei unabhéangigen KBE-Bestimmungen und die entsprechende
Standardabweichung (SD).

5 Std. 10 Std. 26 Std.
KBE/cm® SD KBE/cm® SD KBE/cm* SD
Glas 2,6E+02  1,1IE+01 | 1,1E+03 7,2E+01 6,5E+03  0,0E+00
H*Protein B (H*B) 1,9E+03  5,7E+01 | 5,2E+02 2,2E+01 1,4E+03  5,0E+01
H*B + Lysozym 1,IE+03  1,6E+01 | 1,1E+03 3,2E+01 2,4E+04  2,1E+03
H*B + Polymyxin B 1,2E+03  7,9E+01 | 6,4E+03 7,1E+02 1,1IE+05  5,5E+03
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Nach 5 Std. hatten sich auf allen Oberflachen bereits eine deutliche Anzahl Bakterien
angelagert (Tabelle 7). Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien nahm mit steigender
Inkubationszeit auf allen Oberflachen zu. Nach 26-stlindiger Inkubation konnten auf der
mit Polymyxin B funktionalisierten Oberflache mit 1 x 10° KBE/cm? die meisten kultivier-
baren Bakterien detektiert werden.

Zur genaueren Analyse der bakteriellen Besiedlung wurde die Anzahl der kultivierbaren
Bakterien auf den Hydrophobin-beschichteten und funktionalisierten Oberflachen mit
der Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf der unbehandelten Glasoberflache vergli-
chen. Es wurde die Besiedlungsrate, d.h. der prozentuale Anteil der kultivierbaren
Bakterien auf den modifizierten und funktionalisierten Oberflachen im Vergleich zur
Kontrolloberflache (Glas) berechnet. Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf der
Glasoberflache wurde als 100% betrachtet.
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Abbildung 50. Prozentuale Besiedlung der verschiedenen Oberflachen mit S. aureus Zellen nach 5 Std.
(rechts) bzw. 26 Std. (links) Inkubation. Die Besiedlungsrate wurde als der prozentuale Anteil der
kultivierbaren Bakterien auf den modifizierten und funktionalisierten Oberflichen im Vergleich zur
Kontrolloberflache (Glas) berechnet. Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf der Glasoberflache wurde
als 100% betrachtet.

Nach 5-stlindiger Inkubation war die Besiedlung der Glasoberflache im Vergleich zu
den modifizierten und funktionalisierten Oberflachen am geringsten (Abbildung 50). Auf
der H*Protein B beschichteten Oberflache konnten 7-mal mehr kultivierbare Bakterien
als auf der unbehandelten Glasoberflache nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist
gegenlaufig zu den Daten der Biofilmbildung von S. aureus im statischen System
(Kapitel 2.6.2). In der Mikrotiterplatte lagerten sich mehr Bakterien auf den unbehandel-
ten Kontrolloberflachen an. Dies kdnnte auf die andere Kontrolloberflache (Glas statt
Polystyrol), das andere verwendete Wachstumsmedium (BHI statt MH) und die anderen
Wachstumsbedingungen (Scherkrafte statt statisch) und zuriickzuflihren sein.

Die Anzahl der Kkultivierbaren Bakterien auf den antimikrobiell funktionalisierten
Oberflachen war zwar etwa 4-mal hoher als auf der unbehandelten Glasoberflache,
jedoch niedriger als auf der H*Protein B beschichteten Oberflache
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Nach 26-stindiger Inkubation waren auf der H*Protein B beschichteten Oberflache
weniger Bakterien als auf der Kontrolloberflache detektierbar. Die antibakteriell
funktionalisierten Oberflachen zeigten dahingegen eine sehr starke Bakterienbesied-
lung. Auf der Polymyxin B funktionalisierten Oberflache konnten 8-mal mehr kultivier-
bare Bakterien nachgewiesen werden als auf der Glasoberflache.

Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Biofilme

Die Untersuchung der Kultivierbarkeit der Biofilmbakterien der unterschiedlichen
Oberflachen zeigte keine eindeutige antibakterielle Wirkung der funktionalisierten
Oberflachen. Fir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der Biofilme wurde
zur Detektion von atmungsaktiven Bakterien CTC (5-Cyano-2,3-ditolylchlorid) verwen-
det (Kapitel 4.7.1). CTC ist ein Tetrazoliumsalz, das durch die Dehydrogenase Aktivitat
der Bakterien zu einem wasserunldslichen, rot fluoreszierenden Formazan reduziert
wird. Metabolisch aktive Bakterien erscheinen unter dem Epifluoreszenzmikroskop rot.
Zusatzlich wurde zur Anfarbung aller Bakterien der DNA interkalierende Farbstoff Syto9
verwendet.

H*Protein B (beta)

Lysozym a8 Polymyxin B

Abbildung 51. Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Biofiime auf Glas, Glas
beschichtet mit H*Protein B und Oberflachen funktionalisiert mit Lysozym bzw. Polymyxin B. Die Oberfla-
chen wurden fir 5 Std. in S. aureus Bakteriensuspension im CDC-Biofilmreaktor in BHI inkubiert. Zur
Detektion von metabolisch aktiven Bakterien wurde CTC (rot) und zur Anfarbung aller adhérenten
Bakterien Syto9 (griin) verwendet.
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Nach 5-stiindiger Inkubation im CDC-Biofilmreaktor waren alle Oberflachen mit einem
homogenen Bakterienrasen aus atmungsaktiven Bakterien (rot) bedeckt (Abbildung
51). Neben Bakterien wurde auch die Hydrophobinbeschichtung durch Syto9 angefarbt
und bildete eine unspezifische griine Hintergrundfarbung.

Nach 26 Std. war auf der Glasoberflache und der H*Protein B beschichteten Oberflache
immer noch eine sehr homogene Verteilung der atmungsaktiven Bakterien erkennbar
(Abbildung 52). Auf den Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Oberflachen
hatten sich die Bakterien zu Agglomeraten zusammengelagert

JH*Protein B (beta)

Lysozym . 4 : , PolymyxinB

Abbildung 52. Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Biofiime auf Glas, Glas
beschichtet mit H*Protein B und Oberflachen funktionalisiert mit Lysozym bzw. Polymyxin B. Die Oberfla-
chen wurden flir 26 Std. in S. aureus Bakteriensuspension im CDC-Biofilmreaktor in BHI inkubiert. Zur
Detektion von metabolisch aktiven Bakterien wurde CTC (rot) und zur Anfarbung aller adharenten
Bakterien Syto9 (griin) verwendet.

Neben der qualitativen optischen Auswertung der Struktur und rdumlichen Verteilung
der Biofilme auf den verschiedenen Oberflachen wurde auch die prozentuale Oberfla-
chenbedeckung der untersuchten Materialien mit atmungsaktiven Bakterien quantifi-
ziert. Hierfir wurde die Software Bioflux 200 (Kapitel 4.7.2) verwendet und pro
Oberflache jeweils 10 Bilder mit 200-facher Vergréfierung ausgewertet.

Die Oberflachenbedeckung mit atmungsaktiven Bakterien ist nach 5 Std. auf den
Glasoberflachen mit 1% am niedrigsten und auf H*Protein B beschichteten Oberflachen
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mit 4,5% am hdchsten (Abbildung 50). Die Oberflachenbedeckung der antimikrobiell
funktionalisierten Hydrophobinbeschichtung mit atmungsaktiven Bakterien ist mit 2%
deutlich niedriger als auf der H*Protein B Beschichtung ohne Funktionalisierung.

Auch nach 26 Std. ist die prozentuale Oberflachenbedeckung auf den H*Protein B
beschichteten Oberflachen am hdchsten. Die mit Lysozym und Polymyxin B funktionali-
sierten Oberflachen weisen eine geringere prozentuale Bedeckung mit atmungsaktiven
Bakterien auf.

7,0

6,0

5,0

M 5std.
4,0

B 26 std.
3,0

2,0

Oberflachenbedeckung (%)

1,0

0,0 -
Glas H*Protein B H*Protein B H*Protein B
+ Lysozym + Polymyxin

Abbildung 53. Darstellung der prozentualen Oberflichenbedeckung der unterschiedlichen Oberflachen mit
atmungsaktiven Bakterien nach 5 Std. (griin) und 26 Std. (rot) Inkubation in S. aureus Bakteriensuspension
im CDC-Biofilmreaktor. Die atmungsaktiven Bakterien wurden durch ihre Umsetzung von CTC zum rot
fluoreszierenden Formazan detektiert. Zur Quantifizierung der Oberflachenbedeckung wurde die Software
Bioflux 200 verwendet und pro Oberflache jeweils 10 Bilder mit 200-facher Vergroferung ausgewertet.

Auf den mit Lysozym und Polymyxin funktionalisierten Oberflachen wurden im Gegen-
satz dazu nach 26-stiindiger Inkubation mehr kultivierbare Bakterien detektiert als auf
der nicht funktionalisierten H*Protein B Beschichtung (Tabelle 7). Wie auf den fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahmen zu erkennen ist (Abbildung 52), lagerten sich die
atmungsaktiven Bakterien auf den funktionalisierten Oberflachen im Gegensatz zu den
nicht funktionalisierten Oberflachen in Agglomeraten zusammen. Die Bestimmung der
Oberflachenbedeckung mit atmungsaktiven Bakterien lasst daher keine direkten
Ruckschlisse auf die Anzahl der adharierten atmungsaktiven Bakterien zu. Durch die
Zusammenlagerung in Agglomeraten kann die prozentuale Oberflachenbedeckung trotz
gleicher (oder sogar héherer Zellzahl) niedriger sein als bei einer homogenen Vertei-
lung.

Die mit Lysozym und Polymyxin funktionalisierten Oberflachen zeigten im Vergleich zur
nicht funktionalisierten H*Protein B Beschichtung keine antibakterielle Aktivitat und
damit verbundene Reduktion von kultivierbaren oder atmungsaktiven Bakterien. Die
Anzahl der kultivierbaren Bakterien auf den funktionalisierten Oberflachen war héher
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und die Oberflachenbedeckung mit atmungsaktiven Bakterien ahnlich wie auf der nicht
funktionalisierten H*Protein B Beschichtung.

2.6.4 Zusammenfassung des Einflusses der mit antimikrobiellen Substanzen
funktionalisierten Hydrophobinbeschichtungen auf die Biofilmbildung

Die mit den antimikrobiellen Substanzen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin
funktionalisierten Hydrophobinbeschichtungen wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf
die bakterielle Biofilmbildung charakterisiert. Eine antibakterielle Aktivitat der Lysozym
funktionalisierten Oberflache gegeniber dem Referenzbakterium M. Juteus konnte
nachgewiesen werden. Im statischen System wurde eine verminderte Anlagerung von
S. aureus Zellen auf den funktionalisierten Oberflachen detektiert. Die angelagerten
Bakterien waren jedoch metabolisch aktiv und zeigten eine zu den auf der H*Protein B
beschichteten Oberflache angelagerten Bakterien vergleichbare Atmungsaktivitat. Im
CDC-Biofilmreaktor kam es unter dem Einfluss von Scherkraften im Gegensatz zum
statischen System zu einer vermehrten Bakterienanlagerung auf den funktionalisierten
Oberflachen. Auf den mit Lysozym und Polymyxin B funktionalisierten Oberflachen
konnten im Vergleich zur H*Protein B beschichteten Oberflache nach 26-stiindiger
Inkubation mehr kultivierbare und ahnlich viele atmungsaktive Bakterien nachgewiesen
werden. S. aureus bildete auf funktionalisierten Oberflachen Makrokolonien und lagerte
sich in grélkeren Agglomerate zusammen. Die antibakterielle Funktionalisierung flihrte
nicht zu einer verminderten Biofilmbildung auf den Oberflachen.
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Hydrophobine sind sehr oberflachenaktive pilzliche Proteine, die weder immunogen
noch toxisch wirken. Sie konnen aus natirlichen Quellen, wie z.B. S. commune
Kulturen in Milligrammengen in einem zeitaufwandigen Prozess gewonnen werden
(Scholtmeijer et al. 2011). Der BASF-SE ist es klrzlich gelungen, ein Expressionssys-
tem fur Hydrophobine in E. coli zu etablieren (Wohlleben et al. 2010). Die rekombinante
Produktion basiert hierbei auf der Herstellung von zwei Fusionshydrophobinen
(H*Protein A und H*Protein B). Diese bestehen aus dem Klasse | Hydrophobin DewA
aus A. nidulans, der Synthase YaaD aus B. subtilis in kompletter bzw. verkirzter Form
und einem C-terminalen His-Tag. Der Fusionspartner YaaD war essentiell fur die
erfolgreiche rekombinante Produktion. Die Fermentation und die anschliellende
Aufreinigung waren im Kilogramm Malfistab maoglich. Die Zusammenlagerung und
Grenzflachenaktivitat der rekombinant produzierten Hydrophobine H*Protein A und
H*Protein B wurden durch den angehangten Fusionspartner nicht beeintrachtigt
(Wohlleben et al. 2010).

In dieser Arbeit wurden die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B fir biomimetische Oberflachenbeschichtungen eingesetzt und im Hinblick
auf ihren Einfluss auf das Bakterienwachstum und die Biofilmbildung untersucht. Es
wurde zum einen ein Standardprotokoll zur Verwendung der rekombinanten Fusions-
hydrophobine fur (grof3flachige) Oberflachenbeschichtungen etabliert und die verander-
ten Oberflacheneigenschaften charakterisiert. Darliber hinaus wurde eine Mdglichkeit
zur Funktionalisierung der universell einsetzbaren Hydrophobinbeschichtung aufgezeigt
und die beschichteten Oberflachen zur Immobilisierung von antibakteriellen Substanzen
verwendet. Die modifizierten und funktionalisierten Oberflachen wurden im Hinblick auf
ihren Einfluss auf die Biofilmbildung charakterisiert.

Zuerst wurde der Einfluss der rekombinanten Fusionshydrophobine auf das Bakterien-
wachstum untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass H*Protein A und
H*Protein B antibakterielle Eigenschaften besitzen. Sie wirkten bakteriostatisch
gegenuber verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Referenzbakterien und
der eukaryotischen Hefe P. pastoris. Die minimale Hemmkonzentration, d.h. die
Hydrophobinkonzentration, die das Bakterienwachstum inhibiert, lag in Abhangigkeit
von der verwendeten Bakterien- bzw. Hefeart, dem Fusionshydrophobin und dem
Wachstumsmedium zwischen 0,63 und 5 mg/mL. Die bakteriostatische Wirkung kénnte

91



DISKUSSION

auf eine Anlagerung der Hydrophobine an die Bakterienzellwand oder in Porenkanale
zurtckzufuihren sein. Durch diese Anlagerung und die Ausbildung eines stabilen Films
verhindern die Hydrophobine essentielle zur Vermehrung notwendige Stoffwechsel-
prozesse. |lhre antibakterielle Wirksamkeit und die flr natlrliche Hydrophobine be-
schriebenen Eigenschaften machte die rekombinanten Fusionshydrophobine zu sehr
interessanten und vielversprechenden Kandidaten fir biomimetische Oberflachenmodi-
fikationen zur Beeinflussung der bakteriellen Biofilmbildung.

Im nachsten Schritt wurde daher der Einsatz von H*Protein A und H*Protein B fir
grof¥flachige Oberflachenbeschichtungen getestet. Zuerst wurden die qualitativen und
quantitativen Adsorptionseigenschaften der Hydrophobine mit Hilfe von QCM-D
Messungen bestimmt. Die Adsorption von H*Protein A und H*Protein B an eine SiO,-
beschichtete Sensoroberflache induzierte eine Dissipationsanderung (AD) von 1 x 10°®
bei einer Veranderung der Frequenz (Af) um 10-12 Hz. Normalerweise verursachen
globulare Proteine ein AD von 1 x 10 bei einer Frequenzanderung von 20-40 Hz, wenn
sie als eine starre Proteinschicht auf der Oberflache adsorbieren (Hook et al. 1998a,
1998b, 1998c; Linder et al. 2002). Das Verhaltnis von AD zu Af war bei den rekombi-
nanten Fusionshydrophobinen héher und implizierte, dass die Proteine eine eher
weiche Schicht auf den hydrophilen SiO,-Oberflachen bilden. Im Gegensatz dazu
bilden natirliche Hydrophobine wie HFBI oder HFBII aus Trichoderma reesei auf SiOo-
Oberflachen starre Schichten. Sie verursachen eine Veranderung in der Frequenz von
bis zu 75 Hz, wahrend die Dissipationsénderung 1,5 x 10 nicht (ibersteigt (Linder et al.
2002). Unterschiede in der Steifheit der Proteinschichten der rekombinanten und der
natirlichen Hydrophobine kénnten auf den Fusionspartner YaaD zurlckzufihren sein,
der in die Losung exponiert ist.

Die QCM-D Messungen zeigten, dass die rekombinanten Fusionshydrophobine
H*Protein A und H*Protein B effizient auf hydrophilem SiO, adsorbieren und 14-17 nm
dicke Schichten bilden. Diese Daten stimmten sehr gut mit AFM-Messungen von
H*Protein B Schichten Uberein, in denen eine Schichtdicke von 12 nm bei einer
Anlagerung bei 70°C bestimmt werden konnte (Santhiya et al. 2010). Daruber hinaus
wurde mit Hilfe des viscoelastischen Modells nach Voigt berechnet, dass 14-17 mg der
rekombinanten Fusionshydrophobine notwendig sind, um 1 m? zu beschichten. Von den
kleineren natirlichen Hydrophobinen HFBI und HFBII (7,5 bzw. 7,2 kDa) sind nur
2,9 bis 4,4 mg notwendig, um 1 m? mit einer Monolage zu beschichten. Dieser Unter-
schied zwischen den natlrlichen und den rekombinanten Hydrophobinen ist auf den
Fusionspartner, der 50-80% der Gesamtproteinmasse ausmacht, zurtickzuflihren.
H*Protein A und H*Protein B lagerten sich auf hydrophilen Glasoberflachen temperatur-
und zeitabhangig an und veranderten die Oberflachenhydrophobizitat. Es ist bekannt,
dass sich natlirliche Hydrophobine an Grenzflachen zuerst in einer a-helikalen Uber-
gangsform anlagern. Diese Konformation und der ausgebildete Proteinfilm sind nicht
sehr stabil und die Hydrophobine kénnen von den Oberflachen mit verdinnten Deter-
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genzien bei Raumtemperatur geldst werden (De Vocht et al. 2002). Im Gegensatz dazu
induzieren Detergenzien bei erhdhten Temperaturen die Umwandlung der Proteinkon-
formation der Hydrophobine in eine sogenannte 3-Faltblatt Endform, die stabil auf den
Oberflachen adsorbiert bleibt (Janssen et al. 2004). Die Detergenzien und die erhéhte
Temperatur verleihen dem Protein Flexibilitdt und/oder Mobilitdt und ermdéglichen den
Ubergang in die B-Faltblatt Form (De Vocht et al. 2002). Hydrophobine, die in der
stabilen B-Faltblatt Konformation auf der Oberflache angelagert sind, halten Behand-
lungen mit verdinnten Detergenzien bei Raumtemperatur stand, was darauf hinweist,
dass diese Konformation stabiler mit der Oberflache interagiert als die a-helikale
Zwischenform (Janssen et al. 2004). Die B-Faltblatt Endform ist aus technologischer
Sicht wichtig, da fir viele Anwendungen der Hydrophobine eine stabile Interaktion mit
der Oberflache notwendig ist.

Um die postulierte stabile B-Faltblatt Konformation zu induzieren, wurden die Beschich-
tungen der Fusionshydrophobine auf den Oberflachen mit 2% SDS bei 80°C behandelt.
Aufgrund dieser Behandlung gingen Teile der Beschichtung und der korrespondieren-
den Oberflachenhydrophobizitat verloren. Ein partieller Verlust der Hydrophobinschicht
aufgrund einer Behandlung mit heiRem SDS wurde auch fiir natiirliche Hydrophobine
beschrieben. Die Behandlung von Teflon-Oberflachen, die mit den S. commune
Hydrophobinen SC3 und SC4 bei 20°C beschichtet worden waren, resultierte in einem
21%igen bzw. 28%igen Verlust der Hydrophobinschicht. Bei Beschichtungen, die mit
einer Inkubationstemperatur von 80°C durchgefuhrt worden waren, wurden nur 15%
bzw. 7% der Hydrophobine durch die SDS Behandlung abgel6st (Janssen et al. 2004).
In dieser Arbeit konnte dieses Verhalten auch fiir die rekombinanten Fusionshydro-
phobine H*Protein A und H*Protein B mit dem funktionellen Teil DewA aus A. nidulans
bestatigt werden. Beschichtungen die bei 80°C fir 16 Std. durchgeflihrt worden waren,
waren stabil und auch nach der SDS Behandlung noch homogen.

Eine wesentliche Eigenschaft von Hydrophobinen ist ihre Fahigkeit sich in amphiphilen
Proteinfilmen an Oberflachen anzulagern und die Oberflachenhydrophobizitat zu
verandern. Auch andere Proteine wie z.B. Rinder Serum Albumin (engl. bovine serum
albumin, BSA) lagern sich an verschiedenen Oberflaichen an und verandern die
Oberflachenhydrophobizitat und die Oberflachenspannung. Nach der Anlagerung von
BSA an hydrophobem Teflon sank sowohl die Oberflachenspannung als auch die
Oberflachenhydrophobizitat. Dahingegen konnte nach der Adsorption von Hydrophobin
SC3 aus S. commune eine starkere Abnahme der Oberflichenspannung und eine
Zunahme im Kontaktwinkel beobachtet werden (Van der Vegt et al. 1996). Auf Glas-
oberflachen, die mit dem in dieser Arbeit etablierten Standardprotokoll fiir die rekombi-
nanten Fusionshydrophobine mit BSA fir 1, 6 und 16 Std. bei 20°C beschichtet worden
waren, wurden Kontaktwinkel von 40-42° gemessen. Im Gegensatz zu den Oberfla-
chenmodifikationen mit den rekombinanten Fusionshydrophobinen ging die Oberfla-
chenhydrophobizitat der BSA beschichteten Oberflachen durch die Behandlung mit 2%
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SDS jedoch komplett verloren. Oberflachenbeschichtungen mit anderen Proteinen wie
Fibrinogen oder y-Globulin wurden durch die Behandlung mit heiRem SDS ebenfalls
komplett von der Oberflache geldst (Wdsten et al. 1994). Ein herausragendes Merkmal
der Hydrophobinanlagerungen ist ihre hohe Stabilitdt. Diese konnte auch flir Beschich-
tungen mit den rekombinanten Fusionshydrophobinen bestatigt werden. Die Fusions-
hydrophobinschichten lieRen sich nicht durch eine Behandlung mit Puffern,
Detergenzien oder Sauren ablésen.

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B assemblierten
auf hydrophilen Glasoberflachen und erhéhten den Kontaktwinkel von 11° auf 73° bzw.
71° vor und 71° bzw. 42° nach SDS Behandlung. Auf hydrophilen Oberflachen, die mit
naturlichen Hydrophobinen beschichtet worden waren, wurden sehr viel hohere
Kontaktwinkel von 113° bis 120° gemessen (Zampieri et al. 2010). Kirzlich konnte das
Hydrophobin DewA im Pilz Hypocrea jecorina als rekombinantes Hydrophobin ohne
zusatzliches N-terminales Fusionsprotein exprimiert werden. Die Anlagerung dieses
rekombinant exprimierten DewA (10 kDa) wurde auf Glas als hydrophiler Referenzober-
flache getestet. Aufgrund der Hydrophobinbeschichtung erhdhte sich der Kontaktwinkel
der Glasoberflache auf 73° vor und 70° nach SDS Behandlung (Schmoll et al. 2010).
Diese Daten stimmen sehr gut mit den hier fur die Fusionshydrophobine H*Protein A
und H*Protein B bestimmten Werten Uberein (Kapitel 2.3.2). Die Spanne der Verande-
rung der Oberflachenhydrophobizitat ist eine Spezies-spezifische Eigenschaft der
Hydrophobine.

Die Untersuchung der Beschichtungshomogenitat mit Immunfluoreszenzmikroskopie
und AFM bestéatigte die temperatur- und zeitabhangige Anlagerung der Fusionshydro-
phobine H*Protein A und H*Protein B. Fir eine homogene Beschichtung nach SDS
Behandlung (in postulierter B-Faltblatt Konformation) war eine lange Inkubation bei
einer erhdhten Temperatur notwendig. REM Aufnahmen von Teflonoberflachen,
beschichtet mit den natirlichen Hydrophobinen SC3 und SC4 aus S. commune, zeigten
ebenfalls einen Einfluss der Beschichtungstemperatur auf die Beschichtungshomogeni-
tat (Janssen et al. 2004). Bei Oberflachenbeschichtungen, die bei 80°C durchgefiihrt
worden waren, wurde die Oberflachenmorphologie nicht durch eine heile SDS
Behandlung beeinflusst. Dahingegen bildeten sich in Oberflachenbeschichtungen, die
bei 20°C durchgeflihrt worden waren, durch die SDS Behandlung kleine Lécher.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die rekombinanten Fusionshydro-
phobine sehr gut fiur grofflachige Oberflachenbeschichtungen geeignet sind und
darliber hinaus in geldster Form antibakterielle Eigenschaften aufweisen (Kapitel 2.2).
H*Protein A und H*Protein B bildeten auf hydrophilen Ausgangsmaterialien homogene
und stabile Proteinlagen und veranderten dadurch die Oberflachenhydrophobizitat. Die
physikochemischen Eigenschaften eines Materials beeinflussen die Adhasion von
Bakterien an die Oberflache (Rosenhahn et al. 2008). Bisher ist nichts Uber den
Einfluss von biomimetischen Oberflachenmodifikationen mit Hydrophobinen auf
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mikrobielle Systeme bekannt. Daher konzentrierte sich diese Arbeit auch auf den
Einfluss der Hydrophobinbeschichtung auf die Biofiimbildung in Bezug auf deren
Verzdgerung, Verhinderung oder Anziehung. Es wurde der Einfluss der Beschichtung
mit den rekombinanten Fusionshydrophobinen auf die primare bakterielle Adhasion,
frihe und spate Stadien der Biofilmbildung untersucht. Hierzu wurden einzelne
Referenzbakterien, aber auch natirliche gemischte Bakterienpopulationen verwendet.
Die priméare bakterielle Adhasion und Linking Film Bildung ist der kritischste Schritt der
Biofilmbildung (Busscher und Van der Mei 1997). Die meisten Bakterien innerhalb der
Biofilmstruktur verlassen sich auf diese Interaktion zwischen der Oberflache und den
Bakterienzellen fir inr Uberleben (Palmer et al. 2007). Oberflacheneigenschaften wie
Hydrophobizitat, Rauigkeit und eine Neigung zur Proteinanlagerung werden als wichtig
fur die Bakterien angesehen, um eine Oberflache zu besiedeln (Donlan 2002; Palmer et
al. 2007). Bisher ist der dominierende Faktor, der an der primaren Adhasion der
Bakterien beteiligt ist, jedoch nicht bekannt. Es wird aber angenommen, dass physiko-
chemische Wechselwirkungen und hier besonders hydrophobe Interaktionen eine
entscheidende Rolle bei der Anhaftung an die Oberflachen spielen (Hood und Zottola
1995). Viele Studien schlagen eine Korrelation zwischen Oberflachenhydrophobizitat
und Zellanlagerung an Oberflachen vor (Van Loosdrecht et al. 1987; Gilbert et al. 1991;
Peng et al. 2001; lwabuchi et al. 2003; Liu et al. 2004). Jedoch variiert der spezifische
Einfluss der Oberflachenhydrophobizitat und anderer Parameter unter unterschiedli-
chen experimentellen Bedingungen (Tang et al. 2001), da auch externe Faktoren wie
Scherkrafte, Nahrstoffzufuhr und der Bakterienstamm an sich einen Einfluss auf die
Ergebnisse haben konnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verande-
rung der Oberflachenhydrophobizitat durch die Beschichtung von Glasoberflachen mit
rekombinanten Fusionshydrophobinen, die primare Adhasion der verschiedenen
untersuchten Referenzbakterien teilweise erhohte, teilweise aber auch verminderte.
Dementsprechend zeigten Untersuchungen in der Literatur, dass eine erhdhte Oberfla-
chenhydrophobizitat die Adsorption von organischen Molekilen verstarken kann und
die bakterielle Adhasion erhéht (MacEachran und O'Toole 2007). Es wurde auch
diskutiert, dass die Anwesenheit von Proteinen auf einer Oberflache die Biofilmbildung
beginstigt, da angelagerte Proteine als Nahstoffquelle flr die Bakterien dienen kénnen
(Jeong und Frank 1994). Im Gegensatz dazu zeigten in vivo und in vitro Untersuchun-
gen in der Mundhohle, dass Mikroorganismen von hydrophilen Oberflachen verstarkt
angezogen werden (Van Pelt et al. 1985; Quirynen et al. 1989). Der Einfluss der
Hydrophobinbeschichtung auf die primare Adhasion war abhangig vom untersuchten
Bakterienstamm und den Wachstumsbedingungen. Es war keine eindeutige Tendenz
detektierbar.

Fir die Untersuchung des Einflusses von Hydrophobin-beschichteten Oberflachen auf
gemischte ausgereifte Biofilme wurde eine natlrliche Abwasserpopulation verwendet.
Es wird angenommen, dass durch die Interaktion verschiedener Bakterien Synergien
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ausgebildet werden koénnen, die einen Einfluss auf die Biofilmbildung haben (Moons et
al. 2009). Einige Bakterienspezies besitzen Zelloberflacheneigenschaften wie Fimbrien,
Flagellen oder oberflachenassozierte Polysaccharide oder Proteine, die einen Vorteil in
der Besiedlung von Oberflachen mit bestimmten Eigenschaften darstellen kdnnen
(Donlan 2002). Diese Bakterien kdénnen die Anlagerung und das Wachstum von
anderen Bakterien im Biofilm unterstitzen. In diesem Projekt wurde mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie die gleiche raumliche Verteilung der Biofilme auf Hydrophobin-
modifizierten und unmodifizierten Glasoberflachen detektiert. Dartber hinaus konnte
auch die gleiche Anzahl an kultivierbaren Bakterien auf den verschiedenen Oberflachen
bestimmt werden. Zusatzlich zu den Bindungskraften zwischen den Bakterien und den
Oberflachen spielt auch die Selektivitat der bakteriellen Adhasion an Oberflachen eine
Rolle in der Biofilmbildung. Busscher et al. (1984) konnten zeigen, dass Bakterien mit
einer niedrigen Oberflachenenergie am starksten an Oberflachen mit einer niedrigen
Oberflachenenergie adharierten. Wohingegen Bakterien mit einer hohen Oberflachen-
energie sich besser an Oberflachen mit einer hohen Oberflachenenergie anlagerten.
Dartber hinaus zeigten Weerkamp et al. (1989), dass es zu einer Selektion der
hydrophoberen Bakterienstdmme innerhalb derselben Bakterienspezies bei der
Adhasion an hydrophobe Oberflachen im Vergleich zu hydrophilen Oberflachen kommt.
Im Hinblick auf diese Ergebnisse wurde die Populationszusammensetzung der Biofilme
auf unmodifizierten und Hydrophobin-modifizierten Oberflachen mit einer molekularbio-
logischen Fingerabdruck-Methode, der PCR-DGGE, auf der Basis der ribosomalen
DNA untersucht. Mit dieser Technik konnte keine Selektion von verschiedenen Sub-
populationen identifiziert werden. Die Oberflachenhydrophobizitat hatte hier keinen
Einfluss auf die Biofilmbildung einzelner Bakterien innerhalb der gemischten Abwasser-
population.

Zusammenfassend kann zum Einfluss der biomimetische Oberflachenmodifikationen
mit H*Protein A und H*Protein B auf das mikrobielle Biofilmwachstum festgehalten
werden, dass die Beschichtungen an sich und die Veranderung der Oberflacheneigen-
schaften, wie der Oberflachenhydrophobizitat, nur einen geringen Einfluss auf die
primare Adhasion von einzelnen Referenzbakterien unter Laborbedingungen hatten.
Abhangig von der Bakterienart und dem Wachstumsmedium flihrten die Oberflachen-
beschichtung zu einer verstarkten oder verminderten primaren Adhasion und frihen
Biofilmbildung. Gemischte Abwasserpopulationen adhéarierten verstarkt auf Hydro-
phobin-beschichteten Oberflachen; dieser Effekt wirkte sich jedoch nicht auf die weitere
Entwicklung des Biofilms aus. In ausgereiften Abwasserbiofiimen konnten keine
Unterschiede in der Biofilmstruktur, der Anzahl der kultivierbaren Bakterien oder der
Populationszusammensetzung detektiert werden. Die in Losung festgestellte antibakte-
rielle Aktivitdt der rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B
konnte in gebundenem Zustand, d.h. bei den Hydrophobin-beschichteten Oberflachen,
nicht detektiert werden.
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Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B sind sehr gut fr
grol¥flachige biomimetische Oberflachenbeschichtungen verschiedener Materialien
geeignet. Die positiven Eigenschaften der rekombinanten Fusionshydrophobine, wie
das effektive Self-Assembly Verhalten und die Ausbildung stabiler Proteinschichten,
kénnen weiterfihrend ausgenutzt und die Proteinschichten als universelle Grundlage
fur spezifische Funktionalisierungen eingesetzt werden. Im nachsten Schritt wurde
daher der Einsatz von Hydrophobin-beschichteten Oberflachen zur Immobilisierung von
antimikrobiellen Substanzen getestet. Die Verwendung einer Hydrophobinbeschichtung
zur Immobilisierung von unterschiedlichen Substanzen macht die Oberflachenfunktio-
nalisierung unabhangig von den auf den Ausgangsmaterialien vorhandenen funktionel-
len Gruppen. Durch die anwendungsorientierte Funktionalisierung kann eine
spezifische Manipulation des Biofilmwachstums eingeflihrt und gleichzeitig ein breites
Anwendungsspektrum abgedeckt werden.

Die Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung mit verschiedenen antimikrobiel-
len Substanzen wurde Uber eine Streptavidin Briicke durchgefiihrt. Streptavidin wurde
als Haftvermittler fur die Bindung von Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin einge-
setzt. Die Funktionalisierung wurde schrittweise aufgebaut. Zuerst wurde die Hydro-
phobinbeschichtung biotinyliert, anschlieBend Uber Self-Assembly eine Streptavidin-
Monolage auf dieser Oberflache generiert und als letzter Schritt die biotinylierten
antimikrobiellen Substanzen gebunden. Durch diesen Ansatz ist es mdglich, in Zukunft
unterschiedliche Substanzen auf den Hydrophobin-beschichteten Oberflachen zu
immobilisieren. Die einzelnen Schritte der sequentiellen Funktionalisierung konnten
erfolgreich immunologisch bzw. fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen und online mit
der Quarzkristall-Mikrowaage detektiert werden.

Eine antibakterielle Aktivitat der Lysozym funktionalisierten Oberflache gegenlber dem
Referenzbakterium M. luteus konnte nachgewiesen werden. Bei Vancomycin funktiona-
lisierten Oberflachen konnte jedoch keine antimikrobielle Wirkung gegenliber S. aureus
detektiert werden. Dies kénnte zum einen daran liegen, dass eine zu geringe Menge
Vancomycin pro Flacheneinheit stabil auf der Hydrophobinbeschichtung immobilisiert
worden ist, um S. aureus effektiv abzutéten. Zum anderen kann durch die Biotinylie-
rung, d.h. die Anbindung von Biotin an funktionelle Gruppen der antimikrobiellen
Substanzen, ihre Wirksamkeit verandert und auch beeintrachtigt werden. Daruberhin-
aus konnte die Effektivitat der antimikrobiellen Substanzen auch durch die Immobilisie-
rung gehemmt werden.

Im statischen System wurde nach 3- und 44-stiindiger Inkubation eine verminderte
Anlagerung von S. aureus Zellen auf den unterschiedlichen antimikrobiell funktionali-
sierten Oberflachen im Vergleich zu nicht funktionalisierten Oberflachen detektiert. Die
angelagerten Bakterien waren jedoch metabolisch aktiv und die Umsetzung von
Resazurin zu Resorufin als einem Indikator der Atmungsaktivitdt konnte detektiert
werden.
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Die relative Fluoreszenzintensitat des umgesetzten Resorufins war nach 44-stindiger
Inkubation in allen untersuchten Proben trotz einer unterschiedlichen Anzahl an
adharierten Bakterien auf den funktionalisierten und nicht funktionalisierten Oberflachen
ahnlich. Anhand der Fluoreszenzintensitat des Resorufins lasst sich jedoch nicht auf die
Anzahl an atmungsaktiven und damit lebenden Bakterienzellen riickschlie3en. Durch
eine Limitierung des Nahrstoffangebotes kommt es in schnellwachsenden, grof3en
Bakterienpopulationen haufig zu einer Verzégerung der wachstumsbedingten Stoff-
wechselprozesse und damit auch der Umsetzung von Reszurin. So kann es vorkom-
men, dass in Kavitdten mit einer hohen Anzahl an lebenden, aber nicht sehr aktiven
Zellen eine sehr viel geringere Menge an Resorufin gebildet wird, als in einer sehr
kleinen schnell wachsenden Population. Die Umsetzung des Resazurins erfolgt zudem
Uber einen Zeitraum von 3 Std. und gibt daher keine Momentaufnahme sondern einen
Prozess wieder. Anhand der detektierten Atmungsaktivitat kann hier keine quantitative
Aussage Uber eine mogliche Abtétung von adharierten Bakterien auf den antimikrobiell
funktionalisierten Oberflachen getroffen werden. Fir einen genaueren Vergleich der
Anzahl an lebenden Bakterien auf funktionalisierten und nicht funktionalisierten
Oberflachen missen in folgenden Untersuchungen weitere Methoden herangezogen
werden.

Im CDC-Biofilmreaktor kam es unter dem Einfluss von Scherkraften im Gegensatz zum
statischen System zu einer vermehrten Anlagerung von S. aureus auf den funktionali-
sierten Oberflachen. Dies kann an den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen
(statisch im Vergleich zu Scherkraften) und/oder dem verwendeten Wachstumsmedium
(MH im Vergleich zu BHI) liegen. Auf den mit Lysozym und Polymxin B funktionalisier-
ten Oberflachen konnten im Vergleich zur H*Protein B beschichteten Oberflache nach
einer 26-stiindigen Inkubation mehr kultivierbare und &hnlich viele atmungsaktive
Bakterien nachgewiesen werden. Die antibakterielle Funktionalisierung fuhrte nicht zu
einer verminderten, sondern einer verstarkten Biofilmbildung auf den Oberflachen.
S. aureus bildete auf den funktionalisierten Oberflachen Makrokolonien und lagerte sich
in grofReren Agglomeraten zusammen. Dies kann auf eine punktuelle Wirksamkeit der
immobilisierten antimikrobiellen Substanzen zuriickzuflihren sein. Die ersten Bakterien,
die auf der Oberflache adharieren, werden durch die antimikrobiellen Substanzen
abgetdtet und bilden, da sie auf der Oberflache verbleiben, einen Anlagerungspunkt fur
nachfolgende Bakterien. Terada et al. (2011) beschreibt ebenfalls diesen Effekt der
verstarkten Biofilmbildung auf bakteriziden Oberflachen. Die Rolle dieses ,Conditioning
Films* ist Gegenstand nachfolgender Untersuchungen.
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4.1 Herstellung von Hydrophobinlosungen

Die BASF-SE hat kurzlich ein Verfahren zur Expression von Hydrophobinen etabliert,
das die biotechnologische Produktion dieser amphiphilen Proteine im Kilogramm
Malstab ermdglicht. Hierbei werden die Hydrophobine als Fusionsproteine in E. coli
exprimiert. Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B
bestehen aus dem Klasse | Hydrophobin DewA aus A. nidulans, dem N-terminalen
Fusionsprotein YaaD aus B. subtilis in kompletter bzw. verkirzter Form und einem
C-terminalen His-Tag (Wohlleben et al. 2010) (Abbildung 11). Wahrend der rekombi-
nanten Expression werden die Fusionshydrophobine durch den Fusionspartner in die
Einschlusskorper geleitet. Nach der Fermentation und dem Zellaufschluss werden die
Einschlusskérper durch Zentrifugation separiert und die Proteine durch Zugabe von
Natriumhydroxid gelost. Nach einer Neutralisation der Proteinldsung werden die
Fusionshydrophobine durch erneute Zentrifugation abgetrennt und anschliel?end
sprihgetrocknet.

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B wurden von der
BASF-SE fur diese Arbeit in sprihgetrockneter Form zur Verfliigung gestellt.
Hydrophobin Lésungen wurden fir jedes Experiment frisch angesetzt. Zur Herstellung
einer 20-fach konzentrierten Proteinstockldsung (200 puM; H*Protein A 9,2 mg/mL;
H*Protein B 3,8 mg/mL) wurden die Hydrophobine H*Protein A und H*Protein B bei
Raumtemperatur unter starkem Ruihren fur 2 Std. in H,O dest. geldst. Ausgehend von
dieser Stocklésung wurden fur die Beschichtungen Proteinlésungen mit einer Konzent-
ration von 10 uM in Beschichtungspuffer (50 mM Tris, 1 mM CacCl,, pH 8,0) hergestellt.

4.2 Physikalisch-chemische Oberflachenanalytik

4.2.1 Oberflachenbeschichtung mit rekombinanten Fusionshydrophobinen

Die Beschichtung wurde in Anlehnung an Janssen et al. (2004) durchgefihrt. Zur
Etablierung des Standardbeschichtungsprotokolls wurden Glasoberflachen (Kalk-
Natron-Silikat Glas, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Diese
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wurden mit 60% Ethanol gereinigt und fur 1, 6 oder 16 Std. bei 20°C oder 80°C in der
Hydrophobinlésung inkubiert. Anschlie3end wurden die Oberflachen dreimal fir 10 min.
mit H,O dest. gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Charakterisierung
der Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung und Induktion der stabilen B-Faltblatt
Endform wurden die beschichteten Oberflachen fir 10 min. mit 2% SDS-Lésung bei
80°C behandelt. SchlieRlich wurden die modifizierten Oberflachen erneut wie oben
beschrieben gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.
Oberflachenbeschichtungen mit H*Protein A und H*Protein B von Glas- und
Teflonoberflachen, Keramikmaterialien, QCM-D Sensorchips und Mikrotiterplatten
wurden nach dem in dieser Arbeit etablierten Standardprotokoll fiir 16 Std. bei 80°C
durchgeflhrt.

4.2.2 Statische Kontaktwinkelmessung

Hydrophobine lagern sich in amphiphatischen Filmen an Grenzflachen an und veran-
dern dadurch die Oberflachenbenetzbarkeit der Materialien. Die Benetzbarkeit von
Festkorperoberflachen durch fliissige Tropfen hangt von der Oberflachenspannungen
der festen (ys) und flissigen Phase (yl) und von der Grenzflachenspannung (yls)
zwischen beiden ab. Am Rand eines aufsitzenden bzw. liegenden Tropfens (Abbildung
54) befindet sich ein Dreiphasenpunkt, an dem Feststoff, Fllssigkeit und Gasphase
zusammentreffen. Der Kontaktwinkel 86 (Randwinkel, Benetzungswinkel) des Tropfens
stellt sich nach der Young-Gleichung gemafl dem Kraftegleichgewicht ein (Kwok und
Neumann 1999).
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Abbildung 54. Liegender Tropfen auf einer festen Oberflache: Kontaktwinkel 6 und Vektoren fir die
Oberflachenspannungen des Substrats (ys) und der Flussigkeit (yl) und der Grenzflachenspannung
zwischen Flussigkeit und Festkérper (yls). Der Kontaktwinkel stellt sich nach der Young-Gleichung gemaR
dem Kraftegleichgewicht ein. (Abbildung verandert nach Viel 2007).

In dieser Arbeit wurden alle Kontaktwinkel mit H,O dest. bestimmt. Wasser hat eine
hohe Oberflachenspannung, die gut zu vermessende Tropfenkonturen gewahrleistet.
Diese entstehen nur, wenn die Oberflachenspannung der Flissigkeit die des Substrats
Ubertrifft.
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Die Oberflachenhydrophobizitat der unterschiedlichen Materialien wurde jeweils vor und
nach der Beschichtung mit den rekombinanten Fusionshydrophobinen bei Raumtempe-
ratur mit einem optischen Kontaktwinkelmessgerat (DSA 100, Kriss, Hamburg,
Deutschland) mit der Sessile-Drop Methode bestimmt (Van der Mei et al. 1991). Hierzu
wurde die Kontur eines 5 yL H,O dest. Tropfens auf der Oberflachen mit Hilfe der
gerateinternen Software (DSA 3, Kriss) abgebildet und der Kontaktwinkel nach der
Young-Gleichung berechnet.

Die Kontaktwinkel wurden durch Mittelwertbildung aus mindestens funf unabhangigen
Messungen auf zwei unabhangig beschichteten Oberflachen bestimmit.

4.2.3 Untersuchung der Oberflachenmorphologie

Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM)

Bei AFM-Aufnahmen tastet eine kleine Nadel, die an einer Blattfeder, dem sogenannten
Cantilever, befestigt ist, mechanisch in einem definierten Raster die Oberflache ab
(Abbildung 55). Durch die Oberflachenstruktur der Probe biegt sich hierbei die Blattfe-
der positionsabhangig unterschiedlich weit. Durch das punktweise Aufzeichnen dieser
Auslenkungen mit Hilfe eines Lasers lasst sich eine Abbildung der Probenoberflache
erzeugen.

Detektor und
Steuerelektronik
Photodiode
Laser
- Cantilever
Probenoberflache ===57 mit Spitze

. XY-Tisch

Abbildung 55. Schematische Darstellung der Funktionsweise eines AFM. Mit einem Cantilever wird die
Probenoberflaiche systematisch mechanisch abgetastet. Die entsprechend der Probenoberfliche
entstehende Auslenkung des Cantilevers wird durch die Ablenkung eines Laserstrahls mit Hilfe einer
Photodiode detektiert und zu einem Digitalfoto verarbeitet. (Abbildung verandert nach Slizskaia-Boxerman
2011).
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AFM-Aufnahmen von Hydrophobin-modifizierten Glas- und Teflonoberflachen wurden
mit einem MFP-3D BioAFM (Asylum Research, Mannheim, Deutschland) mit einem
SizN4 Cantilever mit einer Federkonstante von 0,6 N/m an Luft gemacht. Das Mikroskop
wurde im AC-Modus (Tapping Modus) betrieben und die Spitze des Cantilevers tastete
die Oberflache in einem Scan-Bereich von 5 ym und 1 ym mit einem Winkel von 0°
gegenlber der horizontalen Linie ab. Das AFM wurde mit einem 5 pm z-Range und
einem 150 ym x- und y-Range Scanner betrieben. Die Aufnahmen wurden mittels des
Programms IGOR Pro (Asylum Research) ausgewertet.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Bei REM-Aufnahmen wird die Oberflache der Probe mit einem fokussierten Elektronen-
strahl abgetastet. Die gestreuten Primar- bzw. emittierten Sekundarelektronen werden
detektiert und zu einem ortsaufgeldsten Bild verarbeitet.

Zur Analyse der Hydrophobin-beschichteten Oberflichen wurden diese, um elektrisch
leitfahige Proben zu erhalten, mit einer diinnen Graphitschicht besputtert. Die Messun-
gen wurden mit dem Leo Gemini 1530 REM (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
durchgefuhrt und mit der Software V03.01d ausgewertet.

4.2.4 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

IRRAS ist eine Methode zur Untersuchung und Charakterisierung von dunnen Protein-
Schichten auf Oberflachen. Bei dieser Form der Schwingungsspektroskopie werden
Molekulschwingungen durch Infrarot-Strahlung angeregt. Im Gegensatz zur konventio-
nellen IR-Spektroskopie wird bei IRRAS nicht in Transmission, sondern in Reflexion
gemessen: die Infrarot-Strahlung trifft in streifendem Einfall auf eine Substratoberflache,
auf der sich die zu untersuchende Schicht befindet, und wird von dort in Richtung
Detektor reflektiert. Hierbei wird ein Teil der Strahlung spezifisch durch die Molekul-
schwingungen absorbiert. IRRAS liefert zerstérungsfrei Informationen zu schwingungs-
spezifischen Gruppen und Strukturelementen von Oberflachen und es kénnen
Aussagen zum Ordnungsgrad und zum chemischen Zustand der Molekile auf der
Oberflache getroffen werden Das Substrat muss eine hohe Reflektivitat besitzen, daher
werden meist Metalle wie z.B. Gold eingesetzt.

Fir IRRAS-Messungen wurden Goldoberflachen fir 16 Std. bei 80°C mit H*Protein A
und H*Protein B beschichtet. Die Messungen wurden mit einem Equinox 55 S (Bruker
Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) durchgefuhrt.
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4.2.5 Quarzkristall-Mikrowaage (engl. Quartz crystal microbalance with dissipa-
tion monitoring (QCM-D))

Die Quarzkristall-Mikrowaage wird seit vielen Jahren als hochsensibler Massedetektor
besonders in der Umwelt- und Prozessanalytik eingesetzt. QCM-D Messungen
ermdglichen ohne zusatzliche Markierungsschritte die Echtzeitmessung von molekula-
ren Adsorptions- und/oder Interaktionsprozesse von z.B. Proteinen auf verschiedenen
Oberflachen wie Metallen, Polymeren oder funktionalisierten Oberflachen. Als Mess-
prinzip wird die Anderung der Schwingungseigenschaften von oszillierenden Quarz-
sensoren durch eine Masseanlagerung an der Quarzoberflache genutzt. Neben der
adsorbierten Masse, gemessen als Anderungen in der Resonanzfrequenz (Af), geben
Anderungen in der Dissipation (AD, Dampfung) Einblick in strukturelle (viskoelastische)
Eigenschaften der adsorbierten Filme. Es lassen sich verschiedenste Informationen zu
z.B. Masse, Schichtdicke und Struktur erhalten.

Durch die Adsorption von Molekilen an die Oberflache des Quarzsensors sinkt die
Resonanzfrequenz. Die Dissipation ist die Zeit, die der oszillierende Schwingquarz
nach der Anregung bendétigt, um wieder in Ruhe zu kommen; je weicher die adsorbierte
Molekullage, desto groRer ist die resultierende Dissipationsédnderung. Der Zusammen-
hang der QCM-D Signale und der Eigenschaften des adsorbierten Films ist schema-
tisch in Abbildung 56 dargestellt.

Af

Zeit

N .V .V .

steif weich

steif
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Zeit

Abbildung 56. Schematische Darstellung der QCM-D Signale fur steife (rot) und weiche (grin) Filme.
Durch die Anlagerung von Molekilen an die Oberflache des Schwingquarzes andert sich die Resonanzfre-
quenz (obere Abbildung). Bei weichen Molekilfilmen stoppt die Oszillation des Quarzkristalls nach der
Anregung sehr schnell. Die Dissipationsédnderung ist hoher als bei steifen Filmen (untere Abbildung).
(Abbildung verandert nach Slizskaia-Boxerman 2011).
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Ein Q-Sense E4 Instrument (LOT-Oriel, Darmstadt, Deutschland) mit vier parallelen
Flusszellen wurde fir die Analyse des Adsorptionsverhaltens von H*Protein A und
H*Protein B auf SiO,-beschichteten Quarzsensoren (QSX 303, LOT-Oriel) verwendet.
Laut Herstellerangaben misst das Gerat die Resonanzfrequenz mit einer Genauigkeit
<0,1 ppm. Das entspricht einer Massenempfindlichkeit in Wasser (25°C) von
0,5 ng/cm?.

Die Veranderung in der Frequenz (Af) und der Dissipation (AD) wurde als eine Funktion
der Zeit wahrend der Messung mit der Software QSoft 401 (Version 2.5.8.527) aufge-
nommen. Die Quarzsensoren wurden direkt vor Gebrauch in einer UV-Ozon Kammer
(UV/Ozone Pro Cleaner, BioForce Nanosciences, Ames, USA) fur 20 min. gereinigt.
Alle Experimente wurden mit einer konstanten Flussrate von 50 pL/min bei 20°C
durchgefiihrt. Messungen zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens der Hydro-
phobine wurden mit einer Basislinie, die der Beladung des Kristalls mit Beschichtungs-
puffer (50 mM Tris, 1 mM CaCl,, pH 8,0) entspricht, durchgefihrt. Die
Hydrophobinadsorption wurde fiir bis zu 16 Std. beobachtet, bevor die Kristalle mit
Beschichtungspuffer gespult wurden.

QCM-D Messungen zur online-Detektion der sequentiellen Funktionalisierung wurden
mit PBS-Puffer als Basislinie durchgeflihrt. Mindestens drei unabhangige Wiederholun-
gen wurden fur jeden experimentellen Ansatz durchgefihrt.

Zur Datenauswertung wurde die QTools Software (Version 3.0.11.512) verwendet.
Sauerbrey zeigte bereits 1959 (Sauerbrey 1959) in der Theorie und Praxis, dass die
Frequenzanderung des oszillierenden Quarzkristalls proportional zu der darauf
adsorbierten Masse ist. Das von Sauerbrey beschriebene Verhaltnis erlaubt eine sehr
gute Abschatzung der auf der Sensoroberflache adsorbierten Masse bzw. Schichtdicke,
solange die Dissipation relativ niedrig ist. Wenn die Veranderung der Dissipation héher
ist als 1 x 10° bei einer Anderung der Frequenz von 10 Hz, ist der ausgebildete Film
weich, und die von der Oberflache entfernteren Regionen der Molekillage tragen nicht
zur Oszillation des Sensors bei. Das Sauerbrey-Verhaltnis, das direkt aus der
Frequenzanderung die angelagerte Masse bestimmt, wirde in diesem Fall die Masse
und die Schichtdicke unterschatzen. Durch die Messung der Frequenz- und Dissipati-
onsanderungen bei verschiedenen Obertdnen ist es mdglich, mit Hilfe des viscoelasti-
schen Models nach Voigt die korrekte Masse und Schichtdicke mit der QTools Software
zu bestimmen.
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4.3 Proteinbiochemische Untersuchungen

4.3.1 Bromcyanspaltung der Fusionshydrophobine

Zur Spaltung der rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B
wurde die Bromcyanspaltung verwendet. Hierbei wird die Peptidkette der Proteine an
der C-terminalen Seite der Aminosaure Methionin gespalten (Abbildung 57).
Cyanogenbromid greift am Schwefel von Methionin an und unter Abspaltung von
Methylthiocyanat entsteht ein Imidolactonderivat, das hydrolytisch gespalten wird. Die
vorliegenden Fusionshydrophobine sollten bei dieser Spaltung aufgrund ihrer Amino-
sauresequenz mehrfach im Bereich des Fusionspartners, jedoch nicht im Bereich des
Hydrophobins, geschnitten werden, so dass nach der Spaltung ,reines® DewA
(DewA-His) vorliegt.

Die Bromcyanspaltung wurde nach einem Protokoll der BASF-SE (C. Bollschweiler,
miindliche Uberlieferung) durchgefiihrt. 50 mg H*Protein A bzw. H*Protein B wurden in
7,5 mL 70% Ameisensaure geldst. Nach Zugabe von zwei Mikrospateln Cyanogenbro-
mid (10-30 mg) wurden die Proben unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur fur
4 Std. inkubiert. Die Neutralisation der Proben auf pH 6,5- 7,0 erfolgte durch langsame
Zugabe von 15 M NaOH unter Schutteln auf Eis. Nach der Bromcyanspaltung wurden
die Spaltprodukte Uber Nacht gegen H,O dest. dialysiert (Zellutrans Dialysiermembran,
MWCO 4000-6000, Roth, Karlsruhe), um kleine durch die Spaltung entstandene
Polypeptide abzutrennen, und durch eine Umpufferung stérende Ldsungsmittel zu
entfernen. AnschlieRend wurden die gespaltenen Fusionshydrophobine gefriergetrock-
net und bei Raumtemperatur gelagert.

Ala-Lys-Phe-G Ey-Lys-Trp—Ser-Arg-Meth al-Arg-Tyr-Leu-His

Spaltung durch Cyanogenbromid

%
(‘IH;/ CH;
]
285 S§—C=N +Br
| =]
Hy CH,
[
0 CH, O o} 0 CH 0) [o]
Lol | I B |
—NH?&CNHCH—C—NH(l:HC— — —NHC‘HCNHCH—C—NHCHC—
R R R R
I
+ CHiSC=N
CH,
LN
p gy 9
7NH(IIHCNHCH7C=ITJH(‘:HC7
R R
OH H'[H0
: !
CHy CH,
| SN
g e £ 5] {
.
*NHC‘?HCNHCH*COH o —NHCHCNHCH—C=0 + H;ﬁCHC*
|

|
R R R

Abbildung 57. Schematische Darstellung der Bromcyanspaltung. Cyanogenbromid fiihrt zur Hydrolyse der
Amidbindung an der C-terminalen Seite eines Methioninrestes und damit zur Spaltung der Peptidkette der
Proteine.
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4.3.2 Aufreinigung der Fusionshydrophobine liber Affinitditschromatographie

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B besitzen einen
C-teminalen His-Tag. Bei der Bromcyanspaltung wurde aufgrund der Aminosaure-
sequenz nur der N-terminale Fusionspartner gespalten. Der His-Tag konnte daher flr
die spezifische Aufreinigung der gespaltenen Fusionshydrophobine H*Protein A und
H*Protein B und die Entfernung grélierer Spaltprodukte mittels Affinitdtschromatogra-
phie verwendet werden.

Die gefriergetrockneten Spaltprodukte wurden in Phosphat-Puffer (20 mM Phosphat-
Puffer, 0,5 M NaCl, pH 7,4) geldst und 1 Std. mit Nickel-NTA (GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland), das vorher im selben Puffer aquilibriert worden war, unter leichtem
Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Suspension wurde in eine 3 mL
Leersaule gegeben. Das Saulenmaterial wurde zweimal mit 4 mL Waschpuffer
(100 mM NaH,PQ4, 10 mM Tris, 8 M Harnstoff, 50 mM Imidazol, pH 6,3) gewaschen.
AnschlieRend wurde das gebundene Protein mit 0,5 mL Elutionspuffer | (100 mM
NaH,PO,4, 10 mM Tris, 8 M Harnstoff, 300 mM Imidazol, pH 5,5) und Elutionspuffer II
(100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris, 8 M Harnstoff, 500 mM Imidazol, pH 4,5) eluiert. Die
einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und die Bromcyanspaltung und anschlieliende
Aufreinigung mit einer SDS-PAGE kontrolliert.

4.3.3 Auftrennung der Hydrophobine uber SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch eine Gelelektrophorese kénnen Makromolekliile, wie Proteine, auf der Basis ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit durch ein Gel unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes aufgetrennt werden. Hierbei wandert jedes Molekil seiner Ladung entsprechend
zur entgegengesetzt geladenen Elektrode. Um bei allen Proteinen ein gleiches La-
dungs-Masse-Verhaltnis und somit eine Auftrennung nach der molekularen Masse zu
erreichen, verwendet man das Detergenz SDS. SDS besitzt eine negativ geladene
Sulfonsdure-Gruppe sowie einen aliphatischen C12-Rest und bindet an Proteine
entweder Uber hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkungen. Die Anlagerung
von 1 Molekil SDS pro 2 Aminosauren bedingt bei allen Proteinen ein identisches
Ladungs-Masse-Verhaltnis. Bei angelegter Spannung wandern die negativ geladenen
Proteine innerhalb des Gels in Richtung Plus-Pol (Anode) und trennen sich dabei nach
der GrolRe auf.

Aufgrund der Eigenschaften der Hydrophobine, wie der durch Disulfidbriicken stabili-
sierte Tertiarstruktur und der stabilen Anlagerung an Oberflaichen und Grenzflachen,
mussten die SDS-PAGE Bedingungen optimiert werden, um eine Auftrennung der
rekombinanten Fusionshydrophobine zu ermoglichen. Zur Spaltung der Disulfidbriicken
wurden hohe Konzentrationen Reduktionsmittel (Dithiothreitol, DTT) verwendet, und die
Denaturierung der Proteine, d.h. die Reduktion der Disulfidbriicken und die Anlagerung
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von SDS, erfolgte nicht wie Ublich bei 95°C, sondern bei 60°C, um ein Ausfallen der
Proteine zu verhindern.

Die SDS-Gele bestanden aus einem 18% Trenngel (fur 10 mL: 4,5 mL Acrylamid/Bis-
Lésung 37.5:1 (40% wi/v), 3,1 mL 1,5 M Tris pH 8,8, 2,2 mL H,O dest., 62,5 yL 20%
SDS, 125 pyL 10 % APS, 12,5 yL TEMED) und einem 4% Sammelgel (fir 5 mL: 0,5 mL
Acrylamid/Bis-Lésung 37.5:1 (40%w/v), 1,25 mL 1 M Tris pH 6,8, 3,16 mL H,O dest.,
25 uL 20% SDS, 50 yL 10% APS, 7,5 uL TEMED). Nachdem die Gele auspolymerisiert
waren, wurden diese in die Elektrophoresekammer, welche mit Reservoirpuffer (fir 1 L:
145 g Glycin, 29 g Tris Base, 10 g SDS) geflllt war, eingesetzt. Die Proben (1-14 pL)
wurden mit 4 yL optimiertem Laemmliprobenpuffer (5-fach konzentriert: 25% Glycerin,
10% SDS, 55 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0,5% Bromphenolblau, 5 mM EDTA) und 2 uL DTT
(10-fach konzentriert: 1 M) versetzt und mit H,O dest. auf ein Gesamtvolumen von
20 yL aufgefillt. Die Proben wurden zur Denaturierung der Proteine fir 10 min. bei
60°C inkubiert und anschliellend auf das Gel aufgetragen. Zusatzlich wurden 7 puL
Marker (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
fur 1 Std. bei 150 V.

Zur Visualisierung der Proteinauftrennung wurden die Polyacrylamidgele fir 30 min. bei
Raumtemperatur mit Coomassie Brilliant Blue Farbelésung (46 mL Ethanol, 0,25¢g
Coomassie G250, 8 mL Eisessig, auffillllen auf 100 mL mit H,O dest.) gefarbt. Die
anschlielende Inkubation in Entfarber-Lésung (30 mL Methanol, 7 mL Eisessig,
auffillen auf 100 mL mit H,O dest.) machte die Banden im Gel sichtbar.

4.3.4 Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung

Die rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein A und H*Protein B bilden auf
unterschiedlichen Oberflachen homogene und stabile Proteinschichten. Eine spezifi-
sche Funktionalisierung dieser Proteinschichten ist mdglich, um den Einfluss auf die
bakterielle Biofilmbildung zu verandern.

Zur spezifischen Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung wurde Streptavidin
als Haftvermittler fir die Bindung verschiedener antimikrobieller Substanzen eingesetzt.
Zuerst wurde die Hydrophobinbeschichtung biotinyliert und anschliellend Uber Self-
Assembly eine Streptavidin-Monolage auf dieser Oberflache generiert. Zur Funktionali-
sierung der Hydrophobinbeschichtung wurden anschlieRend die antimikrobiellen
Substanzen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin mit Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert
und Uber Streptavidin auf den Oberflachen immobilisiert.
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Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen und der Hydrophobinbeschich-
tung

Die Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen und der Hydrophobinbeschichtung
wurde mit Sulfo-NHS-Biotin (443,43 Da, Spacer 13,5 A; Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Direkt vor der Verwendung wurde eine
10 mM Sulfo-NHS-Biotin Stocklésung in LiChroSolv PCR Wasser (Merck, Darmstadt,
Deutschland) hergestellt (2,2 mg Sulfo-NHS-Biotin in 500 yL PCR H,0). Die antimikro-
biellen Substanzen wurden in PBS-Puffer (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,8 g Na,HPO, x 2 H,0,
0,24 g KH,PO,, auffillen auf 1 Liter mit H,O dest., pH 7,6) in einer Konzentration von
2 mg/mL (0,28 pM, Lysozym) bzw. 1 mg/mL (0,69 uM, Polymyxin B und Vancomycin)
geldst. Die Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen wurde mit einem 20-fachen
molaren Uberschuss an Sulfo-NHS-Biotin durchgefiihrt, was laut Herstellerangaben zu
einer Bindung von 4-6 Biotin-Gruppen pro Molekl fuhrt. Die antimikrobiellen Substan-
zen wurden zusammen mit der entsprechenden Menge Sulfo-NHS-Biotin Stocklésung
unter leichtem Schwenken flr 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend
mit Zeba Desalt Spin Columns (5 mL, 7kMWCO, Thermo Scientific) bzw. durch Dialyse
aufgereinigt und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Zur Biotinylierung der Hydrophobinbeschichtung, dem ersten Schritt im sequentiellen
Aufbau der Funktionalisierung, wurde die 10 mM Biotin-Stocklésung mit PBS 1:10
verdinnt (Endkonzentration 1 mM). Die Hydrophobin-beschichteten Oberflachen
wurden fir 2 Std. bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken in der Biotin-Lésung
inkubiert. Anschlielfend wurden die Oberflachen zweimal 5 min. mit PBS-Puffer mit
100 mM Glycin und einmal 5 min. in PBS-Puffer gewaschen, um die Biotinylierungsre-
aktion zu beenden und Uberschissiges Biotin und entstandene Nebenprodukte zu
entfernen. Die Oberflachen wurden kurzzeitig bei 4°C in PBS gelagert oder sofort
verwendet.

Bindung von Streptavidin

Der nachste Schritt im schrittweisen Aufbau der Funktionalisierung auf der Hydro-
phobin—beschichteten Oberflache, war die Bindung von Streptavidin. Eine 1 mg/mL
Streptavidin  Stocklésung  (ultrapure, AppliChem) wurde in Phosphat-Puffer
(NaH,PO4/Na,HPO,4, pH 7,4) angesetzt und bei 4°C gelagert. Zur Strepatvidin-Bindung
wurde die Stocklésung 1:40 in PBS-Puffer verdinnt (Endkonzentration 25 pg/mL,
0,4 uM) und die biotinylierten Hydrophobin-beschichteten Oberflachen in dieser Lésung
fur 2 Std. bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Anschlielend
wurden die Oberflachen dreimal 5 min. mit PBS-Puffer gewaschen und kurzzeitig bei
4°C in PBS gelagert oder sofort verwendet.
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Bindung der antimikrobiellen Substanzen

Der dritte Schritt im sequentiellen Aufbau der Funktionalisierung war die Immobilisie-
rung der biotinylierten antimikrobiellen Substanzen auf der Biotin-Streptavidin modifi-
zierten Hydrophobinbeschichtung. Nach der Aufreinigung der biotinylierten
antimikrobiellen Substanzen durch Zeba Desalt Spin Columns bzw. Dialyse wurden
diese 1:5 in PBS-Puffer verdinnt. Die modifizierten Oberflachen wurden fur 2 Std. bei
Raumtemperatur unter leichtem Schwenken mit den antimikrobiellen Substanzen
inkubiert. AnschlielRend wurden die Oberflachen dreimal 5 min. mit PBS-Puffer gewa-
schen, um physisorbierte Proteine zu entfernen. Die funktionalisierten Oberflachen
wurden flr kurze Zeit bei 4°C in PBS gelagert oder sofort flr weitere Untersuchungen
eingesetzt.

4.3.5 Kontrolle der Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung

Der schrittweise Aufbau der Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung wurde
zum einen online mit QCM-D Messungen (Kapitel 2.2.5) verfolgt, zum anderen wurden
die einzelnen Schritte immunologisch bzw. mikroskopisch kontrolliert.

Die erfolgreiche Biotinylierung der Hydrophobinbeschichtung wurde immunologisch mit
Anti-Biotin Antikérpern kontrolliert (Kapitel 2.4.1). Fir die Kontrolle der Streptavidin-
Bindung wurde mit Alexa Fluor 488 markiertes Streptavidin (Invitrogen) eingesetzt. Die
Oberflachen wurden, wie bereits beschrieben, fir 2 Std. bei Raumtemperatur in einer
25 pg/mL Streptavidin-Losung inkubiert und anschlieRend dreimal 5 min. mit PBS-
Puffer gewaschen. Die mikroskopische Kontrolle der Oberflachen erfolgte mit einem
Axioplan 2 Imaging Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Der
letzte Schritt der Funktionalisierung, die Immobilisierung der antimikrobiellen Substan-
zen, wurde beispielhaft an der Bindung von Lysozym kontrolliert. Die erfolgreiche
Lysozymbindung wurde ebenfalls immunologisch mit Anti-Lysozym Antikérpern
nachgewiesen.

4.3.6 Quantifizierung der Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen

Zur Quantifizierung der Biotinylierung der antimikrobiellen Substanzen wurde der Fluo
Reporter Biotin Quantitation Assay Kit (Molecular Probes) verwendet. Mit Hilfe eines
fluorometrischen Nachweises ist hier die genaue Bestimmung der Anzahl der Biotin-
Markierungen pro Protein méglich (Abbildung 58).

Die Quantifizierung wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.

109



MATERIAL UND METHODEN

% \
¢ X

Biotective Green reagent

Abbildung 58. Schematische Darstellung des FluoReporter® Biotin Quantitation Assay. Der Nachweis
verwendet die Substanz Biotective Green, die aus Avidin, markiert mit einem fluoreszierenden Farbstoff
(D), und einem Liganden in den Biotinbindungsstellen (Q), markiert mit einem Quencher-Farbstoff, der die
Biotinbindungsstellen besetzt, besteht. Durch den Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)
unterdriickt der Ligand die Fluoreszenz. Biotin (B) bindet an das Protein und ersetzt den Quencher-
Farbstoff, was zur einer Fluoreszenz proportional zur Menge des gebundenen Biotins fiihrt. (Abbildung
Invitrogen).

4.3.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

BCA-Assay

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte mit Hilfe von Bicinchoninsaure (BCA) und
CuSO0,. Proteine bilden mit BCA und CuSO, einen Komplex, der bei 562 nm photomet-
risch detektiert werden kann.

Die Proteine wurden im Vergleich zu einem BSA (bovine serum albumin, Sigma)
Standard quantifiziert. Die BCA-Gebrauchslésung wurde unmittelbar vor dem Versuch
hergestellt. Hierzu wurden 10 mL BCA-Proteinassay-Reagenz A (Pierce) mit 200 pL 4%
Kupfersulfatlésung gemischt. In eine 96-Well-Mikrotiterplatte wurden jeweils 10 yL des
BSA-Standards (0-30 ug/10 uL) sowie 10 yL der zu messenden Proben mit 200 L
Gebrauchslésung gemischt und 30 min. bei 37°C inkubiert. Nach weiteren 15 min
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Extinktionsmessung am Multiskan MS340
bei 560 nm. Durch Erstellen einer Eichgerade der BSA-Standards konnte der Protein-
gehalt der Extrakte ermittelt werden.

4.4 Immunologische Nachweismethoden

Immunologische Nachweismethoden wurden in dieser Arbeit fir verschiedene Frage-
stellungen verwendet. Alle Inkubationsschritte wurden hierbei bei Raumtemperatur
ausgefuhrt. Zuerst wurden die zu untersuchenden Oberflachen fiir 30 min. in Blockie-
rungslésung (PBS-Puffer, 0,1% Tween 20, 5% Milchpulver) und anschlieflend fur 1 Std.
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in primarer Antikérperlésung (primarer Antikorper verdinnt in Blockierungslésung)
inkubiert. Nach griindlichem viermaligem Waschen der Oberflachen mit Waschlésung
(PBS-Puffer, 0,1% Tween 20) fir jeweils 5 min. wurden die Oberflachen fur 1 Std. in
sekundarer Antikorperlésung (sekundarer Antikérper verdinnt in Waschlésung)
inkubiert. Die Oberflachen wurden wie oben beschrieben gewaschen und anschlielend
bei Raumtemperatur getrocknet bzw. direkt zur Chemilumineszenz-Detektion einge-

setzt.

441 Immunologischer Nachweis der Hydrophobinbeschichtung

Primérer AK Anti-His Tag antibody, Clone His.H8; Millipore, Schwalbach, Deutschland
Verdiinnung 1:3000

Sekundirer AK (1) Goat polyclonal secondary antibody to mouse IgG (Cy 3.5 conjugated); Abcam,
Cambridge, UK
Verdiinnung 1:5000

Sekundirer AK (2) Chicken secondary antibody to mouse IgG (HRP conjugated); Santa Cruz

Biotechnology
Verdiinnung 1:3000

Der His-Tag der rekombinanten Fusionshydrophobine wurde flir die spezifische
Markierung und den immunologischen Nachweis der Hydrophobinbeschichtung
verwendet. Zum einen wurde die Homogenitat der Hydrophobinbeschichtung in
Abhangigkeit von verschiedenen Inkubationstemperaturen und —zeiten mit Immunfluo-
reszenzmikroskopie untersucht (sekundarer AK (1)). Der Einfluss verschiedener
Lésungsmittel und Detergenzien auf die Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung wurde
uber Chemilumineszenz detektiert (sekundarer AK (2)).

Fir Immunfluoreszenzuntersuchungen der Homogenitat der Hydrophobinbeschichtung
wurde nach dem Trocknen der Oberflachen bei Raumtemperatur die anti-fading L6sung
Citifluor (Citifluor Ltd, London, UK) auf die Oberflachen getropft und diese mit
630-facher VergréRerung mit dem Axioplan 2 Imaging System (Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit dem Filter Set BP 546/12, FT 580, LP 590 analysiert. Zehn digitale
Aufnahmen wurden von jeder Oberflache mit der Zeiss AxioCam MRm Kamera und der
Axio Vision 4.6 Software aufgenommen.

Die Untersuchungen zur Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung wurden im Mikrotiter-
plattenformat durchgefihrt. Einzelne Kavitaten der Hydrophobin-beschichteten Mikroti-
terplatte wurden fir 2 Std. bei Raumtemperatur mit 0,9% NaCl, PBS-Puffer, 2% SDS,
2%SDS + 0,1% Tween 20, 60% EtOH bzw. konzentrierte Ameisensaure behandelt.
Nach grundlichem Waschen der Kavitaten mit PBS-Puffer wurde die immunologische
Nachweisreaktion durchgefiihrt. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte nach
Zugabe des Substrats ECL Plus (ECL Plus Western Blotting Reagenz, GE Healthcare)
am Tecan Mikrotiterplattenreader. Die HRP katalysiert die enzymatische Umsetzung
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von Luminol in seine oxidierte Form. Die dabei freiwerdende Energie wird in Form von
Licht emittiert, das als Chemilumineszenzsignal detektiert werden kann.

4.4.2 Nachweis der Biotinylierung der Hydrophobinbeschichtung

Primérer AK Anti-Biotin antibody (polyclonal goat; alkaline phosphatase conjugated);
Rockland, Immunochemicals for Research, Gilbertsville, PA, USA
Verdiinnung 1:1000

Zum spezifischen Nachweis der erfolgreichen Biotinylierung der Hydrophobinbeschich-
tung, dem erstem Schritt der sequentiellen Funktionalisierung der Oberflache, wurde
ein Anti-Biotin Antikérper funktionalisiert mit Alkalischer Phosphatase verwendet. Nach
der Antikérperbindung wurde die Oberflache mit CDP-Star Substratlésung (enthalt 1,2-
Dioxetan-Phosphat) Gberschichtet und fir 5 min. im Dunkeln inkubiert. Die konjugierte
alkalische Phosphatase setzt wahrend der Inkubation das Chemilumineszenz-Substrat
(CDP-Star ready to use, Roche) in einer enzymkatalysierten Dephosphorylierung um.
Die Dephosphorylierung des 1,2-Dioxetan-Phosphat (CDP) resultiert in einem instabilen
Phenolat-Anion, das sehr schnell zerféllt. Die dabei freiwerdende Energie wird in Form
von Licht emittiert, das als Chemilumineszenzsignal detektiert werden kann. Dieses
Lichtsignal wurde mittels CDC-Kamera im Lumilmager detektiert.

443 Immunologischer Nachweis der Lysozymimmobilisierung

Primérer AK Anti-Lysozym antibody (Rabbit polyclonal to lysozyme); Abcam, Cambridge,
UK
Verdiinnung 1:2500

Sekundérer AK goat secondary antibody to rabbit IgG (HRP conjugated); Santa Cruz

Biotechnology
Verdiinnung 1:5000

Zum spezifischen Nachweis der Lysozymimmobilisierung, beispielhaft fir den letzten
Schritt der sequentiellen Funktionalisierung der Hydrophobinbeschichtung, wurde als
primarer Antikdrper ein Anti-Lysozym Antikérper und als sekundarer Antikdrper ein mit
dem Enzym HRP funktionalisierter Antikdrper verwendet. Die Detektion der Chemilumi-
neszenz erfolgte nach Zugabe des Substrats ECL Plus (ECL Plus Western Blotting
Reagenz, GE Healthcare) fir den Nachweis der Lysozym-Bindung auf den modifizier-
ten Oberflachen und auf den QCM-D Kristallen nach der online-Funktionalisierung am
Lumilmager. Zur Quantifizierung der gebundenen Lysozymmenge wurde zusatzlich
eine Standardgerade mit definieten Mengen Lysozym erstellt und der Nachweis
erfolgte im Mikrotiterplattenformat am Tecan Mikrotiterplattenreader.
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4.5 Mikrobiologische Untersuchungen

4,51 Bakterien

Zur Untersuchung des Einflusses der rekombinanten Fusionshydrophobine auf das
Bakterienwachstum und die Biofilmbildung wurden verschiedene Bakterienisolate und
natlrliche Bakterienpopulationen verwendet (Tabelle 8)

Tabelle 8. Uberblick (iber die verwendeten Bakterienisolate und natiirlichen Bakterienpopulationen.

Bakterienisolat / - population Eigenschaft Referenz bzw. Herkunft

Staphylococcus aureus Gram-positiv Patientenisolat 3a, MRSA

Enterococcus faecalis DSM2570 Gram-positiv

Escherichia coli K12 Gram-negativ DSM 498

Escherichia coli BW3110 Gram-negativ E.coli BW3110, pJOE 4056.2 His e-GFP
Wilms et al. 1999; Wegerer et al. 2008

Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gram-negativ Stamm H103

Pseudomonas aeruginosa Pa49R Gram-negativ

Pseudomonas aeruginosa DSM 1117  Gram-negativ ATCC 27853

Kliranlagenzulauf gemischte Pop. Klaranlage Karlsruhe-Neureut

Kliranlagenablauf gemischte Pop. Kléaranlage Karlsruhe-Neureut

Die verwendeten Bakterien lagen als Glycerinkultur vor. Die Abwasserproben wurden
direkt vor Verwendung aus der Klaranlage enthommen.

4.5.2 Nahrmedien

Die fir die Anzucht und den Nachweis der Bakterien verwendeten Medien sind in
Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9. Uberblick Uber die verwendeten flissigen und festen Nahrmedien zur Bakterienanzucht.

Nihrmedium oder -agar Zusammensetzung

Hirn-Herz-Bouillon (Brain Heart Infusion, BHI) 1:4 mit H,O dest. verdiinnt; Fertigndhrmedium
(Merck)

Miiller-Hinton-Bouillon (MH) Fertigndhrmedium (Merck)

BM2-Medium (BM2) 62 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7, 7 mM

(NH4),SO,, 2 mM MgSO,, 10 uM FeSOy, 0.4%
(wt/vol) Glucose

BHI-Agar 1:4 mit H,O dest. verdiinnt; Fertigndhrmedium
(Merck), Zugabe von 15 g/L. Agar-Agar (Merck)

MH-Agar Fertigndhrmedium (Merck)

R2A-Agar Fertigndhrmedium (Merck)
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Far die Anzucht von naturlichen Abwasser-Biofilmen wurde synthetisches Abwasser als
Nahrlésung verwendet (Tabelle 10). Dieses wurde als 100-fach konzentrierte Stamm-
I6sung angesetzt und nach dem Autoklavieren portionsweise eingefroren.

Tabelle 10. Zusammensetzung des synthetischen Abwassers nach OECD / ISO (Methode 11733). Der
Ansatz erfolgte in H20O dest. Der pH-Wert des synthetischen Abwassers lag bei pH 7,5 + 0,5.

1-fach (pro Liter) 100-fach (pro Liter)

Pepton (aus Casein) 160 mg l6 g
Fleischextrakt 110 mg I1g
Harnstoff 30 mg 3g
Natriumchlorid (NaCl) 7mg 0,7¢
Calciumchlorid (CaCl, x 2 H,0) 4 mg 04¢g
Magnesiumsulfat (MgSO, x 7 H,0) 2 mg 02¢g
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) 28 mg 28g

4.5.3 Bakterienanzucht und Biofilmkultivierung

Ubernachtkulturen der Bakterien wurden in BHI, MH oder BM2 in sterilen 50 mL-
Roéhrchen auf einem Schittler bei 37°C und 150 Umdrehungen pro Minute angezogen.
Die Ubernachtkulturen wurden in frischnem Medium verdinnt fir das Bakterienwachs-
tum in Mikrotiterplatten oder die Biofilmkultivierung in den Biofilmreaktoren.
Agarplatten wurden bei 37°C fir 24 Std. oder bei 20°C flir 7 Tage inkubiert.

Mikrotiterplatte

In Mikrotiterplatten wurden die primare bakterielle Adhasion und ausgereifte Biofilme im
statischen System untersucht. Die Charakterisierung erfolgte Uber den Kristallviolett-
und/oder Resazurin-Assay (Kapitel 4.5.5 und 4.5.6).

Biofilm-Réhrenreaktor

Zur Untersuchung des Einflusses der Hydrophobinbeschichtung auf die bakterielle
Biofilmbildung wurden Reinkultur- und nattrliche Mischkultur-Biofilme auf Hydrophobin-
beschichteten und unbeschichteten Glasoberflachen in einem Durchflusssystem
angezogen. Der verwendete Roéhrenreaktor ist eine laborinterne Eigenkonstruktion,
bestehend aus einer Reaktorréhre (Lange 29 cm, Innendurchmesser 4,6 cm) und einer
Halterung fir die Oberflachen (Abbildung 59). Die Biofilme wurden mit einer konstanten
Flussrate von 10 mL/min bei Raumtemperatur kultiviert.

114



MATERIAL UND METHODEN

(B)

; i [} B p
| Y :
Wfluss l 3

% \

Abbildung 59. Abbildung des Rohrenreaktors. (A) Betrieb des Roéhrenreaktors zur Anzucht eines Biofilms
im Batch-System. (B) Reaktorréhre mit Halterung fiir Oberflachen in ObjekttragergréfRRe.

Fir Reinkultur-Biofime wurden Ubernachtkulturen einzelner Bakterienkolonien ver-
dinnt und bei 37°C inkubiert, bis die Bakterienzellen die exponentielle Phase (ODggg
0,5-0,7) erreicht hatten. Diese Bakteriensuspension wurde mit BHI auf eine ODggo 0,1
verdinnt und als Startsuspension flir das Biofilmwachstum eingesetzt. Als Nahrmedium
wurde BHI verwendet. Nach 5, 17 und 26 Std. wurden die Glasoberflachen aus dem
Reaktor entfernt und in sterilem Zellwaschpuffer (5 mM Magnesiumacetat, 10 mM Tris,
pH 8,0) gewaschen, um lose adharierte Bakterien zu entfernen. AnschlieRend wurden
die Oberflachen fir die mikroskopische oder mikrobiologische Charakterisierung des
Biofilmwachstums verwendet.

Fur natirliche Multispezies Biofilme wurde Abwasser als Inokulum und synthetisches
Abwasser als Nahrstofflésung verwendet.

CDC-Biofilmreaktor

Zur Analyse des Biofiimwachstums auf Oberflachen unter definierten Scherkraften
wurde der CDC-Biofilmreaktor (Biosurface Technologies Corporation, Bozeman,
Montana, USA) verwendet (Abbildung 60).

115



MATERIAL UND METHODEN

Der CDC-Biofilmreaktor bietet eine kontrollierbare und reproduzierbare Umgebung fir
das Biofilmwachstum auf verschiedenen Oberflachen. Der Reaktor besteht aus acht
Polypropylen Coupon-Halterungen, die jeweils drei Coupons fassen kénnen. Die
passenden Coupons sind in verschiedenen Materialien erhaltlich. Zur Untersuchung
des Biofiimwachstums wurden (modifizierte) Glascoupons als Ausgangsmaterial
verwendet. Der Deckel halt und stabilisiert die Coupon-Halterungen in der Bakterien-
suspension. Das Glasgefal fasst 1 Liter Flussigkeit, wobei sich der Uberlauf auf einer
Hoéhe von 350 mL befindet. Das Medium und die Bakterien werden durch Rihren
mittels eines Magnetriihrers homogen im Reaktor verteilt. Abhangig von der Umdre-
hungsgeschwindigkeit des Magnetrihrers lassen sich definierte, auf die Biofilme
wirkende, Scherkrafte einstellen.

Vor der Verwendung im Biofilmreaktor (oder zur Hydrophobinbeschichtung) wurden die
Glas- und Tefloncoupons flr 30 min. in 2% SDS + 0,1% Tween 20 im Ultraschallbad
gereinigt und anschlief’end griindlich mit Milli-Q H,O gesplilt.

N\

frisches Abfallgefan

Nahrmedium

Magnetriihrer

Medienfluss

Abbildung 60. Betrieb des CDC-Biofilmreaktors im Durchfluss. Frisches Nahrmedium wird mittels einer
Peristaltikpumpe kontinuierlich in den CDC-Reaktor gepumpt. Die eingestellte Flussrate ist hierbei
abhangig von der Verdopplungszeit der Bakterien im Reaktor. Die auf die Biofilme wirkenden Scherkrafte
werden mit Hilfe eines Magnetriihrers kontrolliert. Verbrauchtes Medium flieRt Giber einen Uberlauf in ein
Abfallgefal.

Bei der Biofilmanzucht von Reinkulturbiofilmen auf den modifizierten und unmodifizier-
ten Coupons sollte die Verweildauer (RT, Residence time) der Bakterien im Reaktor
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kleiner sein als ihre Verdopplungszeit td. So wurde ein Wachstum der Bakterien in der
planktonischen Phase minimiert und das Biofilmwachstum geférdert.

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit td wurde von den Bakterien durch die Bestim-
mung der ODggo zu verschiedenen Zeitpunkten eine Wachstumskurve bei Raumtempe-
ratur aufgenommen. Die Verdopplungszeit td wurde wie folgt berechnet:

Exponentielle Wachstumsrate: u= (In xt — In xo0)/t-to
Verdopplungszeit td = In2/p

Da gelten sollte RT < td, wurde die gewiinschte Verweildauer nach der Berechnung der
Verdopplungszeit festgelegt.
Fir die Bestimmung der Flussrate gilt:

Flussrate = Reaktorvolumen / RT

Fir die Biofilmkultivierung wurde eine Ubernachtkultur aus einer einzelnen Bakterienko-
lonie in frischem Medium auf eine ODgoy 0,1 verdiinnt. Die Bakterienadhasion erfolgte
im Reaktor fur 1,5 Std. ohne Zufluss von frischem N&ahrmedium, aber bereits mit
definierten Scherkraften. Nach 1,5 Std. wurde mit der zuvor bestimmten Flussrate
frisches Medium in den Reaktor gepumpt. Das Biofilmwachstum erfolgte bei Raumtem-
peratur. Am Ende der Inkubationszeit wurden die Couponhalterungen aus dem Reaktor
entnommen, die Coupons aus den Halterungen entfernt und vor der weiteren Analyse
des Biofilmwachstums mit sterilem Zellwaschpuffer (5 mM Magnesiumacetat, 10 mM
Tris, pH 8,0) gewaschen.

454 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Zur Bestimmung der Anzahl der kultivierbaren Bakterien und Charakterisierung der
antibakteriellen Wirksamkeit der Oberflachen wurden die koloniebildenden Einheiten
ermittelt.

Zuerst wurden lose adharierte Bakterien durch Waschen mit sterilem Zellwaschpuffer
entfernt. Anschliefend wurde der Biofilm mit einem sterilen Zellschaber grindlich von
der Oberflache abgeschabt, in einer geringen Menge PBS-Puffer oder Zellwaschpuffer
resuspendiert und mit einer Kanule homogenisiert. Ausgehend von dieser Bakterien-
suspension wurde in sterilem PBS-Puffer oder Zellwaschpuffer eine dezimale Verdin-
nungsreihe erstellt. Die Verdinnungsstufen wurden im Plattengussverfahren oder mit
der Drop-Plate Methode ausplattiert.

Plattengussverfahren

Von den ausgewahlten Verdinnungsstufen wurden im Dreifachansatz je 300 pL in eine
sterile Petrischale pipettiert. R2A-Agar wurde hierbei als Wachstumsmedium fir
heterotrophe Bakterien verwendet (Reasoner und Geldreich 1985). Der Agar wurde im
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Dampftopf bei 99°C geschmolzen und anschlieBend im Wasserbad auf ca. 50°C
abgekihlt. Der Agar wurde in die Petrischalen gegossen und durch Kreisen mit der
Bakteriensuspension vermischt. Nach Ausharten der Platten bei Raumtemperatur
wurden diese fir 7 Tage bei 20°C im Brutschrank inkubiert. Anschlieliend wurden die
Kolonien ausgezahlt. Aus den Dreifachansatzen wurde durch Bildung der Mittelwerte
unter Berlcksichtigung der Verdinnungen die Bakterienzahl der Ausgangssuspension
und entsprechend im Biofilm auf der Oberflache berechnet.

Drop Plate Methode

Die Drop-Plate Methode wurde nach einem Protokoll von Herigstad et al. (2001)
durchgefihrt.

Zuerst wurden die Agarplatten fir 20 min. unter der Sterilbank getrocknet. Von den
ausgewahlten Verdinnungsstufen wurden jeweils 5 Tropfen a 10 yL auf die Oberflache
von zwei Agarplatten aufgetropft. Auf jede Agarplatte wurden vier Verdiinnungsstufen
aufgebracht. Anschlielend wurden die Platten flr 16-20 Std. bei 37°C bebritet. Die
Kolonien jedes Tropfens wurden ausgezahlt und unter Bertcksichtigung der Verdin-
nung und des ausgebrachten Volumens die Bakterienzahl der Ausganssuspension und
im Biofilm auf der Oberflache bestimmt.

4.5.5 Kristallviolett-Assay

Mit Hilfe des Farbstoffes Kristallviolett, der die bakterielle Zellwand farbt, kann eine
Detektion von Zellpopulationen adharenter Zellen auf Oberflachen erfolgen. Hierbei
wird die Gesamt-Biomasse bestimmt.

Nach der Inkubation mit Bakteriensuspension wurden alle planktonischen Zellen
vorsichtig aus der 96-Well Mikrotiterplatte entfernt. AnschlieRend wurden die einzelnen
Kavitaten mit 300 pL sterilem H,O dest. gewaschen, um lose adhéarierte Bakterien zu
entfernen. Die Bakterien wurden fir 10 min. bei Raumtemperatur mit 100 pL 0,05%
Kristallviolett pro Kavitat gefarbt. Die Kavitaten wurden zweimal mit je 200 pL H,O dest.
gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Der von der Bakterienzellwand
gebundene Farbstoff wurde anschlieBend 10 min. mit 200 yL 33%iger Essigsaure
solubilisiert und photometrisch die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm
bestimmt.

4.5.6 Resazurin-Assay

Resazurin ist ein Indikatorfarbstoff der pH-Wert Veranderungen und Redoxreaktionen
anzeigt. Der ungiftige wasserldsliche blaue Farbstoff wird bei Reduktion irreversibel zu
rosafarbenem fluoreszierendem Resorufin umgesetzt. Durch metabolisch aktive
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Bakterien wird Resazurin zu Resorufin reduziert. Die hierbei entstehende Fluoreszenz
ist proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven Zellen.

Nach der Inkubation mit Bakteriensuspension wurden alle planktonischen Zellen
vorsichtig aus der 96-Well Mikrotiterplatte entfernt. AnschlieRend wurden die einzelnen
Kavitaten mit 300 yL 0,89% NaCl gewaschen. In jede Kavitat wurden 100 pyL 0,89%
NaCl und 20 uL Resazurin-Lésung pipettiert und die Mikrotiterplatte im Dunkeln unter
Schitteln bei 37°C inkubiert. Nach 3 Std. wurde die Fluoreszenz am Fluoroskan
gemessen (ex 544 nm, em 612 nm).

4.6 Analyse der antimikrobiellen Eigenschaften

Die antimikrobiellen Eigenschaften der rekombinanten Fusionshydrophobine H*Protein
A und H*Protein und der fur die Funktionalisierung der Hydrophobin-beschichteten
Oberflachen verwendeten Substanzen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin wurden
in Suspension in Bezug auf verschiedene Referenzbakterien bestimmt. Hierflr wurde
die Methode der Bouillon-Mikrodilution zur Bestimmung der Empfindlichkeit (MHK,
minimale Hemmkonzentration) der Bakterien eingesetzt.

Die antibakterielle Wirkung der funktionalisierten Hydrophobinbeschichtung wurde im
statischen System mit der Kirby-Bauer Diffusionsmethode (Agardiffusionstest) hinsicht-
lich der Freisetzung der immobilisierten Substanzen untersucht. Mit der standardisierten
Testvorschrift ASTM E 2149 wurde die antimikrobielle Aktivitdt der immobilisierten
antimikrobiellen Agenzien unter dynamischen Bedingungen bestimmt.

Mit dem Turbidity-Assay wurde die Wirksamkeit des biotinylierten Lysozyms vor und
nach der Immobilisierung mit dem Referenzkeim Micrococcus luteus untersucht.

4.6.1 Methode der Bouillon-Mikrodilution

Das Bouillon-Dilutionsverfahren ist ein Test zur Bestimmung der Empfindlichkeit
(minimale Hemmkonzentration) von Bakterien gegentber verschiedenen (antimikrobiel-
len) Wirkstoffen. Der Test wird in flissigem Medium als Reihenverdinnungstest
durchgefuhrt, wobei eine zweifache Verdlnnungsreihe des zu testenden Wirkstoffes
verwendet wird. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist eine quantitative Beurteilung des
Empfindlichkeitsverhaltens maoglich.

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) bei planktonischen Zellen

Die Bestimmung der MHK bei planktonischen Zellen wurde in Anlehnung an die
Vorgaben des CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) durchgefihrt.
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Es wurde die Empfindlichkeit ausgewahlter Referenzbakterien gegentiber den rekombi-
nanten Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B in verschiedenen Nahrme-
dien bestimmt. Als Referenzbakterien wurden S. aureus, E. faecalis, E. coli K12,
P. aeruginosa PAO1 und P. aeruginosa Pa49R (Tabelle 8) und als Nahrmedien BHI,
MH und BM2 (Tabelle 9) verwendet.

H*Protein A und H*Protein B wurden in den Nahrmedien in einer Konzentration von
20 mg/mL geldst und eine Verdinnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit dem jeweiligen
Medium und einem Endvolumen von 50 uL in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt.
Als Positivkontrolle fir das Wachstum der Bakterien wurde jeweils eine Kavitat nur mit
Medium beschickt.

Ubernachtkulturen der Referenzbakterien wurden in Testmedium angezogen. Die
Kulturen wurden fiir 10 min. bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in frischem Medium aufgenommen. Es wurde eine ODgy 0,01 in Medium
eingestellt und jeweils 50 pL der Bakteriensuspension in die Kavitaten der vorbereiteten
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Kontrolle des Bakterienwachstums erfolgte im Tecan
Mikrotiterplattenreader bei 37°C fir 21 Std.. Die MHK wurde anschlief3end als diejenige
Konzentration dokumentiert, bei der mit dem blofien Auge kein Wachstum der Bakte-
rien mehr erkennbar war.

Die MHK der fir die Funktionalisierung der Hydrophobin-beschichteten Oberflachen
verwendeten Substanzen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin wurde bei S. aureus
bestimmt. Dieses Bakterium wurde auch flir spatere Biofilmuntersuchungen auf den
funktionalisierten Oberflachen eingesetzt. Es wurde das standardmafig fir MHK-
Bestimmungen verwendete MH Medium eingesetzt, welches eine kationenangepasste
Konzentration an Calcium- und Magnesiumionen aufweist. Zusatzlich wurde das fur
Biofilmuntersuchungen eingesetzte BHI Medium verwendet.

Die antimikrobiellen Substanzen wurden in einer Konzentration von 20 mg/mL
(Lysozym, Vancomycin) bzw. 8,8 mg/mL im Nahrmedium gel6st. Die Durchflihrung
erfolgte wie oben beschrieben, wobei die Inkubation in BHI Medium bei Raumtempera-
tur erfolgte, um die Wachstumsbedingungen an spatere Biofilmuntersuchungen
anzupassen.

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) bei Biofilmen

Es wurde die Empfindlichkeit von S. aureus Biofilmen gegenlber den rekombinanten
Fusionshydrophobinen H*Protein A und H*Protein B und den antimikrobiellen Substan-
zen Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin bestimmt. Als Nahrmedium wurde MH
Medium verwendet.

Eine S. aureus Ubernachtkultur wurde in frischem MH Medium auf eine ODgy 0,03
eingestellt. In die Kavitdten einer 96-Well Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 pL
Bakteriensuspension pipettiert und diese fur die Biofilmbildung fiir 24 Std. bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die planktonischen Bakterien entfernt und
die Biofilme einmal mit 100 yL MH Medium gewaschen. Die rekombinanten Fusions-
hydrophobine und die antimikrobiellen Substanzen wurden in einer Konzentration von
20 mg/mL bzw. 8,8 mg/mL (Polymyxin) in MH Medium geldst und eine Verdinnungs-
reihe im Verhaltnis 1:2 mit MH Medium und einem Endvolumen von 100 pL in einer
96-Well Mikrotiterplatte vorbereitet. Jeweils 100 pL der verschiedenen Verdinnungsstu-
fen wurden auf die Biofilme pipettiert und die Mikrotiterplatte fir 24 Std. bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nach der Antibiotikabehandlung wurde der Uberstand entfernt,
die Biofilme einmal mit 100 yL MH Medium gewaschen und nochmals fir 24 Std. bei
37°C in 100 yL MH Medium inkubiert. Die MHK wurde anschlieliend als diejenige
Konzentration dokumentiert, bei der mit dem bloRen Auge kein Bakterienwachstum
erkennbar war.

4.6.2 Kirby-Bauer Diffusionstest (Agardiffusionstest)

Um die mdgliche Freisetzung (Leaching) der immobilisierten Substanzen von den
funktionalisierten Hydrophobin-beschichteten Oberflachen zu untersuchen, wurde die
Kirby-Bauer Diffusionsmethode angewendet. Dieser Agardiffusionstest wird standard-
malig in der Routinediagnostik verwendet, um die Empfindlichkeit von Bakterienstam-
men gegenuber Antibiotika zu bestimmen. Eine Inhibitionszone (ZOl = zone of
inhibition) in der mikrobielles Wachstum verhindert wird, zeigt die Effizienz bzw. die
Freisetzung der antimikrobiellen Substanzen an.

Als Referenzkeim wurde S. aureus verwendet. Eine Ubernachtkultur wurde 1:1000 mit
MH Medium verdinnt (ODegg 0,002) und 200 pL dieser Bakteriensuspension homogen
auf MH-Agarplatten ausplattiert. Mit Lysozym, Polymyxin B und Vancomycin nach
Standardprotokoll funktionalisierte Glascoupons wurden mit der aktiven Seite auf die
Agarplatten aufgelegt und diese flir 24 Std. bei 37°C inkubiert. Zusatzlich wurden auch
Hydrophobin-beschichtete Glascoupons und Filterpapier getrankt mit unterschiedlichen
Konzentrationen der rekombinanten Fusionshydrophobine und antimikrobiellen
Substanzen verwendet.

4.6.3 Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitat immobilisierter Substanzen
unter dynamischen Bedingungen (ASTM E 2149)

Zur Bestimmung der antibakteriellen Aktivitdt der mit Lysozym, Polymyxin B und
Vancomycin funktionalisierten Hydrophobinbeschichtung wurde die Standardmethode
ASTM E 2149 eingesetzt. Mit Hilfe dieser Methode kann die antibakterielle Aktivitat
unter dynamischen Bedingungen bestimmt werden, wenn kein Leaching der Testsub-
stanzen von der Oberflache stattfindet.
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Als Referenzbakterien wurden S. aureus und M. luteus verwendet. Ubernachtkulturen
der Bakterien wurden fiir 5 min. bei 13300 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet einmal in Zellwaschpuffer gewaschen, um Medienreste zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Pellet in Zellwaschpuffer aufgenommen und eine ODgg
0,61-0,64 eingestellt. Jeweils 2 mL Bakteriensuspension und ein funktionalisierter
Glascoupon (aktive Oberflache 126,7 mm?) wurden bei 37°C und 100 rpm auf einem
Schittler inkubiert. Zu Beginn der Inkubation, nach 3 und 24 Std., wurden jeweils 150 pl
der Bakteriensuspension entnommen und die koloniebildenden Einheiten (KBE) mit der
Drop-Plate Methode auf MH-Agar-Platten bestimmt.

4.6.4 Turbidity Assay zur Analyse der Lysozymaktivitat

Lysozym hydrolysiert die B-1,4-glykosidische Bindungen zwischen
N-Acetylmuraminsaure- (NAM) und N-Acetylglucosaminresten (NAG) in der Peptidogly-
kanschicht der bakteriellen Zellwand, was zu einer Lyse der Bakterien fuhrt. Die
Aktivitat von Lysozym kann Uber eine Tribungsmessung (Turbidity Assay) einer
Bakteriensuspension bestimmt werden. Die optische Dichte der Zellsuspension bei
620 nm oder 450 nm nimmt durch die Lyse der Bakterien deutlich ab.

M. luteus wurde als Referenzbakterium zur Aktivitatsbestimmung von Lysozym vor und
nach Biotinylierung und in immobilisierter Form auf funktionalisierten Oberflachen
verwendet.

Zur Aktivitatsbestimmung von Lysozym vor und nach Biotinylierung wurde dieses in
einer Mikrotiterplatte seriell verdiinnt (Endvolumen 100 pl). Eine M. luteus Ubernacht-
kultur in BHI Medium wurde fiir 5 min. bei 13300 rpm abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet in PBS
aufgenommen und eine ODgg 0,8 eingestellt. 100 uL Bakteriensuspension wurden in
die Kavitaten der vorbereiteten Mikrotiterplatte pipettiert. Die Lyse wurde bei 37°C Uber
18 Std. bei ODsg5 im Tecan Mikrotiterplattenreader detektiert.

Zur Analyse der Aktivitat von immobilisiertem Lysozym wurden die zu untersuchenden
Proben mit einer M. luteus Suspension inkubiert. Die Tribung wurde in einer Mikrotiter-
platte bei 450 nm gemessen.
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4.7 Mikroskopische Methoden
4.7.1 Fluoreszenzfarbungen
Syto9

Zur Farbung von Bakterien und Biofilmen direkt auf Oberflachen wurde der DNA-
interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Syto9 verwendet.

Die zu untersuchenden Proben wurden in Zellwaschpuffer gewaschen, um lose
adharierte Bakterien zu entfernen. AnschlieBend wurde Syto9 Arbeitsldsung nach
Herstellerangaben auf den Biofilm aufgetropft. Nach 20-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Farbelésung vorsichtig mit Zellwaschpuffer
abgespllt, das Anti-Fading Reagenz Citifluor aufgetropft und ein Deckglas aufgelegt.
Die Oberflachen wurden mit 100 bis 1000-facher VergroRerung mit einem Axioplan 2
Imaging Mikroskop (Carls Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit dem Filter Set BP
450-490, FT 510, LP 515-565 untersucht. Digitalbilder jeder Probe wurden mit einer
Zeiss AxioCam MRm Kamera und der AxioVison 4.6 Software aufgenommen.

CTC

Zur Farbung von metabolisch aktiven Bakterien in Biofilmen wurde eine CTC-Lésung
(5-Cyano-2,3-ditolylchlorid, Polyscience, Inc.) verwendet. CTC ist ein Tetrazoliumsalz,
das durch die Dehydrogenase Aktivitat der Bakterien zu einem wasserunléslichen, rot
fluoreszierenden Formazan reduziert wird.

Vor jedem Versuchsansatz wurde die CTC Ldsung frisch nach Herstellerangaben
angesetzt (12 mg CTC in 10 mL BHI). Die zu untersuchenden Oberflachen wurden in
Zellwaschpuffer gewaschen, um lose adhéarierte Bakterien zu entfernen, und anschlie-
Rend in der frisch angesetzten CTC/BHI Lésung fir 2 Std. bei Raumtemperatur im
Dunkeln auf einem Schwenktisch inkubiert. Wurde zusatzlich eine Farbung der
Gesamtzellzahl durchgefuhrt, wurde der Syto9 Farbstoff 20 min. vor Ende der Inkubati-
onszeit direkt in die Lésung (0,5 pl Stock pro 1 mL Lésung) gegeben. Die Oberflachen
wurden anschlieBend vorsichtig in Zellwaschpuffer gewaschen, das Anti-Fading
Reagenz Citifluor aufgetropft und ein Deckglas aufgelegt. Die Praparate wurden mit
100 bis 1000-facher VergréRerung mit einem Axioplan 2 Imaging Mikroskop (Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) mit dem Filter Set BP 546, FT 580, LP 590 untersucht.
Digitalbilder jeder Probe wurden mit einer Zeiss AxioCam MRm Kamera und der
AxioVison 4.6 Software aufgenommen.
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4.7.2 Bestimmung der Oberflachenbedeckung

Die Oberflachenbedeckung (Surface Coverage) mit Bakterien / Biofilmen wurde anhand
der aufgenommenen Mikroskopiebilder mit der BioFlux 200 Software (Version 2.3.0.3;
Fluxion Biosciences / IUL Instruments GmbH, Kénigswinter, Deutschland) bestimmt. Es
wurden mindestens vier unabhangige Aufnahmen pro Probe verwendet.

4.8 Molekularbiologische Methoden

4.8.1 Populationsanalyse mittels Denaturierender Gradienten Gelelektropho-
rese (PCR-DGGE)

Um die bakterielle Population auf den Hydrophobin-modifizierten und unmodifizierten
Glasoberflachen und in der planktonischen Phase zu untersuchen, wurde zuerst die
DNA mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Die Lyse der Bakterienzellen wurde in Tris/fEDTA Puffer (20 mM
Tris/HCI, 2 mM EDTA, 1,2% Triton, pH 8,0) mit 20 mg/mL Lysozyme fiir 2 Std. bei 37°C
und anschlieRender Proteinase K Behandlung flr 45 min bei 56°C durchgefihrt. Die
Konzentration und Reinheit der isolieten DNA wurde mit dem NanoDrop ND-100
Spektral Photometer (PeglLab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Die Absorption der
DNA wurde bei 260 nm gemessen und die Reinheit aus dem Absorptionsverhaltnis
A260/A280 bestimmt.

Zwei Mikroliter der extrahierten genomischen DNA (bis zu 80 ng) dienten als Template
fur die PCR Amplifikation eines Fragmentes der 16S rRNA Genregion mit den Primern
GC27F und 517R (Tabelle 4).

Tabelle 11. Sequenzen der16S rDNA Primer, die fir die Populationsanalysen mittels DGGE eingesetzt
wurden.

Primer Sequenz 5°—3° Literatur
27F* AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG Muyzer et al. 1993
517R ATT ACC GCG GCT GCT GG Lane 1991

* mit GC-Klammer am 5 -Ende
(CGCCCGCCGLGLreearareeareecareaeeaecececeaececo)

Der 25 pL PCR Ansatz enthielt 1,25 U Tag-DNA Polymerase (peqGold Hot Tag DNA-
Polymerase; PeqlLab, Erlangen, Deutschland), 20 pmol von jedem Primer, 1x PCR
Puffer, 200 uM dNTPs, PCR-H,O und DNA.

Eine GeneAmp PCR 9700 System (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) wurde
zur Amplifikation (Tabelle 5) verwendet. Nach der Amplifikation der DNA wurden 5 pL
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Aliquots auf einem 1% Agarosegel mit Ethidiumbromid zur Kontrolle der GréRe und
Menge der Amplifikate aufgetrennt.

Tabelle 12. Temperaturprofil der PCR zur anschlieRenden Auftrennung der Amplifikate mittels DGGE

Ix 95°C 30 sec Aktivierung der Hot Taq DNA-Polymerase
94°C 30 sec Denaturierung

30 x 55°C 30 sec Primeranlagerung
72°C 1 min Elongation

Ix 72°C 7 min Postamplifikation

Die DGGE-Analyse der PCR Produkte wurde mit einem D-Code System (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland) mit denaturierenden Polyacrylamidgelen
mit einem Harnstoffgradienten von 40-70% durchgefihrt. 8 yL der PCR-Produkte
wurden auf das Gel aufgetragen. Die Gele liefen in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM
Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,5) bei 60°C und 70 V fir 16 Std.. Zur Visualisierung der
Bandenmuster, die sich durch die sequenzspezifische Auftrennung der PCR-Produkte
ausgebildet haben, wurden die Gele mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff SYBR®
Gold (0,001%; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt. Die gefarbten Gele wurden
bei 520 nm mit einer Lumilmager Working Station (LumilmagerT1™, Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Deutschland) ausgewertet.

Die DGGE Fingerabdriicke wurden manuell ausgezahlt bezlglich der An- oder Abwe-
senheit von Banden, unabhangig von deren Intensitat. Die Anzahl der Banden ent-
spricht (in etwa) der Anzahl der bakteriellen Spezies in der untersuchten Probe.
Populationsahnlichkeiten wurden paarweise mit dem Dice Koffizienten berechnet.

Dice Koeffizient: Cs = 2j/(x +y)

j = Anzahl der gemeinsamen Banden in Probe X und Y
x = Anzahl der Banden in Probe X

y = Anzahl der Banden in Probe Y

Die Analyse ergab Cs Werte zwischen 0 und 1, wobei ein Cs Wert von 0 keine Ahnlich-
keit zwischen den Proben bedeutet. Ein Cs Wert von 1 steht fiir 100%ige Ubereinstim-
mung (Murray et al. 1996).
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