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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

An der Grenzschicht zwischen einer festerOberflache und der umgebenden Luft
wachsende subaerische Biofilme(SAB) zeichnen sich durcheine erhdhte Toleranz
gegenuber extremen Umweltbedingungen und dem Eintrag von Bioziden aus. Diese
Schutz vor auf3eren Umwelteinflissenwird vornehmlich durch den Beitrag von
extrazellularen polymeren Substanzen (EPS)und Pigmenten wie Melanin und
Carotinoiden, vieler unterschiedlicher Organismen gewahrleistetDeren Synthese wird
wiederum durch intrazellulare Botenstoffe reguliert. Das Cyanobakterium Nostoc
punctiforme und der mikrokoloniale Pilz Knufia petricola als Partner eines etablierten
SABModells und Vertreter zweier typischer Organismengruppen in SABwurden
genutzt, um Botenstoffe und Pigmente genetisch zu manipulieramd die Biofilmmatrix
dieser Mutanten strukturell zu untersuchen.In dieser Arbeit konnten erstmalsdie EPS
beider Organismen atrahiert und die Struktur der extrazellularen Polysaccharide
beschrieben werdenDaneben wurden de extrazellularen Polysaccharide vorK. petricola
Wildtyp mit denen verschiedeng Pigmentmutanten verglichen. Das Fehlen des
Schutzpigmentes Melanin fuhrte zu eineausgepragteren extrazellularen Matrixin den
Biofilmen. Gleichzeitig &nderte sich die Struktur der extrazellularen Polysaccharide.
7TREOAT A AAO 7EI AOOCEan0d Ax HPb x A G-Baladmbnnan 7 1
sekretierte, war der Anteil des Galaktomannans bei deklelaninmutanten erhdht. Das
Ausschalten der CarotinoidSynthese hatte jedoch keinen Einfluss auf die Beschaffenheit
der extrazellularen Polysaccharide. Ein deutlich kwoplexeres extrazellulares
Polysaccharid aus achverschiedenenMonosaccharidEinheiten bildete N. punctiforme
Durch die Uberproduktion des bakteriellen sekundaren Botenstoffes-di-GMP konnte
zudem ein grundlegende Einfluss auf die Reaktiondes Cyanobakteriumsgegentber
externen Signalen und die damit verbundee Zelldifferenzierung gezeigt werden Ein
artifiziell erhéhtes c-di-GMRLevel in den Zellenfuhrte zur Ausbildung eines sessilen
Lebensstils durch Hemmung der Differenzierung motiler drmogonien und vermehrte
Produktion von EPS.Die Struktur der extrazellularen Polysaccharide wurde dadurch
nicht verandert. Neben der strukturellen Armalyse konnten die Veranderungen der
extrazellularen Matrix beider Organismenzusatzlich durch mikroskopische Methoden
visualisiert werden. Beide Organismensteuern komplexe Polymere deren Produktion
mafigeblich mit intrazellularen Faktoren verknupft ist,zu der extrazellularen Matrix des

Modellbiofilms bei.






Abstract

ABSTRACT

Subaerial biofilms(SAB)at the interface betweenhard surfaces and the atmosphere are
highly tolerant against extreme environmental conditions and antimicrobial substances.
Many different organisms contributeto SABvarious extracellular polymeric substances
(EPS. The EPSnd protective pigments (melanin, carotenoides)play a decisive role in
inhabiting extreme environments. Both are regulated by intracellular pathways and
second messengersSAB are frequently composed of bacteria, phototrophic organisms
and fungi. The cyanobacteriumNostoc punctiformeand the microcolonial black fungus
Knufia petricola as partners of a weHlestablished SAB model were used to genetically
manipulate a second messenger and pigments ande biofilm matrix of different mutants
was analy2d. In this work the EPS oilN. punctiformeand K. petricolacould be extracted
and the structure of the extracellular polysaccharides was characterized for the first time.
Additionally, the extracellular polysaccharides ofK. petricolawild type and different
pigment mutants were compared. In those mutants where the protective pigment

melanin was knockedout the EPS amount was elevated in the biofilms. Simultaneously,

OEA DPI 1 UOAAAEAOEAA OOOOAOOOA xAO AEAT GAAS

glucan j x ymtbq AT A -galadoménnan, f~p0%), the proportion of the
galactomannan in the melanin mutants was clearly elevated. In contrast, the switcfif of
the carotenoid synthesis had no effect on the extracellular polysaccharide structure. A
more complex extracellular polysaccharide was excreted byN. punctiforme With the

overproduction of the bacterial second messenger-di-GMP in this cyanobacterium the

influence on the reaction to external signals on a basic level could be demonstrated.

Moreover, the sscond messenger had a strong impacin the life cycle combined with cell
differentiation in N. punctiforme An artificial increase in the intracellular edi-GMP level
led to a sessile life style by inhibiting the differentiation to motile hormogonia and by
increasing the EPS production rateThe structure of the extracellular polysaccharides
remained unaffected. Besides the structural analysis, changes in the extracellular matrix
of both organisms could be visualized by different microscopical technique®oth
organismsare contributing complex extracellularpolymers to the model biofilmand the
production and release of the EPS are strongly associated with intracellular mechanisms

as pigmentation andsynthesis of second messengers
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Biofilme und extrazellulare polymere Substanzen (EPS)

Nahezu alle Mikroorganismen der Erde leben in Zellaggregaten an Grenzflachen in Form
von morphologisch sehr unterschiedlichen Biofilmen. Die weit gefasste Bezeichnung der
"ET EZE1 T A O ZAOOO AAAAE AOAE &I 1T AEAT | nOAExAA
Biofilme ohne Kontakt zu einem SubstrafFlemming und Wingender, 2010. In Biofilmen
sind die Mikroorganismen in einer von ihnen selbstproduzierten extrazellularen Matrix
(EZM) aus Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und DNA eingebet(®Vingender et al,
1999). Neben diesen extrazellularen polymeren Substaen (EPS) kdnnen, je nach Art des
Biofilms und der Umgebung, in der er wachst, zuséatzlich Mineralien, Korrosionsder
Sedimentpartikel in der EZM gefunden werder{Donlan, 20029. Gemischte Biofilme aus
Bakterien, Cyanobakterien, Archaeen, Pilzen und Algen lassen sich auf der Erde nahezu
Uberall finden, im Boden, in Gewasserrauf Pflanzen und Tieren und in vielen technischen
und medizinischen Systemer{Wingender et al, 1999). Innerhalb eines Biofilms kdnnen

die Bedingungen, wie pHWert, Viskostat oder auch Sauerstoffkonzentration stark
schwanken, sodass sich verschiedene Habitate fir spezialisierte Organismen innerhalb
eines einzigen Biofilms finden lassefide Beeret al, 1994, Flemminget al,, 2016).

Die Bildung eines Biofilms und seiner EZM ist ein dynamischer Prozess, der von
vielerlei Faktoren, wie Nahrstoffverfigbarkeit, Platzangebot und Konkurrenz der
Organismen unteeinander abhangt(Flemminget al, 2016). Am Anfang dieses Prozesses
steht die Anheftung von Zellen an eine Oberflache. Durch Zellteilung entstehen
Mikrokolonien, und der Biofilm begnnt zu wachsen. Gleichzeitig beginnt durch Abgabe
verschiedener Substanzen in den extrazellularen Raum die Bildung einer Matrix
(Abb. 1.1A). Im spateren Verlauf kdnnen sich Mikroorganismen oder ganze Teile des
Biofilms ablésen und an anderer &fle erneut einen Biofilm bilden (Flemming und
Wingender, 2010. In vielen Biofilmen macht die ZM, bestehend aus EPS und Wasser,
vor den Mikroorganismen den grof3ten Anteil aus. Die EPS schlieRen die
Mikroorganismen ein, immobilisieren sie und verbinden die Zellen untereinander, sodass
die Kommunikation der Zellen miteinander ermdglicht wird (Abb. 11B). Durch die
Freilassung von Enzymen in die EZM entsteht zudem ein externes Verdausystem, das
genutzt werden kann, um N&ahrstoffe aus der Oberflacheoder einzelne Komponenten
lysierter Zellen verfigbar zu machen(Flemming und Wingender, 201(). Die am

haufigsten vorkommenden Bestandteile der EZM sind Polysaccharide und Proteine.



Einleitung

Zusammen mit extrazellularer DNA (eDNA), Lipiden und weiteren Substanzen, wie
Huminstoffen, geben die EPS dem Biofilm seine spezifische Struktur und gewahrleisten
dessen Stabilitat (Flemming et al, 2007). Diese Stabilitat wird durch reversible
Wechselwirkungen zwischen den eimelnen Komponenten erreicht. Drei nichikovalente
Bindungstypen spielen dabei eine Rolle (Abb. 1.1C). Elektrostatische Bindungen
herrschen zwischen entgegengesetzt geladenen lonen in den ERdmponenten. Diese
Bindung kann maf3geblich durch den pHWVert und die lonenkonzentration beeinflusst
werden, was besonders fir die Extraktion der EPS von Bedeutung ist (z. B. Erhéhung des
pH-Wertes  durch  NaOH) (Mayer et al, 1999). Daneben treten
Wasserstoffbriickenbindungen  héufig  zwischen den Hydroxylgruppen der
Polysaccharide und Proteine auf. Diese Bindgen kdénnen durch chaotrope Reagenzien
wie Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid aufgehoben werdenMayer et al, 1999). Als
dritte Bindung zwischen den EZMKomponenten wirken unspezifische Varder-Waals
Krafte. Zusatzlich tragen Verschlaufungen zaschen grofRen Molekilen der EZMsowie
AbstoRungs\erhalten einzelner funktioneller Gruppen zur Stabilitat des Biofilms und der

ihn umgebenden Matrix bei(Flemming und Wingender, 2010Mayer et al,, 1999).
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Abbildung 1.1. Extrazellulare polymere
Substanzen im Biofilm. a Schema eines an
eine feste Oberflache gebundenen Biofilms
mit Mikroorganismen und extrazellularer
Matrix (EZM). b Inhomogen zwischen den
Zellen verteilte EPS.c Unterschiedliche

nicht-kovalente  Bindungen und die

Verschlaufung von einzelnen EZM
Komponenten verleihen dem Biofilm

Stabilitat (Flemming und Wingender, 2010.




Einleitung

1.1.1 Polysaccharide

Da in der EZM vieler Biofilme Polysaccharide den Hauptbestandtdililden, wurden deren
Struktur und Funktion in der Vergangenheit haufig untersucht. Extrazellulare
Polysaccharide sind sehr komplexe lineare oder verzweigte Polymere, die aus einem oder
mehreren unterschiedlichen MonosaccharidTypen zusammengesetzt sind. Es kann sich
dabei um neutrale Monosaccharide, aber auch um Uronséuren oder Aminozucker
handeln, die durch organische (EAcetyl-, N-Acetyl-, Succinyl oder Pyruvyl-Gruppen)
oder durch anorganische fulktionelle Gruppen (Sulfat oder Phosphatgruppen)
substituiert sein kdnnen und untereinander Uber glykosidische Bindungen verknipft sind
(Flemming und Wingender, 2010Sutherland, 1990. Polysaccharide sind strukturell sehr
komplex, da jeder einzelne MonosacchariBaustein mehrere mogliche Bindungsstellen
besitzt, an die wiederum weitere Monosaccharide mit weiteren Bindungsstellen geknupft
sind. Dartber hinaus findersich unter den Monosacchariden solche, deren Konfiguration
sich nur in einem asymmetrischen Zentrum unterscheidet (Epimere, z. B. Glucose,
Mannose, Galaktose). Des Weiteren neigen Monosaccharide in wassriger Losung zu
Ringbildung, wobei bei jedem Monosacdrid zwei unterschiedliche Konfigurationen
vorliegen kdnnen, die Pyranose und die FuranoseForm. In der Ringform kann ein
zusatzliches Stereozentrum gebildet werden, sodass das Monosaccharid wiederum in
zwei anomeren Konfigurationen vorliegen kann. Der Uerschied liegt hier lediglich in
der Stellung der Hydroxylgruppe an einem @tom. Je nach anomerer Konfiguration und
2ET CAl Of AOCBHAMADE DRO K@K GAh -A0QAT IAGA AT AAO
Furanose (Sassaki und Souza, 20)3 Aufgrund der unterschiedlichen Konfigurationen
der einzelnen Monosaccharide, die sich oftmals nur in der Stellung einer einzigen
funktionellen Gruppe unterscheiden, und der sich daraus ergebenden unzéhligen
Mdglichkeiten der Struktur eines Polymers, ist die strukturelle Charakterisierung von
Polysacchariden sehr komplex. Viele Polysaccharide sind, bedingt durch Uronsauren als
Bestandeil, polyanionischer Natur (z. B. Alginat, Xanthan und héaufig cyanobakterielle
PolysaccharidefFlemming und Wingender, 201Q. Neutrale Polysaccharide finden sich
oftmals in der EZM von Pilzen, aber auch Bakterien. Seltener werden polykationische
Polysaccharide gebilde{Flemming und Wingender, 2010).

Polysaccharide lassen sich in zwei grol3e Gruppen einteilen. Homopolysaccharide
bestehen lediglich aus einer Art von Monosacchariden und werdemtsprechend dieses
Monosaccharids in Untergruppen eingeteilt. Unter den Homopolysacchariden finden sich
EAOO ABOOOAEI EAhi EAE ' 1jOANAGIGdse) wodérA Curdiahi | O 1
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i § pO-Gldcose) in Bakterien OT A 001 1-j0p Al qN-Plpcodse)q oder
3A1 AOT ¢4 PR AIQN-lpcose)dn Pilzen. Daneben wurden auch Fruktane, wie
, AOAJ% ¢ p-praktose) in Bakterien beschrieben(Flemming und Wingender, 2010
Sutherland, 1990. Viel haufiger als Homopolysaccharide produzieren Mikroorganismen
jedoch Heteropolysaccharide bestehend aus einer Mischung verschiedener neutraler
oder geladener Monosaccharide. Die bakterielle Synthese von Exopolysacchariden ist
sehr gut untersucht In den meisten Fallen finden die enzymatischen Schritte der Synthese
von PolymerVorstufen intrazellular statt, wobei drei unterschiedliche Synthesewege
beschrieben werden. Die Vorstufen werden dann an der Zellhtille polymerisiert und tber
Transferasen séretiert. Es sind jedoch auch Polymere bekannt (Dextran und Levan), die
erst extrazellular Uber Glucansucrasen aus sekretierten Disacchariden polymerisiert
werden. Eine Ubersicht der bekannten Synthesewege bakterieller Exopolysaccharide ist
Schmidet al. (2015) zu entnehmen.Unter den Exopolysacchariden von Pilzen sind vor
allem die Synthesewege der Glucane Pullulan und Scleroglucan gut untersucht (Cheng
al., 2011; Schmicket al,, 2011).Aber auch die Synthese des MannaBlucanKomplexes von
Candida albicansund des Heteropdysaccharids von Aspergillus fumigatuswurden
beschrieben (Sheppard und Howell, 2016).

1.1.2 Proteine

Neben Polysacchariden machen Proteine einen weiteren bedeutenden Anteil der EZM
vieler Biofilme aus.Dabei lassen sich in der EZMon Biofilmen héaufig ungebundeng an
weitere EPS(z. B. Polysaccharidejebundene sowie membranoder zellwandgebundene
Proteine mit sehr unterschiedlicher Funktion finden. Wahrend Polysaccharide oftmals
vor allem strukturgebende Funktion haben, treten extrazellulare Proteinen Form von
Enzymen in Wechselwirkung mit dem Substrat, dem umliegenden Mediunder den EZM
Komponenten selbst.Extrazellulare Enzyme kdnnen von den Organismen des Biofilms
aktiv in die EZM abgegeben werden, um Polymere zu degradieren und deren Bestaniétei
so fir die Zellen verfugbar zu machen. Sie kdnnen aber auch indirekt durch Lyse einzelner
Zellen nach auf3en gelangefHoffman und Decho, 1999Wingenderet al,, 1999). Viele der

in Biofilmen gefundenen Enzyme nutzen wasserlosliche Polymere mit hohem
Molekulargewicht (PolysaccharideProteine etc.), aber auch wasserunldsliche organische
Substanzen (Cellulose, Chitin, Lipide) als Substrat und bauen diese ab. Die Abbauprodukte
kbnnen in die Zelle aufgenommen und dort verstoffwechselt werden

(Wingender et al, 1999. Solche Enzyme, die die EZM Komponenten abbauen,

8
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ermdglichen auch, dass sich einzelne Zellen des Biofilms ablésen und an anderer Stelle
einen neuen Biofilm bilden kénne (Flemming und Wingender, 2010. Ebenso spielen
extrazellulare Enzyme beim Abbau von synthetischen Polymeren und bei der mikrobiell
induzierten Korrosion verschiedener Oberflachen eine entscheidende Rolle
(Landoulsiet al,, 2008, Shimao, 200). Neben Enzymen lassen sich aber in der EZM auch
sehr haufig Strukturproteine finden, die malRgeblich an der Bildung und Stabilisierung des
Biofilms beteiligt sind. Zu diesen Strukturproteinen zahlen unter anderem Lektine,
welche sich in vielen Bakterien, Pilzen, Viren und Pflanzen finden lassen. Es handelt sich
dabei um membrangebundene, kohlenhydratbindende Proteine, die spezifisch an
einzelne PolysaccharidStrukturen in der EZM binden und so eine Verbindung zwischen
EPS und Zelle herstellen(Flemming und Wingerder, 2010). Aufgrund ihrer
Bindungsspezifitat an Kohlenhydrate werden isolierte Lektine verschiedener
Organismen auch zur Visualisierung und Charakterisierung von Biofilmen genutzt
(Neu und Kuhlicke, 2017.

1.1.3 Weitere Bestandteile der extrazellularen Matrix

Neben Polysacchariden und Proteinen kann in Biofilmen haufig auch extrazellulare DNA
(eDNA) gefunden werden. Zunachst ginghan davon aus, dass diese DNA keine Funktion
im Biofilm hat, sondern lediglich durch lysierte Zellen in die EZM gelangt. Spater wurde
jedoch deutlich, dass eDNA in schwebenden bakteriellen Biofilmen flr die Ausbildung von
Biofilmen bendtigt wird. Watanabe et al. (1998) stellten fest, dass die enzymatische
Entfernung von eDNA aus Biofiimen des photosyhetisch aktiven Bakteriums
Rhodovulumsp. zur Auflésung der Biofilme fihrte. Auch in der EZM voRseudomonas
aeruginosaund Bacillus cereusst eDNA fur die Bildung und Anheftung der Biofilme an
das Substrat von BedeutungVilain et al, 2009, Whitchurch et al,, 2002).

Ein weiter Bestandteil der EZM vieler Biofilme sind Lipide und Lipidkonjugate. Dazu
gehoren Lipopeptide, Glycolipide, Fettsauren und Phospholipide. Diese Substanzen
wirken als Tenside, um die Ld&slichkeit kdrophiler Substanzen zu erhdéhen und
gleichzeitig die Verfugbarkeit und Aufnahme hydrophober Substanzen zu erleichtern
(Santoset al, 2016). Von besonderer Bedeutung fiir viele Biofilme sind Glycolipide. Sie
kénnen antimikrobielle Funktion besitzen (Habaet al, 2003, Kulakovskayaet al., 2005)

und als Liposomen Tranportfunktion tibernehmen (Uenoet al, 2007).
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1.1.4 Funktionen der EPS

In erster Linie verleihen die EPS dem Biofilm mechanische StabilitéPersatet al,, 2015).
Dartber hinaus kdnnen einzelne Bestandteile der Matrix (z. B. bestimmte Enzyme) dazu
verwendet werden, Nahrstoffe aus dem umliegenden Medium oder de Substrat
aufzunehmen und fir die Zelle verfugbar zu machen. Die Substanzen kdénnen in die
Was=rphase des Biofilms absorbiertoder direkt an einzelne Komponenten der Matrix
adsorbiert werden. Auf diese Weise tragen Mikroorganismen wesentlich zum Abbau
schéadlicher Substanzen in der Umwelt be{Flemming et al., 2016). Besonders durch die
Fahigkeit der EPS, Metallionen adsorbieren zu kénnen, sind Mikroorganismen aber auch
an Verwitterungsprozessen von Geteinsoberflaichen und Monumentensowie an der
Bodenbildung beteiligt (Tourney und Ngwenya, 2014. Die gelartige Matrix zwischen den
Zellen stellt die Kommunikation der Zellen untereinander sicher. So konnen Metabolite,
Signalmolekile oder genetisches Material (eDN ausgetauscht werden. Besonders
letzteres wird in der EZM vor Nukleinsdureabbauenden Enzymen geschuitzt und so
konserviert (Flemming et al, 2016). Weiterhin werden die EPS, im Besonderen
extrazellulare Strukturproteine auf der Zelloberflache (z. B. Adhasine), im
Anfangsstadium der Biofimbildung fur die Anheftung der Zellen an die Oberflache
bendtigt (Flemming und Wingender, 2010. In vielen Biofilmen sind nicht nur die
extrazellularen Proteine, sondern auch die extrazellularen Polysaccharide unabdingbar
fur die Ausbildung eines Biofilms. Mutanten ohne die Fahigkeit extrazellulare
Polysaccharide produzieren zu kénnen, kdnnen haufigeine ausgereiften Biofilme
produzieren (Daneseet al,, 2000, Maet al, 2009). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
Adhéasion von Cyanobakterien an feste Oberflachen durch den hydrophoben Charakter
der EPS erhoht wird. In Bakterien ist dies vor allem von der Menge der Deoxyhexosen
Fucose und Rhamnose in den extrazelluldren Polysacchariden abhangig
(Neu und Marshall, 199QVieira et al,, 2008). Die EPS in Biofilmen kénnen es Organismen
zudem ermoglichen, Habitate mit extremen Bedingungen zu besiedeln. Sie kénnen durch
Ruckhaltung von Wasser introckenen Perioden vor Austrocknung schitzen und eine
Diffusionsbarriere gegen antimikrobielle Substanzen und Biozide bilderiGorbushina,
2007). Sie schutzen die Mikroorganismen aber auch vor sehr hohen oder sehr niedrigen
Temperaturen und UVfStrahlung (Breitenbachet al, 2016, Flemminget al, 2016). In der
EZM werden zudem vor Austrocknung schitzende Enzyme und andere Stdnzen
stabilisiert. So konnte geeigt werden, dass Disaccharidaiie Trehalose, Membranen und
Proteine vor dem Austrocknen schitzen, indem sie den Verlust von Wasser in
10
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Trockenperioden kompensieren(Sakamotoet al, 2009). Dabei kdnnen Organismen in
Biofilmen, die verschiedene Arten beherbergen, von den EPS eines anderen Organismus
profitieren. So konntenKnowles und CastenholzZ008) zeigen, dass die extrazellularen
Polysaccharide des gesteinsbewachsenden Cyanobakteriumigstocsp. einen positiven

Effekt auf die Toleranz gegeniber Trockenhebei dessen Biofilmpartnern haben.

1.1.5 EPSin Pilzen

Bei Pilzen lassen sich die extrazellulare Matrix und die Zellwand haufig nicht vollkommen

strukturell und raumlich voneinander abgrenzen. PilzZellwande bestehen hauptsachlich

AOO AAT ' 1 OAAT #EE Gldane®dlnd Madrkth), xid &ielédd vony

einem komplexen Netz aus Polysacchariden, Glycoproteinen und Enzymen umgeben sind
(Barreto-Bergter und Figueiredo, 2014. Viele der Zellwandbestandteile bei Pilzen sind

I6slich und kénnen so auch an deBildung der extrazellularen Matrix beteiligt sein. Chitin

ist eine sehr bedeutende Komponente der Zellwand in Pilzen, da es die Integritat und die

Stabilitat der Zellwand gewahrleistet(Bowman und Free, 2009. Es ist jedoch unléslich in

Wasser und nahezu allen organischen Losungsmitteln, sasfaes in der EZM keine Rolle

spielt (Doering, 2009. Eine deacetylierte, wasserléslichere Form des Chitins, das

Chitosan, ist jedoch auch Bestandteil der EZM vd@ryptococcus neoformansowie bei

Pilzen der Gattung Mucorales (Doering, 2009 Singh et al, 2011). Als weitere
OOOOEOOOCAAAT AA " AOOAT ACAET A AAO-GIGAAeundAT A Ol
r4 pOo-p QOAAT Aj p A¥etbindungen an Chitin gebunder(Bowman und Free,

2006, Latge, 2007. Auch sind es vor allem Glucane, die in vielen Pilzen dietrazellulare

Matrix bilden [zusammengefasst irBreitenbachet al. (2016)]. Daswohl AAE AT T OAOOA |
Glucan ist Pullulan ausAureobasidium pullulans Dabei handelt es sich um ein neutrales
Homopolysaccharid, bestehendus Maltotriose%ET EAEOAT j ! AA8 p8¢d8 $|
i p ©-Biddungen verknupft. Die Glucosemolekile innerhalb der Maltobse-Einheiten

sind Uber |-} p ©-Bigdungen verbunden(Chenget al, 2011). Dariiber hinaus enthalten
Pullulan-Polymere unterschiedlicher Stammh UOOR OUI EAE ¢ AhAOBMWEOA - AT C
AOAE] pP-oc@i A- pO-ydlbindungen (Bouveng et al, 1962 Fujii, 1984,

Sowa, 19638 wET xAEOAOAOh OO Ghdad Btdds ElsinatakEsinoeR ET 1 E /
leucospila(Tsumurayaetal, 19788 ) I 6 AOCI-AE@EA U AGIAArEInfer t

EZM von Pilzen in groRBerer Variabitat vorhanden. Den meisternst eine lineare Kette von

[ p ©-GldcoseEinheiten gemein. Sie unterscheiden sich jedoch in der Art und dem

Grad der Vereweigungensowie im Molekulargewicht(Breitenbachet al, 2016).
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Abbildung 1.2. Struktur von Pullulan.  Glucopyranosen innerhalb der MaltotrioseEinheiten sind

i AAG pp-Bifdungen verknupft, Maltotriose%ET EAE QAT Ol OAOQABPH
Bindungen[Singh und Saini (2012, modifiziert].

Manche Exopolysaccharide lassen sich ausschlieBlich in Hefen finden. So konnten
Mannane, Exopolysaccharide aus Mannog&inheiten, bisher ausschliel3lich in der EZM
verschiedener Hefen nachgewiesen werden. Beispielsweise produziert die patjgne
Hefe Candida albicansieben einem Glucan, wie viele andere Pilze, als Hauptbestandteil
der EZM einen zusétzlichen Manna@lucan+ 1 | D1 A @j ADBOG T T @ bP-9Q
- AT 11T OA - ©P#ldcpse (Zarnowski et al, 2014). Mannane mit variierenden
Anteilen weiter Monosaccharide (z. B. Gakomannan, Glucomannan oder
Glucuronoxylomannan) werden zudem von C. neoformans Exophiala sp. und
Saccharomyces cerevisigeoduziert (Breitenbachet al, 2016).

Neben Polysacchariden spielen auch Proteine in der EZM von Pilzen eine wichtige
Rolle. Pilze sind zersetzende Organismen, die Enzyme nutzen, um Biomasse oder Substrat
abzubauen und daraus Metabolite aufnehmen zkdnnen (van Tilburg und Thomas,
1993). So geben viele Vertreter der Ascomyceten und Basidiomyceten verschiedene
Enzyme, wie Lignocellulasen, Cellulasen, Hemicellulasen, Proteasen, Lipasen, Amylasen
und Lignin-abbauende Enzyme zur Substratzersetzung gAdavet al, 2015, Alfaro et al,,
2014, He et al, 2013). Daruber hinaus bilden viele Vertreter die fur Pilze einzigartigen
Hydrophobine aus, die es ihnen unter anderem ermoglichen, sich an hydrophobe
Oberflachen anzuhaften (Wosten und Scholtmeijer, 201%. Als weitere Matrix
Bestandteile bei Pilzen wurden aul3erdem verschiedene Glycolipide und Signalmolekile

zur interzellularen Kommunikation beschrieben(Breitenbachet al, 2016).
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1.1.6 EPS in Cyanobakterien

Als phototrophe Prokaryoten habenCyanobakterien einen vergleichsweise geringen
Nahrstoffanspruch, der es ihnen erméglichtauch in otmals unwirtlichen und extremen
Standorten Uberleben zu kdnner{Montoya, 2009 Seckbach, 200Y. Diese Eigenschaft hat
dazu gefuhrt, dass Cyanobakterien bezogen auf die H&aufigkeit ihres Vorkommedis
bedeutendsten Organismen der Erde sind. Sk&nnen, dort wo Licht verfugbar ig, auf der
ganzen Erde in sehr unterschiedlichen Habitaten gefunden werdgihitton und Potts,
2012). Als Bestandteile cyanobakterieller EPS wurden hauptsachlich Polysaccharide
beschrieben und analysiert. Im Vergleich dazu befassen sich nur wenige Studiemit
Exoproteinen als Bestandteil der cyanobakteriellen EPSOliveira et al, 2015
Vilhauer et al, 2014). Bei der Analyse der extrazellularen Polysaccharide von
Cyanobakterien wird haufig unterschieden, ob diese als Kapsel umedZellen vorliegen
(capsular polysaccharidesCPS), oder ob sie in das umliegende Medium abgegeben
werden (released polysaccharideRPS). Die Zusammensetzung von RPS und CPS kann
gleich sein, oder aber sich unterscheider{Di Pippo et al, 2013). Cyanobakterielle
Exopolysaccharide besitzen eine Reihe von Eigenschaften, durakelche sie sich von
anderen mikrobiellen Gruppen abgrenzen. So zeigen sie dianter den Bakterien
einzigartige Eigenschaft des Vorhandenseins von Sulfatgruppen, wie sie sich auch bei
Archeen und verschiedenen Eukaryoten finden lassdiPereiraet al, 2009). Eine weitere
Besonderheit ist das vergleichsweise haufige Vorkommen verschiedener Pentosen, wobei
die Exopolysaccharide in der Regel sechs bis 15 verschiedene Monosaccharide aufweisen.
Die Vertreter anderer bakterieller Gruppen produzieren zumeist weniger komplexe
Exopolysaccharide mit bis zu vier unterschiedlichen Monosaccharide(Rossi und De
Philippis, 2015). In mehr als 90% der untersuchten Exopolysabaride fanden sich
aulBerdem Uronséauren. Diese verleihen deEPS einen anionischen Charakter, sodass
Cyanobakterien als Organismen mit bedeutendem Beitrag zur Entfernung von
Schwermetallionen aus wassrigen Losungen betrachtet werdekdnnen (De Philippis

et al, 2011). Aufgrund der Komplexitdt der Exopolysaccharide gibt es eine Vielzahl
verschiedener Studien zur Anzahl und Art der Monosacchardvieler Cyanobakterien,
aber haufig ist nur wenig Uber die komplexe Struktur bekanniPereira et al, 2009).
Komponenten der cyanobakteriellen EZM spielen bei Verwitterungsprozessen eine Rolle
und werden bei vielen Vertretern fur das Gleiten Uber die Oberflache benétigt. AuRerdem
stellen die komplexen cyanobakteriellen EPS in gemischten Biofilmen eine wichtige

Kohlenstoffquelle fir die Biofilmpartner dar (Ross und De Philippis, 2015.
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1.2 Ein Modell fur subaerische Biofilme

Biofilme bestehen haufig aus einer Vielzahl verschiedener Mikroorgansimen, wobei jeder
Organismus unterschiedliche Substanzen zu der extrazellularen Matrixdes Biofilms
beitrdgt. Eine groRBe Zahl unbekannter Parameter erschwert es demnach, die
Zusammenhange der Kommunikation, Stresstoleranz und Dynamik des Biofilms zu
verstehen. Vor allem Pilze, heterotrophe Bakterien und Cyanobakterien findet man
oftmals auf Gesteinen, Monumenterund in HoOhlen, wo sie nachweislich an der
Biodeterioration der Oberflache beteiligt sind(Sterflinger und Pinar, 2013. Diesean der
Grenzschicht von einer festen Oberflache und umbender Luft wachsenden Biofilme
werden auch als subaerische BiofilmgSAB) bezeichnetund sind historisch friher
beschrieben worden, als andere Biofilme (Gorbushina und Broughton, 2009
Villa et al, 2016). SAB zeichnen sich, aufgrund des vielfaltigen Beitrags verschiedener
Spezies zur EZM, durch erhohte Resistenz gegenuber Bioziden, und den Schutz vor
Né&hrstoff- und Wasserverlust aug Stewart und Franklin, 2008, Villa et al,, 2016). Die EPS
der teilhabenden Mikroorganismen, besonders der Pilze und Cyanobakterien, tragen
aufgrund der Interaktion mit dem Substrat zur Verwitterung und Bodenbildung bei
(Gadd, 2007. Sie ermdglichen es aul3erdem, in Interaktion mit symbiotischen Partnern
zu treten und die Toleranz gegentber einer Vielzahl verschiedener Stressarten zu
erhdéhen (Gorbushina und Broughton, 2009Tourney und Ngwenya, 2014. Im Gegensatz
zu den hauptséachlich aus Wasser (> 90%) bestehenden subaquatischen Biofilmen, in
denen die EPSine bedeutendeWasserspeicherfunktion haben, enthalten subaerische
Biofilme haufig weniger als 0,5% Wasser. Stattdessen bestehen dié&sefiime, nebenden
Mikroorganismen, zu einem grof3en Teil aus hdchst spezialisierten EFSorbushina und
Krumbein, 2000). Die Kompensation des Verlustes von Wasser durch das Disaccharid
Trehalose stellt eine solche Anpassung an extreme Trockenheit dar
(Sakamotoet al, 2009). Neben heterotrophen Bakterien sind vor allem Cyanobakterien
und mikrokoloniale Pilze wichtige Biofilmpartner in natirlichen Biofilmen
(Gorbushina, 2007). Beide Gruppen beinhalten fir die Biodeterioration bedeutende
Organsimen, die zum Beispiel die Struktur von Glasder Gesténsoberflachen verandern
kénnen (Gorbushina und Palinska, 199%Seiffert et al, 2016). Umdie Schwierigkeiten in
der Analyse, welche durch die Komplexitat naturlicher Biofilme hervorgerufen werden,
zu vermindern, werden héaufig Modellbiofiime aus zwei Organismen, z. B. einem
Cyanobakterium und einem Pilz, unterscht. Sowohl die Cyanobakteriemls auch die Pilze

profitieren von einer solchen Gemeinschaft. Beispielsweise beeinflussen sich das
14



Einleitung

Cyanobakterium Synechococcus elongatusnd der Pilz Rhodotorula glutinisin ihrem
Wachstum positiv, indemS. elongatusrganischen Kohlenstoff und andere Natstoffe fur
R. glutinis zur Verfigung stellt. Dieser wiederum vermindert die Entstehung giftiger
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und schitzt somit auéh elongatugLi et al,, 2017).

Als Modell fir SAB wurde in der Vergangenheit ein Biofilm aus dem Cyanobakterium
Nostoc punctiformeund dem mikrokolonialen PilzKnufia petricolaetabliert (Abb. 1.3A)
N. punctiformereprasentiert in diesem Modellbiofilm die Eigenschaften und B&idge der
phototrophen und diazotrophen Biofilmpartner, K. petricola die der heterotrophen
Teilnehmer. Cyanobakterien des GenusNostoc sind sehr tolerant gegenuber
Austrocknung (Potts, 1999), Biozidbehandlung (Lamprinou et al, 2013) und UV-
Strahlung (GarciaPichel und Castenholz, 1993)Dartber hinaus produzieren sie eine
ausgepragte und komplexe EZM (Pereirat al, 2009) und weisen eine symbiotische
Kompetenz auf (Meeks, 1998Mollenhauer et al, 1996). Die mikrokolonialen Pilze und
dessen Vertreter K. petricola kénnen, als Teil subaerischer Biofilme, das Substrat
penetrieren (Sterflinger und Krumbein, 1997), und sind ebenso sehr tolerant gegentber
extremen Bedingungen wieTrockenheit (Gorbushina et al, 2008). Auch die Fahigkeit
Symbiosen eingeherzu kénnen und EPS zu produzieren, wurde fiir mikrokoloniale Pilze
beschrieben Breitenbachet al, 2018 Gorbushinaet al,, 2005).

FUB COMP  15.0kY 700 10pm

Abbildung 1.3. Modellbiofilm mit N. punctiforme und K. petricola. A Durch Lektin-Bindung visualisierte
Zellverbande beider Biofilmpartner. K. petricolaZellen erscheinen durch UDA(TRITGBindung rot,

N. punctiformeZellen erscheinen durch LEA(A488Bindung grin. B Mikrosondenaufnahme eines
Querschnitts an der Grenzflache des Modellbiofilms und eines Marmors. Ebene Kanten (schwarzer Pfeil)
wurden durch physikalische Faktoren verursacht. Unebene Kanten (weil3er Pfeil) stammen vermutlich aus
biologischem Angiff (Seiffert,2014).
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Seiffert et al. (2014) konnten zeigen, dass die gemeinsame Kultivierungvon
N. punctiformeund K. petricolaim Vergleichzur separaten Kultivierung die Verwitterung
von Gestein begunstigi{Abb. 1.3B) Besonders die Element&alzium, Magnesium und
Mangan wurden unter Einfluss des Modellbiofims aus dem Gestein gelost
(Seiffertet al, 2016). Beide Organimen bilden zudem eine geschichtete BiofilaBtruktur
aus, wobeiK. petricolaim unteren Teil des Biofilmsmit Kontakt zur Gesteinsoberflache
wachst und N. punctiforme oben aufliegt (Seiffert, 2014). N. punctiforme hat so
ausreichend Kontakt zum Licht, um Photosynthese betreiben zu konnen. Die
Mechanismen dieser Koexistenz und welche extrazellularen Substanzen zu diesem
Modellbiofilm aus N. punctiformeund K. petricolajeweils beigetragen weden, von denen

der Biofilmpartner profitieren kann, sind jedoch bisher nicht bekannt.

1.2.1 Knufia petricola als Vertreter fir mikrokoloniale Pilze
1.2.1.1Mikrokoloniale Pilze (MCF)

Mikrokoloniale Pilze (MCF)zeichnen sich durch eine hohe Tolerangegeniber einer
Vielzahl von stressauslosenden Faktoren augiufgrund einer Reihe von Anpassungen,
darunter die Produktion verschiedener Schutzpigmente und extrazellularer Substanzen,
konnen MCF uberall auf der Erde, besonders aber in extremen Habitaten dileben
(Gorbushina, 2003Zakharovaet al., 2013). So wurden Vertreter auf Gesteinsoberflachen
in Gebieten mit extrem hohen oder niedrigenTemperaturen und geringer Luftfeuchte
gefunden (Ruibal et al, 2008, Selomannet al, 2005, Staleyet al, 1982). Aber auch
anthropogene Nischen, wie Geschirrspuler und Solaratagen (Gorbushina, 2007
Zupancicet al,, 2016), oder Monumente(Diakumaku et al,, 1995, Gorbushinaet al.,, 1993),
werden besiedelt. Zusatzlich gibt es unter den MCF auch humanpathogene Vertreter
(Chowdharyet al, 2015). Mikrokoloniale Pilze stellen keine monophyletische Gruppe dar,
sondern sind in verschiedenen Klassen (Dothideomyceten und Eurotiomyceten)
innerhalb der Ascomyceten zu finden. Haufig finden siclvei Pilzen dieser Gruppe
verschiedene Formen des Wachstums und je nach Nahrstoffverfigbarkeit,
Umgebungsbedingungen oder abhéangig vom Lebenszyklus, kann meristematisches,
hefeartiges und hyphenartiges Wachstum stattfinden (Sterflinger et al, 1997,
Wollenzien et al, 1997). Die Produktion von Schutzpigmenten und extrazelluléaren
Substanzen ermdglicht den Organismen die Toleranz gegenuber adken

Temperaturschwankungen, Trockenheit, U\Gtrahlung und Nahrstofflimitierung
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(Gorbushinaet al, 2008 Kunchevaet al, 2013, Selbmannet al, 2014). Besonders die EPS
der mikrokolonialen Pilze sind maR3geblich an der Bildung von Biofilmen mit Algen,
Cyanobakterien und heterotrophen Bakterien beteiligt (Gorbushina und
Broughton, 2009). Der in dieser Arbeit als Vertreter fiir die mikrokolonialen schwarzen
Pilze verwendete PilzK. petricola gehért zur Ordnung Chaetothyrialesinnerhalb der
Klasse der Eurotiomyceten und kann, da er alle charakteristischen Merkmale von MCF
aufweist, als Modell fir gesteinsbewachsende schwarze Pilze genutzt werden
(Gorbushinaet al,, 2008). Nahrstoffbedarf und optimale Wachstumsbedingungen wurden
bereits charakterisiert (Nai et al, 2013), aul3erdem konnte die zuverlassige genetische
Transformierbarkeit des Pilzes demonstriert werden(Noack-Schonmannet al, 201439).
Pokharelet al.(2017) zeigten zudem, das&. petricolaMagnesiumlsotope abhangig vom
pH-Wert fraktionieren kann und so einen bedeutenden Beitrag zum Magnesiuzyklus
zwischen Atmosphéare, Biosphéare und Lithosphéare in den besiedelten Gebieten leisten
kann. Gorbushina et al. (2008) gelang es bereits, eine ausgepragte EfS8hicht in
K. petricolaBiofilmen zu visualisieren, die den Zellen einerhdhte Toleranz gegeniber
Austrocknung mit anschlieBender ReHydrierung verlieh. Bisher wurden die EPS des

Pilzes jedoch weder extrahiert noch strukturell charakterisiert.

1.2.1.2 Melanin und Carotinoide als Schutzpigmente in mikrokolonialen Pilzen

Melanin, als bedeutendes Schutzpigment, wird von vielen Pilzen produziert und ist
namensgebend fur die schwarzen PilzeEs kann den Organismus vor zahlreichen
Stressarten schiutzenButler und Day, 199§. So erhéht Melanin die Toleranz gegenuber
extremen Temperaturen (Robinson, 200, schitzt vor Austrocknung, osmotischem
Stress (Fernandez und Koide, 2013Kejzar et al, 2013), schadlicher Strahlung und
reaktiven SauerstoffspeziegEisenman und Casadevall, 201 2ill, 1992).

Melanin ist in der Zellwand eingelagert und fuhrt so zur dunklen Farbung der Pilze.
Einige der schwarzen Pilze produzieren Melanin Uber deb-DOPASyntheseweg mittels
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin. Dies entspricht auch der Synthese tierischen Melanins
(Eisenman und Casadevall, 2032 Viele Pilze, darunter auclK. petricolg stellen Melanin
jedoch uiber den DHNSyntheseweg her. Dabei wird aus einem Vorgéangermolekul (Acetyl
CoA oder MalonylCoA) unter Einsatz einer PolyketidSynthase (PKS) und verschiedener
Zwischenprodukte 1,8Dihydroxynaphtalin (DHN) und daraus durch Polymerisierung
Melanin produziert (Eisenman und Casadevall, 2032Die Struktur von DHNMelanin ist

nicht bis ins Detail geklart, da die Substanz weitestgehend unldslich in wassrigen und
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organischen Loésungsmitteln ist und somit viele der Analysemethoden nicht anwendbar
sind. Eines der Zwischenprodukte in der Synthese wdDHN-Melanin ist Scytalon. Auf dem
Weg zur fertigen Substanz wird es durch die ScytaleDehydratase (SDH) in
1,3,8Trihydroxynaphtalin umgebaut. Wird die SDH ausgeschaltet, kann diese
Umwandlung nicht mehr stattfinden, sodass &n Melanin entsteht. Stattdessen wird die
Vorstufe Scytalon als Endprodukt gebildet. Scytalon ist, im Gegensatz zu Melanin, braun
und wasserloslich und wird bei der Kultivierung vonK. petricolain das umliegende
Medium abgegebenK. petricolazsdhy Knabeet al.,unverdffentlicht). Da die PKS frih im
Syntheseweg Anwendung findet, kanmurch Ausschalten dieses Enzymdie Melanin
Synthese inK. petricolavollstandig inhibiert werden. Die sonst Uberdeckten Carotinoide
werden so sichtbar K. petricola3 D EKbdabe et al, unveroffentlicht). In diesem Fall
entstehen keinerlei Zwischenprodukte und ein solcher Stamm erscheint orange.

Neben Melanin sind Carotinoide weitere wichtige Schutzpigmente in Pilzen, aber
auch in Algen und Cyanobakterien. Im Gegensatz zu eireegrenzten Anzahl strukturell
unterschiedlicher Melanin-Arten gibt es jedoch eine Vielzahl verschiedener Carotinoide
(Avalos und Limon, 2015. AuchK. petricolaproduziert verschiedene Carotinoide, die
jedoch durch das Melanin uUberdeckt sindGorbushinaet al. (2008) ET 1 T Gdafotiny
s-Carotin, Phytoen, Torularhodin und Torulen inK. petricolanachweisen. Innerhalb des
SyntheseWeges der Carotinoide ist Phytoen, nach einer Reihe vorhergehender Schritte,
das erste Molekul mit der fur Carotinoide charakteristishen linearen Struktur. Phytoen
wird dann durch die PhytoenDesaturase (PDG) Uber weitere Zwischenprodukte in die
verschiedenen Carotinoide umgewandel{Avalos und Limon, 2015. Wird dieses Enzym
ausgeschaltet, konnen keine Carotinoide mehr produziert werden. Ist die Melan
Synthese inK. petricolatiber Ausschaltender PKS gleichzeitig unterbrochen, resultiert
dies in einer Albino-Mutante, die keinerlei Schutzpigmente mehr produziertK. petricola
apkst pdg;, Knabeet al., unveroffentlicht). Funktioniert die Melanin-Synthes dagegen
TTAERh O1 OAOOAEfgMulatie Vi3l kicht AdhTeihem awildtyp, da das
Melanin das Fehlen der Carotinoide im Hintergrund Uberdeckt
(Breitenbach et al.,unveréffentlicht). Carotinoide haben in Mikroorganismen vor allem
eine antioxidative Funktion gegen reaktive Sauerstoffspezies, die durch Strahlung
gebildet werden (Young und Lowe, 200). Im Gegensatz zu Melaninwelches konstitutiv
als strukturgebendes Pigment in der Zellwand eingelagert ist
(Eisenmann und Casadevall, 2012)ind Carotinoide in der Zellmembran lokalisiert.
Zudem kann deren Zusammensetzunig einigen Organismen entsprecherd der &uf3eren
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Einflisse, dynamisch angepasst werdenSo nahm zum Beispiel im Cyanobakterium
N. communedie Carotinoid-Konzentration (ebenso wie die EP¥roduktion) um bis zu
50% zu, wenn die Zellen mit UMB-Strahlung behandelt wurden
(Ehling-Schulzet al, 1997). Sakakiet al.(2002) stellen einen ahnlichen Zusammenhang
in der HefeR. glutinisfest. Unter Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies bildete die Hefe
eine grolRere Mengedes CarotinoidsTorularhodin. K. petricolareguliert die Synthese der
Carotinoid-Vorstufe Phytoen unter TrockenstresgGorbushinaet al, 2008). Auch viele
andere Pilze erh6hen haufig die Produktion eines spezifischen Carotinoids, wenn sie
Stress ausgesetzt sindligusa et al, 2005, Jeonget al, 1999, Liu und Wu, 2009. Dies
spiegelt die Bedeutsamkeit der unterschiedlichen Carotinoide alsSchutz vor
verschiedenenUmwelteinflissen wider.

Jedoch spielt nicht nur die dynamische Anpassung der Carotineid
Zusammensetzung eine wichtige Rolle bei der Reaktion auf Strahlung oder oxidativen
Stress. In der Vergangenheit wurden in mikrokolonialenmelanisierten Rlzen auch
Mycosporine als Schutzsubstanzen gegen US$trahlung (Gorbushina et al, 2003,
Volkmann et al, 2003) und osmotischen Stress (Oren, 1997) beschriebeMycosporine
und Mycosporinrédhnliche Aminosauren finden sich aber auch in anderen
gesteinsbewaclkenden Organismen, wie Cyanobakterien (Budeét al., 1997). Ein
komplexes Zusammenspiel von Pigmenten und anderen Schutzsubstanzen in den
Organismen gesteinsbewachsender Biofilme ermdglicht es ihnen demnach, auf extreme

Umwelteinflisse schnell reagieren ud so auch unwirtliche Habitate besiedeln zu kénnen.

1.2.2 Nostoc punctiforme als Vertreter fur filamentdse Cyanobakterien

1.2.2.1Photosynthetisch aktive Pigmente in Cyanobakterien

Cyanobakterien stellen eine morphologisch sehr heterogene Gruppe dar, dinzellige
und filamentdse Vertreter umfasst. Letztere zahlen zu den komplexesten Prokaryoten der
Erde. Als photosynthetisch aktive Organismen spielen sie eine bedeutende Rolle im
Kohlenstoffzyklus der Erde. So wird bei der oxygenen Photosynthese Lichtegex in
chemische Energie umgewandelt, welche wiederum genutzt wird, um aus anorganischem
Kohlenstoff (atmosphérisches C¢) energiereiche organische Verbindungen herzustellen.
Dabei entsteht der gesamte atmosphéarische Sauerstoff der Erde, wobei 30% dessen durch
die Photosynthese der Cyanobakterien freigesetzt wirdDeRuyter und Fromme, 2008.

Um Licht erfassen zu konnen, besitzen alle Cyanobakterien Antennensysteme mit
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mehreren Pignentkomplexen. Diese sind in der Lage
Licht unterschiedlicher

Nach

Wellenlangen

wahrzunehmen. Anregung der

Antennenkomplexe wird diese Energie in das
Photosystem Il und weiter tber den Cytochrom &

Komplex und Plastocyanin in das Photosystem |
die

Photosynthese stattfinden(DeRuyter und Fromme,

geleitet, wo einzelnen Reaktionen der
2008). Eines der photosynthetisch aktiven Pigmente
in Cyanobakterien ist Chlorophylla (Chla). Dieses
absorbiert jedoch nur Licht der Wellenlangen um
670 nm und vermag nicht die gesamte Breite des

Spektrums zu nutzen. Aus diesem Grund verwenden

Abbildung

Darstellung eines Phycobilisoms.

1.4.

Schematische

Pfeile reprasentieren die Richtung

des Energietransfers. PE,

Phycoerythrin, PC, Phycocyanin, APC

Allophycocyanin (Wolf und Schifler,
2005).

Cyanobakterien zuséatzlich dasPhycobilisom, einen
wasserloslichen Antennenkomplex mit mehreren
Pigmentproteinen (Phycobiliproteinen), welche in WellenlangerBereichen absorbieren,
die nicht von Chh abgedeckt werden(DeRuyter und Fromme, 2008 (Abb. 1.4). So kdnnen
Cyanobakterien einen breiten Bereich des Lichtspektrums fiir die Photosyntheseitzen.
Der Kern eines Phycobilisoms wird durch Allophycocyanin (APC) gebildet. Nach aul3en
hin (PC) (PE)
(Wolf und SchiRler, 200%. Cyanobakterien, die PE synthetisieren kénnen, sind zu

schlieBen sich  Phycocyanin und  Phycoerythrin an
chromatischer Adaptation fahig (Houmard und de Marsac, 1988 Dabei kann der

Organismus, je nach verfugbarer Lichtqualitdt, die Zusammensetzung der
Pigmentproteine anpassen, um die grol3tmagliche Absorption des Lichts zu ermdglichen.
Unter grinem Licht dominiert dann das rote E, unter rotem Licht das blaugrine PC

(DeRuyter und Fromme, R08). Die chromatische Adaptation spielt auch im Lebenszyklus
des Cyanobakteriums N. punctiforme eine entscheidende Rolle. Die variierende

Pigmentzusammensetzung im Lebenszyklus des Cyanobakteriums kann beider

Identifizierung der Zelltypen mittels Fluoreszenzmkroskopie herangezogen werden.
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1.2.2.2Lebenszyklus und Zelldifferenzierung voh punctiforme

N. punctiformeist ein terrestrisches, biofiimbildendes, filamenttses Cyanobakterium, das
bei Fehlen von gebundenem Stickstoféolchen aus der Atmosphare fixieren kann. Es
durchlauft einen Lebensyklus, welcher durch eine Reihe aul3erer Faktoren beeinflusst
wird. Im Laufe dieses Zyklus werden neben den vegetativen Zellen drei weitere Zelltypen
differenziert. Durch den Einfluss verschiedener externer Signale konnen
stickstofffixierende Heterozysten, sporenahnliche Akineten und motile Hormogonien
ausgebildet werden (Abb. 1.5)(Meekset al, 2002). Diese Zelltypen nehmen wichtige
Funktionen im Lebenszyklus des Cyanobakteriums und bei der Bildung von Symbiosen
mit Pflanzen ein(Khayatanet al, 2017). Ist im umliegenden Medium kein gebundener
Stickstoff verfugbar, aktiviert dies eine Reihe intrazellularer Prozesse iN. punctiforme
die etwa zwolf Stunden nach der Induktion die Differenzierung beweglicher
Hormogonien auslésen(Christman et al,, 2011, Cohenet al, 1994). Dabei handelt es sich
um zumeist kurze Filamente mit kleineren Zellen, wobei die endstandigen Zellen kisch
zugespitzt sind(Meekset al,, 2002). Neben dem Fehlewon gebundenem Stickstoff kann
Symbiose diese Differenzierung auch durch

Hormogonien = beweglich andere externe Signale ausgelost

oo &a Such h . .
Seee® Jmbotiscchem  Werden. Ein  solches  Signal  stellt

Parnter

beispielsweise die Lichtqualitat dar.

Heterozyste

+ Stickstoff /_\

=Stickstof-  Ejn hoher Anteil roten Lichts

fixierung

, ermaglicht ebenso wie
- Stickstoff

Stickstoffmangel die Induktion der

\—/ Hormogonien-Differenzierung in
. manchen Cyanobakterien der Gattung
Akineten
o Nostocales (Damerval et al, 1991,

(™) @ - Uberdauerung .
Wolf und SchiBler, 2003. So konnten

Wolf und SchiBRler @005) in

Abbildung 1.5. Lebenszyklus von N. punctiforme. N. punctiformedie Differenzierung von
Filamente mit vegetativen Zellen kénnen zu motilen

Nahrstoffmangel

Hormogonien durch Applikation von

Filamenten, den Hormogonien, differenziert werden. . . . . .
, o _ Rotlicht induzieren, wobei unter diesen
Hormogonien werden fiir die Bildung von Symbiosen

mit Pflanzen bendtigt. Bei Stickstoffmangel werden Bedingungen das Phycoerythrin, icht

stickstofffixierende Heterozysten differenziert, bei aber das Phycocyanin, in den Zellen

Nahrstoffmangel sporenahnliche Akineter{Flores und  abgebaut wurde. Dies flhrte zu einer

Herrero (2010), modifiziert] . reduzierten Fluoreszenz der Zellen
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(Wolf und Schufiler, 2005. Die besondere Form, verbunden mit einer speziellen EPS
Schicht, erméglicht es den Hormogonierine Gleitfahigkeit auszubilden, welche etwa bis
72 Stunden nach deren Induktion erhalten bleib{Christmanet al,, 2011). Das Stadium, in
dem die Hormogonien bereits unbeweglich sind, aber die Zellteilung noch nicht begonnen
EAOh xEOA Al O n 0 O@keks@itat Q002). ZundchsA iiekléni ndr @ie
endstandigen Zellen der Hormogonien zu stickstofffixierenden Heterozysten
differenziert. Eine Vielzahl verschiedener Gene isan dem komplexen Prozess der
HeterozystenDifferenzierung beteiligt (Meeks et al, 2002). Kommt es zu einzelnen
Mutationen von frihen oder spaten Genen in dieser Kaskade, werden entweder keine
oder unreife Heterozysten gebildetKumar et al,, 2010, Meekset al, 2002). Im weiteren
Verlauf beginnen sich die Zellen zu teilen und die Filamente verlangern sich. Dabei
werden die vegetativen Zellen von den Heterozysten mit gebundenem Stickstoff versorgt.
Die Heterozysten erhalten wiederum gebundenen Kohlenstoff (Kohlenhydra} aus der
Photosynthese der vegetativen Zellen(Kumar et al, 2010. Um die ausreichende
Versargung aller Zellen zu gewahrleisten, werden entlang der Filamente weitere
Heterozysten in einem festgelegten Intervall von je einer Heterozyste pro 120
vegetativen Zellen gebildet.

Das Enzym Nitrogenase, welches fir die Fixierung des Stickstoffs verawilich ist,
ist empfindlich gegenltber Sauerstoff und muss demnach von der sauerstoff
produzierenden Photosynthese, welche in den vegetativen Zellen stattfindet, separiert
werden. Deswegen werden in den Heterozysten alle photosynthetisch aktiven Pigmente,
wie Chl, Phycocyanin und Phycoerythrin abgebaut. So kann in den Heterozysten keine
oxygene Photosynthese mehr stattfinden, die die Nitrogenase inaktivieren wirde
(Kumar et al, 2010). Um auch die Diffusion von Sauerstoff von auf3en in die Zellen zu
verhindern, sind Heterozysten zudem durch zwei zusétzliche Schichten abgeschirmt. An
den Heterozysten des Cyanobakteriums Anabaena PCC 7120 konnte eine
heterozystenspezifische innere Schichtus Glycolipiden und eine &uf3ere Schicht aus
Polysacchariden nachgewiesen werden (Cardemil und Wolk, 1979
Nicolalsen et al, 2009). Bei Kaltestress und Nahrstoffmangel bildeN. punctiforme
auRerdem Akineten als Uberdauerungszellen. In diesen werden Glykogen und
Cyanophycin (Stickstoffspeicher) eingelagert(Meeks et al, 2002). Der komplexe
Lebenszyklus verbunden mit der Fahigkeit spezialisierte Zelltypen zu differenzieren,
ermoglicht es N. punctiforme, auf eine Vielzahl verschiedener Umwelteinfliss zu
reagieren. Jedoch wird ein ebenso komplexes intrazellulares Reaktionssystem benétigt,
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an dessen Ende die Differenzierung der spezialisierten Zellen steht. Dies und die
Lebensform in Biofilmen und Symbiosen macheN. punctiformezu einem interessanten

Organismus, um externe Signale in Kombination mit intrazellularen Botenstoffen, als Tell
eines solchen Reaktionssystems, und deren Einfluss auf die Zelldifferenzierung

verbunden mit der Biofilmbildung zu untersuchen.

1.2.2.3Symbiose voilN. punctiforme mit eukaryotischen Organismen

N. punctiformewurde urspringlich aus einer Symbiose mit dem PalmfarMacrozamiasp.
isoliert. Es geht aber auch Symbiosen mit Lebeund Hornmoosen und Pflanzen der
Gattung Gunnera ein. Die einzige bekannte CyanobakterieRilz-Symbiose, bei der
N. punctiformeinnerhalb der Zellen eines Pilzes wachst, ist die mBeosiphon pyriformis
(Mollenhauer et al, 1996, Schuf3ler, 2013. In den CyanobakterieAPflanzen bzw.
CyanobakterienPilz-Symbiosen ist die HormogonierEntwicklung zusammen mit der
Ausbildung einer intakten EPSSchicht essentiell fur den Infektionsprozess, da der
eukaryotische Partner zumeist unbeweglich ist, undN. punctiforme sich zu ihm
hinbewegen muss, um die Symbiose einzugehdiBergman et al, 2008). Der Prozess
beginnt, indem der Symbiosepartner einen Hormogonieinduzierenden Faktor (HIF)
abgibt, welcher in N. punctiforme zur Ausbildung von Hormogonien aus dem
Uberwiegenden Teil der Filamente fuhrt. Wenn der Infektionsprozess abgeschlossen ist,
beenflusst die Pflanze maf3geblich die Entwicklung des Cyanobionten. kh punctiforme
wurde gezeigt, dass nach erfolgreicher Aufnahme des Cyanobionten in die Pflanzenzelle
die Differenzierung beweglicher Hormogonien durch einen Hormogonien
reprimierenden Faktor (HRF) unterdrickt wird (Cohen und Meeks, 1997 Zusatzlich
wird die Wachstumsrate des Cyanobionten verlangsamt und die Zellgréf3e verringert. In
einer NostocGunneraSymbiose ist auflerdem nahezu kein Licht verfugbar. Da
N. punctiformefakultativ heterotroph ist, wird in diesem Fall die Photosynthese nahezu
vollstandig zu Gunsten einer deutlich erhéhten HeterozysteZahl, zur Fixierung von
Stickstoff, eingestellt, da die Pflanze den Cyanobionten miN&hrstoffen versorgt
(Bergman et al, 2008). Wahrend freilebende N. punctiforme Kolonien etwa 10%
Heterozysten differenzieren, sind es in Symbiose mit Pflanzen bis zu 80%
(Bergmanet al,, 2008, Silvester, 1976. Durch seine Fhigkeit, Symbiosen mit Pflanzen zu
bilden und auch assoziiert mit anderen Organismen wie Bakterien, Pilzen und
Cyanobakterien in Biofilmen zu leben, eignet sichN. punctiformesehr gut alsVertreter

phototropher Organismen im Modellbiofilm mit K. petricola

23



Einleitung

1.3 Der sekundéare Botenstoff ¢ -di-GMP

Bis heute wurden viele bakterielle sekundére Botenstoffe beschrieben, die wichtige
Funktionen bei der Weiterleitung und Beantwortung externer Signale Ubernehmen
(Agostoni und Montgomery, 2014. Gdi-GMP (bis(3"-5")-di-Guanosinmonophosphat)st
ein sekundarer Botenstoff, dessen Beteiligung an regulatorischen intrazellularen
Prozessen in einer Vielzahl von Bakterien nachgewiesen wurd&®omling et al., 2013).
Ausgehend von zwei Molekulen GTP wird-di-GMP durch eine Diguanylatcyclase (DGC)
synthetisiert und durch eine Phosphodiesterase (PDE) in pGp& {Phosphoguanyly(3’-
57)-Guanosin)und schlie3lich in zwei Molekile GMP gespalten (Abb. 1.6). Die Aktivitat
der DGC ist an GGDEF Doménen, die der Rib EAL oder HBGYP Domé&nen geknipft
(Hengge, 2009.

2GTP pGpG

Wanylatcyclasen Phosphodiesteray \
- 2 GMP
- O

o

OH P N o _ .
o : p
H.N , o E ~
N / N — NH
L 0 :

¢-di-GMP

Abbildung 1.6. Struktur von c -di-GMP. Gdi-GMP wird aus zwei GTP durch
Diguanylatcyclasen mit GGDEF Doméanen (rot) produziert und durch
Phosphodiesterasen mit EAL oder HIBYP Domanen (blau) in pGpG abgebaut,
welches wiederum in zwei GMP gespalten wird. pGpG, #hosphoguanylyt(3°-57)-
Guanosin, c¢-di-GMP, bis(3"-5")-di-Guanosinmonophosphat [Hengge £009),

modifiziert] .

G-di-GMP reguliert grundlegende Prozesse in vielen gramnegativen Bakterien, darunter
den Wechsel zwischender motilen und sessilen Lebensform, die Biofiimbildung in
Verbindung mit der Produktion extrazellularer Substanzen, odedie Virulenz einzelner
Stdmme fusammengefasst inRomling et al. (2013)]. Die genauen Funktionen von
c-di-GMP in einzelligen und filamentdsen Cyanobakterien sind noch nicht vollstandig
untersucht. Bis heute sind lediglich drei Proteine in Cyanobakterien bekannt, aus denen
c-di-GMP hervorgeht. Fur das Protein, welches durcl2874 in Anabaenakodiert wird ,

das Phytochrom cph2 ausSynechocystisund das Cyanobakteriochrom SesA aus
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Thermosynechococcus elongatesirde eine DGC Aktivitdt nachgewieseiMontgomery,
2007). Besonders gut ist das cphPhytochrom aus Synechocystisuntersucht. Dabei
handelt es sich um ein Hybridmolekil aus drei Photorezeptoren und drei-di-GMR
Regulatordomanen(GAFRGAFRGGDEFEAL-GAFGGDEF) (Abb. 1.Tpavakiset al, 2012).

Der N-terminale Teil umfasst die vier Domanen GAF1 und GAF2 als Rezeptoren flr rotes
und hellrotes Licht, sowie GGDEF1 und EAL, aus denen die Enzyme Diguanylatcyclase
(DGC) und Phosphodiesterase (PDE) zur Produktion bzw. zum Abbau voieGMP
hervorgehen. Es wird jedoch angenommen, dass GGDEF1 katalytisch inaktiv ist
(Savakiset al, 2012). Im Gterminalen Abschnitt des Phytochroms sind zudem eine
katalytisch aktive GGDEF2 Domé&ne und eine GAF3 Domane, als Photorezeptor fur blaues
Licht, lokalisiert. Die Verbindung des GAF3 Rezeptors und der GGDEF2 Doméne fiuhrt
unter dem Einfluss blauen Lichts zu einer signifikanten Erhdhung derdi-GMP Synthese

in SynechocystiAgostoniet al, 2013). Savakiset al.(2012) zeigten zudem, dass das cph2

Phytochrom in Synechocystidie Phototaxis zu blauem Licht inhibieren kann.

Cph2 (1-4) Cph2 (5-6)
| | |
: 0> -
<(\ <<"], <(\ N o) ((q’
i i OC,O(" <& & 060@

Abbildung 1.7. Cph2 -Phytochrom aus Synechocystissp. PCC 6803 0rganisation der Doméanen desph2
Gens mit Nterminalem Rezeptor fir rotes und hellrotes Licht, katalytisch inaktive GGDEF1 Doméane und
EAL (1-4) sowie Gterminalem Rezeptor fur blaues/griines Licht und GGDEF2 Doméane-@, (Savakiset al.,
2012).

Neunuebel und Golden Z008) =zeigten, dass @i-GMP in dem filamentdsen
CyanobakteriumAnabaenafir die Entwicklung von Heterozysten von Bedeutung ist. Dies

ist jedoch die einzige Studie zur Funktion von -di-GMP in filametdsen,
stickstofffixierenden Cyanobakterien. Zu dessen Funktion ifN. punctiformeist bisher
nichts bekannt. Wie im cph2Phytochrom vonSynechocystisind in vielen Cyanobakterien

die ¢di-GMP Regulatordoméanen an Photorezeptordoméanen gekoppelt. Genomarsaiy

von N. punctiformeATCC 29133 zeigten elf Gene mit der GGDEF Doméne, zehn Gene mit
GGDEF und EAL Doméne, ein Gen mit nur der EAL Doméane und zwei Gene mit der HD

GYP Domane. Eine im Vergleich zu anderen Cyanobakterien hohe Zahl von
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Photorezeptoren (insgesamt 13) ist inN. punctiformean die c¢di-GMP Regulatordoméanen
gebunden (zwei GAF, zehn PYP und ein LOV Photorezept@ypostoni et al, 2013). Die
hohe Zahl von Photorezeptoren in Kombination mit @i-GMP Regulatordomanen
ermdglicht es vielen Cyaobakterien, auf unterschiedliche externe Signale mit einer
spezifischen intrazellularen Antwort zu reagieren. So zeigteAgostoniet al.(2016), dass
die Lichtqualitat die Produktion von c¢di-GMP sowohl im einzelligen Cyanobakterium
Synechocstis, als auch im filamentdsen Cyanobakteriurkremyelladiplosiphonsteuern
kann. Die Kopplung einer vergleichsweise grof3en Zahl der entsprechenden Domanen in
N. punctiforme lasst vermuten, dass der Lebenszyklus und die damit verbundene
Zelldifferenzierung dieses Cyanobakteriums mal3geblich von dem Einfluss des

sekundaren Botenstoffs in Kombination mit der Qualitat des Lichtes abhangig sind.

1.4 Zielstellung

In der Vergangenheit konnte bereits die gegenseitige positive Beeinflussung des
CyanobakteriumsN. punctiforme und des mikrokolonialen PilzesK. petricolaals Partner
eines Modellbiofilms demonstriert werden. Auf welche Weise beide Biofilmpartner
voneinander profitieren, ist nicht bekannt, jedoch gibt es andere Beispiele auder
Literatur, bei denen eineerhebliche Beteilung der extrazellularen Substanzen an der
Koexistenz der Biofilmpartner gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 1.2). Zu Beginn der
Arbeit war ebenfalls nicht bekannt, ob und welche extrazellularen Polymere von beiden
Organismen in den Moéllbiofilm abgegeben werden. Demnach sollten beide Organismen
einzeln hinsichtlich ihrer jeweiligen sekretierten EPS, mit dem Fokus auf den
extrazellularen Polysacchariden, untersucht werden. Die Biofilme beider Organismen und
deren EPS sollten zunachst rkroskopisch visualisiert, dann sollten Methoden fir die
Extraktion der extrazellularen Polysaccharide gefunden werden. Fir beide Organismen
sollte zudem die Struktur der Polymere hinsichtlich ihrer neutralen Monosaccharid
Zusammensetzung und deren Bindundgpen charakterisiert werden.

K. petricolaals Vertreter der mikrokolonialen schwarzen Pilze gilt zudem als sehr
resistent gegentber einer Vielzahl von Stressfaktoren. Diese Eigenschaft wird vor allem
seinen Schutzpigmenten Melanin und den verschiedenen aftinoiden und
Mycosporinen zugeschrieben. Jedoch spielen auch die EPS in vielen Organismen eine
bedeutende Rolle bei der Resistenz gegeniber extremen Umweltbedingungen,
antimikrobiellen Substanzen und freien Radikalenln der Vergangenheit konnte bereits

eine von K. petricolagebildete EPSSchicht durch Gorbushinaet al. (2008) visualisiert

26



Einleitung

werden. Diese wurde jedoch bisher weder extrahiert noch strukturell charakterisiert.
Dahersollte in dieser Arbeit zunéchst eine Methode zur quantitativen Isolierunget EPS
gefunden und danach eine strukturelle Analyse der isolierten Exopolysaccharide
durchgefuhrt werden. Es stellte sichaul3erdem die Frage, ob die in der Arbeitsgruppe
vorhandenen Pigmentmutanten des Pilzes den Verlust eines Teils oder aller
Schutzpigmente durch eine Veradnderung der EPMenge oder-Struktur ausgleichen.
Demnach sollten die Visualisierung und Struktur-Analyseder EPS im Vergleich zu der des
Wildtyps erfolgen. Im Rahmen der EP&harakterisierung sollten zudem erste
Untersuchungen zu mogliben Extraktionsmethoden extrazellularer Proteine und zur
Identifizierung des Exoproteoms vorK. petricoladurchgefiihrt werden.

Der phototrophe Biofilmpartner N. punctiformeist in seinen natirlichen Habitaten
Uberwiegend in Symbiose anzutreffen, wobei der Lebenszyklus und die damit
verbundene Zelldifferenzierung sowie EP®Bildung des Cyanobakteriums in hohem Malie
von den SymbiosePartnern beeinflusst werden kann. Ebenso konnte ein solcher Einfluss
auf die EPSSynthese durch den intrazellularen sekundaren Botenstoff-di-GMP in
anderen Bakterien gezeigt werden. In dieser Arbeit sollte zusatzlich zur
Charakterisierung der extrazelldaren Polysaccharide untersucht werden, inwieweit die
Zelldifferenzierung, die Bildung von EPS und die Struktur der extrazellularen
Polysaccharide vorN. punctiformevon diesem intrazellularen Botenstoff abhangig ist. Um
dies zu Uberprifen sollten zwei eigene neueMutanten von N. punctiformeproduziert
werden, welche den sekundaren Botenstoff-di-GMP lberproduzieren bzw. Gbermalig
abbauen sollten.Die erzeugten Mutanten sollten bezuglich ihreZelldifferenzierung in
Verbindung mit der Expression vondafir bendtigten Schliisselgenersowie im Hinblick
auf Menge und Struktur der EPS, insbesondesa@ber der extrazellularen Polysiccharide,
untersucht werden. Des Weiteren sind nach derzeitigem Kenntnisstand keine
Informationen zur Struktur der Exopolysaccharide wn N. punctiformebekannt, sodass
erstmals die Struktur des Exopolysaccharids vomN. punctiformebeschrieben werden

sollte.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate und Apparaturen

AgarosegelApparatur

Autosampler vialsscrew capt+ Deckel mit Septum und

Insert 100 pl mit Polymerful3

Binokular Stemi2000Cmit Kamera AxioCam ERc5s

Brutschrank

Elektronische Prazisionswaage/Feinanalysewaage

Elektroporationsapparatur Gene Pulser Xcé¥

Elektronenmikroskop XL30 ESEMsystem

FluoreszenzmikroskopAxio Imager. Mmanit
AxioCam ICc5 Kamera

Fluoreszenzllluminierungssystem HXP 120 V

FTIR MikroskopHyperion 3000

FTIR SpektrometerVertex 70

FTIR Zinkselenid(ZnSe)Kristalle 13mm x 2 mm

Gaschromatograph6890N Network

Geldokumentation# EAT E$T A1 8230

HPLC/DAD1100 Series HPLC System

Inkubationsschiittler Climo-Shaker ISFAX

Klimakammern LT-36VL / CU22L

Kryo-TransfersystemAlto 1000

Kihlzentrifuge 5430R / 5415R

Lichtmikroskop PrimoStar

Mahlbecher Stahl/Kunststoff MM400 50 ml

Mahlkugeln Stahl/Glas@ 5mm

Massenspektrometer5973 Network(GC)

Material

Helixx Technologies

Agilent
Zeiss
Memmert
Sartorius
BIO-RAD
FEI/Phillips

Zeiss

Zeiss

Bruker Optics
Bruker Optics
Korth Kristalle GmbH
Agilent

BIO-RAD

Agilent

Kihner

Percival Scientific
Gatan

Eppendorf

Zdss

Retscl®

VWR International

Agilent

6130 Quadrupole LC/MS systefAPLC) Agilent

Nanodrop 2000c
pH-Meter Ultra Basic 5
Photometer Genesys 10S WS

Qiagen
Denver Instrument

ThermoFisher Scientific
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Polyacrylamidgelelektrophorese und Transferapparatur
Mini-PROTEAR Tetra Cell & Mini TransBlot

Electrophoretic Transfer Cell

Ribolyser

SchwingmihleMM400
Sterilwerkbank Safeflow 1.8
Thermocycler# v T 1 1
fur RT-gPCR mit# & 8 1 -Tandke System
Tischzentrifuge 5418

Ultraschallbad Transsonic 420

Vakuumzentrifuge Concenctrator Plus
Zahlkammer0,100 mm Tiefe; 0,0025 mi®,00625 mne
Zentrifuge Avanti 326 XP

2.2 Verbrauchsmaterialien

DialyseschlauchzelluTrans, MWCO 3,500

Faltenfilter @ 150 mm, MN 615 Y4

Farbfolien Rosco Neutral Densitiy #209 / Deep Blue #120 /
Moss Green #089 / Medium Red # 027

4EAOI Al

BIO-RAD
Hybaid GmbH
Retscl?

BioAir

#UA1 AO

BIO-RAD
Eppendorf
Elma®
Eppendorf
Neubauer

Beckmann

Carl Roth
MachereyNagel
Popella Licht und

Tontechnik

Filtereinheit Minisart® Spritzenfilter Cellulose Acetate 0,2 pnfSartorius

Glasperlend 0,5 mm /0,1 mm

Glasperlen@ 0,5z 0,75 mm

Klebebandvinyl schwarz 2,5 cm

Klebefolie MicroseaP ‘B” seals

(UV) Kivettenhalbmikro

Multiwell -Platten- O1 OEDBI AOA avall2
Nitrocellulose-Transfermembran Roti®-NC 0,2 um
Petrischalenquadratisch 100x100x20 mm
Rundfilter Cellulose Acetate 0,45 pm
Schraubdeckelgefalle mit Gummidichtung im Deck&l0 mi

7EAQI Ahger

Zentrifugen-Filtereinheit Amicon® Ultra 4 ml

Zentrifugen-Filtereinheit Ultrafree®-MC, 0,22 pum
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Carl Roth
Retscl®
VWR
BIO-RAD

Brand®

01 AOBIGRADU i

Carl Roth
Sarstedt
Sartorius

Brand®
7EAOQI AT A
Merck Millipore
Merck Millipore
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2.3 Chemikalien

Aceton p.a.

Acetonitril HPLC grade
Agar-Agar, Kobe |

Agarose5 1 OOA0 OOAI
Alcianblau 8 GSur die Mikroskopie
Ammoniaklésung (NH4sOH)10%
Ammoniumchlorid (NH4Cl)
Ammoniumeisentlll -citrat
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Ammoniumsulfamat[NH4(SQNH)]
Arabinose, Df)

Bariumhydroxid-octahydrat (BaOH - 8 £D)>98% p.a.

Bariumoxid (BaO)
BCIP(5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphaj
Borsaure (H:BG)

Bromphenolblau-Na Salz
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCt - 2H0)
c-di-GMP

Chloroform >99,8%
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Citrat-Monohydrat

Cobald(lhchlorid -Heptahydrat (CoCt - 6 HO)
DEPGtreated water
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPQ)
DMF (N,N-Dimethylformamid)
DMSQ(Dimethylsulfoxid)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure»99%
Essigsaure (Eisessig, p.a.)
Essigsaureanhydrid >99% z.S.
Formaldehyd 36%

Fucosel(-)

Galaktose, D(+)

GelRe® in Wasser (10.000x Konzentrat)

Material

Chemsolute
NeolLab

Carl Roth
Invitrogen
Carl Roth
Carl Roth
Merck

Merck

Carl Roth
SigmaAldrich
Merck

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Scharlau
SERVA
AppliChem
BIOLOG
SigmaAldrich
AppliChem
Merck
SigmaAldrich
Ambion®
Applichem
Applichem
SigmaAldrich
Carl Roth
Chemsolute
Carl Roth
VWR

Carl Roth
Fluka

Genaxxon BioScience
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Material

Glucose, D(+)
Glucuronsaurer -lacton, D(+)
Glycerin, wasserfrei

Glycin
Hefeextrakt,granuliert
lodmethan purum 99% (GC)

Isopropanol (2-Propanol) p.a.

KaliumhydrogenphosphatTrihydrat (K2HPQ - 3H0)

Kanamycinsulfat

Kupfersulfat-Pentahydrat (CuS@- 5 HO)
Magnesiumchlorid (MgCk)
MagnesiumsulfatHeptahydrat (MgSQ - 7 HO)
Mangan(ll)chlorid-Tetrahydrat (MnCk - 4 HO)

¢ jrq -AOAADPOIT ACEAT T

Malzextrakt, bakteriologisch

Mannose, D(+)

Methanol p.a.

Milchpulver, blotting grade
MOPSPufferan® >99,5%

myo-Inosit

Natriumbordeuterid (NaBDs) 98Atom%D
Natriumcarbonat (Na2CQ)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCQ)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PQ)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriummolybdat-Dihydrat (Na2MoGQ; - 2H0)
Natriumnitrat (NaNQ)
Natriumtetraborat (Na2B4Or)

NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)
Peptonfrom Casein

2-Phenylphenol

Polyethylenglykol (PEG)6000

Pyridin >99% z.S.

R2A-Agar
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Merck

Carl Roth
AppliChem
Carl Roth
Merck
SigmaAldrich
AppliChem
Merck

Carl Roth
Merck
SigmaAldrich
Merck
SigmaAldrich
Carl Roth
Carl Roth
AppliChem

Fisher Scientific

Carl Roth
Carl Roth
Merck
Carl Roth
Merck
Merck
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Th. Geyer
Carl Roth
Merck
SigmaAldrich
AppliChem
Carl Roth
Merck



Rhamnose, L(+)

Ribose

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA)
Roti®-Agua Phenol
Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Salzsaure(HClI) rauchend (37%)
Schwefelsaure(H2SQ) >95%

SDS $Sodium Dodecyl Sulfatdgst / Losung 10%
TEMED(Tetramethylethylendiamin)

Titriplex @11l (Na2-EDTA)

Toluol

Trifluoressigsaure (TFA)>99%
Tris-(hydroxymethyl) -aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton

Tween®20

Xylose, D(+) p.a.

Zinksulfat-Heptahydrat (ZnSQ - 7 HO)

2.4 Enzyme und dazugehdrige Puffer
Restriktionsendonukleasen

TagDNA Polymerases U/ul

10x NEBPuffer 1.1, 2.1, 3.1, CutSmart

10x Taq Standardpuffer

DNase 12 U/ul

10x DNase | Puffer

2.5 Kits und fertige L6ésungen
QIAGEN Plasmid Midi Kit
QIAprep® Spin Miniprep Kit
Bradford Reagent

TRIzoP Reagent

Material

AppliChem

Carl Roth
SigmaAldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Merck

VWR

AppliChem

Carl Roth

Merck

Carl Roth

VWR

Merck
AppliChem

Difco Laboratories
AppliChem
Janssen Chemica

AppliChem

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

Qiagen
Qiagen
SigmaAldrich

Invitrogen
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Material

2X RNA Loading Dye

Thermo Scientific

E3AOEDPOA 2A0A00A 40AT-dPERMEDCEHARAD 3 OPAOI EQ®
E4ANA 51 E®LeenSipertig " 2

Methanolic HCI (3N) Kit

Roti®-Blue Kolloidale Coomassid-arbung

2.6 Hergestellte Lésungen und Puffer

BIO-RAD
Supelco
Carl Roth

Alle aufgefiihrten Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, rdua

bidest.angesetzt.

2.6.1 Puffer

AP-Inkubationspuffer
(Western Blot)

10x DNALadepuffer

PBS (pH 7,4)

100 mM
5mM
100 mM

0,25% [w/V]
25% [wi/V]
10 mM

8 mM
2 mM
150 mM

Phosphatpuffer (Sérensen, pH7,2),2 M

(Fixierung ESEM)

Protein-Transferpuffer (pH 8,0)

10x SDSLaufpuffer (pH 8,8)

34

0,2M

25 mM
192 mM
20% [v/v]
0,25 M
19M
0,5% [wiV]

NaCl
MgCb
Tris-HCI (pH 9,5)

Bromphenolblau
Ficoll Typ 400
EDTA

NaeHPQ
NaHPOQu
NaCl

KHPOy
NaeHPG - 2H0

Tris
Glycin
Methanol
Tris
Glycin
SDS

Al

@)



2x SDSProteinprobenpuffer

SDSSammelgelpuffer (pH 6,8)

SDSTrenngelpuffer (pH 8,8)

50x TAEPuffer (pH 8,5)

TBS (pH7,5)

TBST

1x TEPuffer

TNE-Puffer (pH 8,0)

2.6.2 LOosungen
Acetylierungslésung

(Derivatisierung)

Alcian BlauL6sung

0,1 M
2mM

20% [vIV]
4% [wiv]
10% [wi/V]
0,02% [w/v]

0,75 M
0,4% [v/V]

15M
0,4% [v/V]

2M
50 mM
5,7% [viV]

20 mM
140 mM

0,1% [w/v]

10 mM
1 mM

100 mM
50 mM
500 mM

50 % [v/V]
50 % [v/V]

0,05% [w/v]
3% [v/V]

Material

Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA

Glycerin

SDS
2-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris
SDS

Tris
SDS

Tris
EDTA

Eisessig

Tris-HCI (pH 7,5)
NaCl

Tween® 20
in 1x TBS

Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA (pH 8,0)

Tris
EDTA
NacCl

Pyridin

Essigsaureanhydrid

Alcian blue 8GX

Eisessig
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AP-Substratldsung
(Western Blo}

BCIRStammldsung
(Western Bloj

Blocklésung
(Western Blo}

c-di-GMP Extraktionslésung

Fixierldsung
(ESEM)

Kanamycin-Stammldsung

Milchlésung
(Antikorper-Verdinnung

NBT-Stammldsung
(Western Blo}

PEG/NaClLésung
(DNA-Fallung)

Reduktionslosung

(Derivatisierung)

Stopplosung
(Western Bloj

Tris-HCILGsung (pH 7,0- 9,5)
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0,66% [v/v]
0,33% [v/V]

5% [wiV]

6% [w/V]

40% [v/v]

40% [v/v]

4% [viV]

50 mg/ml

6% [w/V]

0,3% [w/V]

5% [wiv]

30%

16M

10 mg/ml

20 mM

0,5Mbzw. 1 M

NBT-Stammlésung
BCIRStammldsung
in AP-Inkubationspuffer

BCIRp-Toluidinsalz
in DMF

Milchpulver
in 1x TBS

Acetonitril

Methanol

Glutaraldehyd
in Phosphatpuffer

Kanamycinsulfat

Milchpulver
Tween® 20
in 1x TBS

NBT
in 70% DMF

PEG6000
NacCl

NaBDy

in 1 M Ammoniumhydroxid

EDTA
in 1x PBS

Tris (mit HCI eingestellt)



2.7 Hergestellte Medien

Material

Wenn nicht anders angegeben, wurde den Medien zur Herstellung von A¢Rliatten vor

dem Autoklavieren 1% [w/v] Agar zugegeben.

2.7.1 Medien zur Kultivierung bakterieller Zellen

LB-Medium (pH 7,0)

LB-Medium/Kan

BG1X:Medium (pH 7,5)

BG1lh-Medium
(pH 7,5)

BG11CuSQ@-Medium
(pPH 7,5)

BG11 + CuSfOMedium
(pH 7,5)

10 g/l
549/l
10 g/l

v t CTI I

17,65 mM
0,18 mM
0,3mM
0,25 mM
0,003 mM
0,19 mM
0,029 mM
0,03 mM
46 pM
0,17 uM
0,32 uM
9,2 uM
1,6 uM
0,77 uM

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Kanamycinsulfat
in LB-Medium

NaNG

KeHPQ - 3H0
MgSQ - 7H0
CaCt - 2H0
Na-EDTA
NaeCQ

Citrat - HO
Ammoniumeisentlll -citrat
H3BOs

CoCt- 6HO
CuSQ@- 5H0
MnCk - 40
NaeMoQs - 2H0
ZnSQ- 7THO

wie BG1:Medium, ohne NaN®

wie BG1X:Medium, ohne CuS©O 5H0

wie BG1XMedium, mit 0,6 uM CuS©O 5H0
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BG1X:Medium/Kan 12,5 pg/ml Kanamycinsulfat
in BG1X:Medium

Fur BG1tAgarplatten mit Kanamycin wurde die doppelte Menge (25 pg/ml) Kanamycin

verwendet.
BG11/MOPS/NHCFMedium 5mM MOPS
(PH 7,8) 2,5 mM NH4ClI
in BG1:Medium
BG11/MOPS/NH:CI/LB-Medium 0,5% [v/V] LB-Medium
(pH 7,8) in BG11/MOPS/NHCFMedium

2.7.2 Medium zur Kultivierung von K. petricola

MEB-Medium 2% [wiV] GlucoseMonohydrat
2% [wiV] Malzextrakt
0,1% [w/v] Pepton

Nach Zugabe von 2%w/v] Agar wird dieses Medium als MEA bezeichnet.

2.8 Antikorper

Primarantikérper:
Monoklonaler ANTFFLAG M2 Antikorper (F3165) aus Maus SigmaAldrich

Sekundarantikorper:

anti Maus-Antikérper aus Kaninchen Thermo Scientific

(Alkalische Phosphatasemarkiert)
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2.9 Plasmide
Tabelle 2.1. Verwendete Plasmide
Plasmid Beschreibung Herkunft
Domaéanen 5 (GAF3) und 6 (GGDEF2) va

AGWilde (Universitat

pUR-cph2(5 -6) cph2 ausSynechocysti§803 unter pet} _
Freiburg)

Promotor-Kontrolle; FLAGTag, Km

Doménen 14 von cph2 aus
pUR-cph2(1 -4) Synechocysti6803 unter petd
Promotor-Kontrolle; FLAGTag;, Km
ColEXReplicon TraRK2

pRK2013 Mob*; Helferplasmid fiir Konjugation;
Km

AGWilde (Universitat
Freiburg)

Figurski und Helinski
(1979)

2.10 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen biomers.net oder Thermo
Fisher Scientific synthetisiert.

Tabelle 2.2. Verwendete Primer

Primer Sequenz annealing - Grofte Referenz
Temperatur Fragment
cph2_R AATAAGTAGCGGTTACCCACTT > 1095 bp diese Arbeit
backbone 3 | CTCGGAGATCATCAGGTGGC diese Arbeit
backbone 4 | TAGCTGGTCTATTCGCTGCG > 1065 bp diese Arbeit
16S_F CACACTGGGACTGAGACAC Pinto et al.
16S_R CTGCTGGCACGGAGTTAG 00 191 bp (2012)
rpA_F CCATCGAACACCTCAGCTTG diese Arbeit
mpA_R GTTTGCTGCCCAGATTAGCG o0 137bp diese Arbeit
rmpB_F GTAAGAGCGCACCAGCAGTA 60 133 bp diese Arbeit
rmpB_R CGCTTGTTACCAAACGCCTC diese Arbeit
nifH_F TTCACTTTGTCCCCCGTGAC diese Arbeit
nifH_R TAGGTGTAGGAACGGCGAGA 00 153 bp diese Arbeit
nifD_F AACCGTGATAAGGACCGGAG diese Arbeit
nifD_R TGGGTCTACCTTTCCGTCAA o0 156 bp diese Arbeit
hetR_F AAGTATCCTTGGCAACCGGG diese Arbeit
hetR_R AGTCTTCTTGCGATCGCCTG o0 172 bp diese Arbeit
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2.11 Nukleotide und GréRenmarker
Nukleotide:
Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set (100mM) New England Biolabs

DNA-GroRRenmarker:
-AOO201 AOA $.readytdduBeAA O - E@  Thermo Scientific

RNAGroéRenmarker:
RiboRuler High Range RNA Ladder Thermo Scientific

Protein-GroRenmarker.
Roti® Mark BICOLOR Carl Roth

2.12 Organismen

2.12.1 Bakterienstamme

E.coli$ ( v 4 d Charakteristika: Fh 0t3l AA: -vwh OAA!l uh AT Al v
SupE44, gyrA96, relAl; (Hanahan, 1983

E. coliCel4Q tragt das fir die Triparentale Konjugation benétigte Helferplasmid
pRK2013; Charakteristika:Tra* (pbRK2013), Krfi

Nostoc punctiformeATCC 29133: filamentdses, Nixierendes Cyanobakterium, zur
Verfiigung gestellt von John C. Meeks (Universitat
Kalifornien, Davis, USA)

2.12.2 Eukaryotische Stamme

Knufia petricolaA95: Mikrokolonialer, gesteinsbewachsender Pilz; isoliert von
Marmoroberflache in Athen, Griechenland; hinterlegt im
CBSKNAW Fungal Diversity CentréJtrecht, Die Niederlande
(CBS 123.872) und an der BAM (A9F)Gorbushinaet al,
2008, Wollenzien et al,, 1997)

K. petricola! w vpksz Deletionsmutation der Polyketid-Synthase im Melanin

Syntheseweg Knabeet al,, unverdoffentlicht)

40



Material

K. petricola! w vpdg: Deletionsmutation der PhytoerDesaturase im
Carotinoid-Syntheseweg Breitenbachet al,

unveroffentlicht)

K. petricolaA95 pm9: unbekannte Spontanmutation, durch die die Melanin

Syntheseunterbrochen ist

K. petricola! wuv  Epbigwiasierendauf Spontanmutante pm9 wurde die

Phytoen-Desaturase ausgeschaltet

K. petricola! w vsdhz Deletionsmutation der ScytalonDehydratase im Melanin

Syntheseweg Knabeet al,, unveroffentlicht)

K. petricolaA95 Deletionsmutation der Polyketid-Synthase und der
3pkst pdg: Phytoen-Desaturase in beiden PigmenSynthesewegen

(Knabeet al, unveréffentlicht)

2.13 Sonstiges
Kugelgemisch in 2 ml Schraubdeckelgefal3en zum Zellaufschluss \Wnpunctiforme
1 g Glaskugeln gemischt auSlasperlen@ 0,5 mn{0,339)

@ 0,1 mm(0,33Q)

@ 0,52 0,75 mm(0,33Qg), autoklaviert.

2.14 PGSoftware

Adobe PhotoshopElements 7.0 Microsoft Excel 2016

ImageLab 4.1 Microsoft Word 2016

ChemStation B.01.03 OpenChromCommunity Edition (Mattauch)
ChemStation D.02.00 Bio-Rad CFX Manager 3.0

OPUS 6.5 Picolay (Heribert Cypionka)

ZEN (blue edition) Corel PHOTGPAINT X5

JMP 13 (Statistik)

41






Methoden

3 METHODEN

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase -Ketten -Reaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde in dieser Arbeit dieTaqDNA Polymerase
ausThermus aquaticuverwendet. Fur die PCRReaktionen wurden 25 pl Ansatze id\qua
bidest wie folgt angesetzt: 10 ng PlasmiDNA oder 100 ng genomische DNA, 2,5 pl 10x
Taq Standard Puffer, je 0,5 pl Vorwartsund Riuckwarts-Primer (10 pmol), 0,5 pl dNTP’s
(10 mM) und 0,125 pl Tag DNA Polymerase (5 U/ul). Die Reaktionen wurderach dem
CyclerProtokoll in Tabelle 3.1 durchgefiuihrt. Die PCRProdukte wurden mittels
AgarosegeiElektrophorese (3.1.2) aufgetrennt.

Tabelle 3.1. PCRCycler-Protokoll

Schritt Temperatur  Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 30s 1
Denaturierung 95°C 30s 30
annealing 55-60°C 30s 30
Elongation 68°C 1 min/kb | 30
Elongation 68°C 5 min 1
Aufbewahrung 8°C H 1

3.1.2 Agarosegel-Elektrophorese von DNA und RNA

Zur Auftrennung der durch PCR oder Restriktion gewonnenen Fragmente wurden
0,8%-ige Agarosegele in 0,5x TAE angesetzt. Alle DIRfoben wurden nach Zugabe von
10x Ladepuffer aufgetragen. Um nach erfolgter Gelelektrophorese die Fragmentgréf3en
abschatzen zu kénnen, wurde der- AOO2 O1 AO'1  Mix von ThekndoASAiéntific
verwendet. Bei einer angelegten Spannung von 100 V konnte das Gel nach ca. 30 min zur
Anfarbung der DNA" AT AAT &I O ¢ mn -liosuhg gésthutteltAdaznAuAtér
kurzwelligem UV-Licht dokumentiert werden. Zur Auftrennung von RNAProben wurden

2 ul der RNAExtrakte (3.1.8) mit derselben Menge2x RNA Loading Dygemischt, 10 min
bei 70°C erhitzt und nach Abkuhlung auf ein 1%ges Agarosegel aufgetragen. Zur
Abschatzung der Bandengrol3e wide der RiboRulervon Thermo Scientific mitgefthrt.
Nach 30 min bei 100 V konnten die Banden ohne separate Anfarbung direkt unter

kurzwelligem UV-Licht dokumentiert werden.
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3.1.3 Ethanol-/PEG-Fallung

Bei einer Ethanolfallung wurde das 2,5ache des Probenalumens an absolutem Ethanol
hinzugefigt und 10 min bei-80°C inkubiert. In einigen Fallen wurde zusatzlich zum
Ethanol 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat zugegeben, um die DNAillung zu verbessern.
Anschliel3end wurden die Proben 10 min bell6.100 gund 4°C zentrifugiert. Bei einer
PEGFallung wurde das 2fache des Probenvolumens einer 30% PEG/1,6 M NalGisung
zugegeben, 24 h bei 4°C inkubiert und, wie oben aufgefiihrt, zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen und noch einmal unter degleichen Bedingungen
zentrifugiert. Nachdem das Ethanol entfernt worden war, wurde das Pellet fir 30 min an

der Luft getrocknet und in 50ul 1x TE-Puffer gelost.

3.1.4 Transformation elektrisch kompetenter  E. coliZellen

In der vorliegenden Arbeit wurden fir Transformationen Escherichia coliZellen des
Stammes DH% verwendet. Fur die Elektroporation wurden die Zellen zunachst auf Eis
aufgetaut. AnschlieRend wurden 50 pl der Zellen und ca. 200 ng PlasridNA in eine
Elektroporationskivette gegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Elektroschock bei 2,5 kV (25 puF; 20Q)) fir 5 ms. Sofort wurden 500 ul vorgewarmtes LB
Medium zugegeben, in ein Reaktionsgefald tberfiihrt und 30 min unter leichtem Schitteln
bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde der Transformationsansatz 1:100 verdinnt und 200
pl wurden auf LB-Platten mit Selektonsantibiotika (Kanamycin) ausplattiert und bei 37°C
Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden potentiell positive Klone gepickt und die

Plasmide prapariert(3.1.6).

3.1.5 Triparentale Konjugation

Um DNA in N. punctiforme zu transferieren, ist die Tiparentale Konjugation die
bevorzugte Methode (Cohenet al, 1998). Es werden dafir drei bakterielle Stamme
bendtigt. Ein E. coli Helfer-Stamm ermdoglicht mit Hilfe eines Mobilitdts und
Helferplasmids (pRK2013), dass das zu transferierende Plasmid ein€s coli Donor
Stammes inN. punctiforme Gberfihrt werden kann. Fir de Triparentale Konjugation
wurden am Vortag Vorkulturen der beidenE. coliStamme [ein Stamm mit Helferplasmid
pRK2013; ein Stamm welcher zuvor mit pURph2 transformiert worden ist (3.14)]
angeimpft. Dafir wurde mit einer Pipettenspitze etwas aus einenB0°C Glycerinstock
abgekratzt, in 3 ml LB/KanMedium gegeben und tber Nacht bei 37°C unter leichtem

Schitteln inkubiert. Am Tag der Konjugation wurderk. coliKulturen in LB/Kan-Medium
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1:100 mittels der Vorkulturen Gberimpft und bei 37°C schittelnd inkubert. Die Optische
Dichte der Kultur bei 600 nm (ODso0) wurde sofort und dann erst stundlich, spater
halbstiindlich bis zu einer Olgoo von 0,6 bis 0,7 photometrisch bestimmt. Parallel wurden
ca. 100 ml N. punctiforme Kultur (spate exponentielle Phase) mit Hilfe eine
Schwingmiuihlezerkleinert (3.3.1) und nach Zentrifugation fir 10min bei 2000 g in50 ml
BG11/MOPS/NHCFMedium resuspendiert. Zur Regeneration wurde die Zellsuspension
unter standardisierten Bedingungen @.3.1) ca. 3 h inkubiert. Gegen Ende der
Regenerationsphase wurde der Chlorophylla z Gehalt (Chj) der Zellsuspension
bestimmt (3.3.3) und die Kultur auf einen Wert von 75 pg Chiml mit
BG11/MOPS/NHCEFMedium konzentriert. Bei einer OBoo von ca. 0,7 wurden dieE. coli
Helfer- und Donor-Stdmme zu gleichen Teilen gemischt, fur 10 min bei 2000 ¢
zentrifugiert und mit LB-Medium auf eine Olgoo von 10 konzentriert. Ein Cellulose Acetat
Filter wurde auf eine BG11/MOPS/NHCI/LB-Platte gelegt. Pro Konjugationsansatz
wurden 500 pl desE. coliGemischs mit 500 pl konzentrierterN. punctiformeSuspension
gemischt und fiir 30 s bei 4000 g pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf 200 pl verworfen,
sodass das Pellet in der verbliebeen Flussigkeit resuspendiert und auf die
Konjugationsplatten mit Filter verteilt werden konnte. Diese wurden fiir 24 h bei geringer
Lichtintensitat (20 pmol/m2 * s) inkubiert. Daraufhin wurden die Filter auf
Konjugationsplatten ohne LBMedium transferiert und weitere zwei Tage bei geringer
Lichtintensitat gehalten, bevor die Lichtintensitat auf 50 umol/n# * s erhéht wurde. Nach
zwei weiteren Tagen wurden die Filter auf BGl1l/KarPlatten gegeben. Resistente
Kolonien wurden separat auf BG11/KarPlatten bis zur weiteren Verwendung

angezogen.

3.1.6 Plasmid-DNA Préaparation

Mit Hilfe der Plasmidpraparation kdnnen extrachromosomal vorliegende Plasmide aus
transformierten Bakterien isoliert werden. Dafir wurden nach der Transformatiornvon E.
coli (3.14) einzelne Kolonien in LB/KarMedium angeimpft und tber Nacht bei 37°C
unter Schitteln inkubiert. Die Plasmide wurden mittels desQIAGEN Plasmid Midi Kit
oder QIAprep® Spin Miniprep Kitvon Qiagen nach den Herstellerangaben isoliert. Nach
der Isolierung wurde die Konzentration der DNALOsung bestimmt 3.19) sowie die

korrekte ldentitat des Plasmids mittels Restriktion 3.1.10) Gberprift.
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3.1.7 Extraktion genomischer DNA aus N. punctiforme

In Folge der TriparentalenKonjugation (3.15) wurde aus den Zellen der konjugierten
Kulturen genomische DNA, modifiziert nachGriffiths et al. (2000), extrahiert. Daflr
wurden bis zu 10 ml einer einw6chigen, exponentiell wachsendeN. punctiformeKultur

bei 7197 g fur 10 min zentrifugiert, das Zellpellet in 600 pl TNEPuffer resuspendiert und

in ein Schraubdeckelgefald mit 1 g Kugelgemisct®2.(3) tberfiuhrt. Nach Zugabe von
600 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 50 pl 10% SDSwurden die
Zellen im Ribolyser bei Stufe 6 fur 3x 20 s aufgeschlossen, dann auf Eis abgekihlt. Nach
Zentrifugation bei 13.200 g und 4°C fur 15 min wurde die wassrige Phase mit dem
gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die genomischédNA

wurde nach nochmaligem Zentrifugieren mit PEG/NaCl gefall8(1.3).

3.1.8 Gesamt-RNA Extraktion aus N. punctiforme
Zur Extraktion von GesamtRNA aus N. punctiforme wurden zunachst 2 mi
Schraubdeckelgefalle mit Kugelgemisch2(13) und 1,5 ml ReaktionsgefaRe separat
autoklaviert, um die Kontamination mit RNasen madglichst gering zu halten. Auf3erdem
wurden ausschlie3lich vorgesteckte Pipettenspitzen mit Filter genutzt. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgefuhrt.

Fur die Extraktion wurden 15 ml Suspensionskulturen in 15 ml Reaktionsgefal3en
10 min bei 7197 g pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden sofort
in 1 ml TRIzoP Reagent resuspendiert und in 2 ml Schraubdeckelgefalle tberfiihrt. Die
Zellen wurden dann 3x fur 20s bei Stufe 5,5 im Ribolyser aufgeschlossen, bevor die
homogenisierten Proben bis zur weiteren Verarbeitung bet80°C eingefroren wurden.
Nachdem die Probenbei Raumtemperatur langsam aufgetaut worden sind, wurden
Zelltrimmer fiir 10 min bei 12.000 g pelletiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Uberfihrt, mit 200 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, dann
einige Male leicht geschuttelt nd fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die RNA
Proben wurden 15 min bei 12.000 g zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefald tberfuhrt. Daraus wurde die RNA durch Zugabe von 500 pPBopanol,
anschlieBende 10mindtige Inkubation bei Raumtemperatur und Zentrifugieren fir
10 min bei 12.000 g gefallt. Das RNRellet wurde im Folgenden mit 1 ml 75% Ethanol

gewaschen (Zentrifugation 7500 g, 5 min) und ca. 20 min an der Luft getrocknet.
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Die GesamtRNA wurde in 30 pyl DEP@&H20 aufgenommen und durch Erhitzen bei 55°C
(10 min) gelost. Nachdem die Konzentration und die Qualitat (Uber Agarosegel
Elektrophorese; 3.1.2) der RNAExtrakte bestimmt worden ist, wurden diese bei-80°C

gelagert.

3.1.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsédurelésungen

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsaurelésungen wurden 2 pl der Plasmid
oder genomischen DNA bzw. der RNA mittels Nanodrop photometrisch gemessen. 1x TE
Puffer (DNA) oder DEP&H20 (RNA) wurden dabei als Leerwert verwendet. @nessen
wurde die optische Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm. Das Verhéltnis vons&(A 250 gibt
den Reinheitsgrad der DNA/RNA an und sollte bei 1,8 bzw. 2,0 liegen.

3.1.10 Restriktionsanalyse

Zur Uberpriifung der korrekten Identitat der klonierten Plasmide wurden analytische
Restriktionsansatze der PlasmidPraparationen (3.1.6) in Aqua bidest mit einem
Gesamtvolumen von 10 pl wie flgt hergestellt: 1 ug PlasmiedDNA, 1 ul 10x Puffer (NEB)
und 10U je Enzym. Die Ansatze wurden fur 1 h bei dem Temperaturoptimum der Enzyme
inkubiert. Nach Zugabe von 10x Ladepuffer wurden die Fragmente in einem Agarosegel

aufgetrennt und dokumentiert (3.12).

3.1.11 DNase-Behandlung von RNA-Extrakten

Zur Entfernung genomischer DNA aus RNAxtrakten wurden diese mit DNase | flr
30 min bei 37°C behandelt. Die Ansétze wurden in DERZO mit einem Gesamtvolumen
von 30 ul wie folgt angesetzt: 10 ug RNA, 3 ul 10x DNase | Puffer und 4 pl DNase | (2 U/ul).
Um eine mogliche Degradation der RNA durch die folgende Hitzeinaktivierung zu
verhindern, wurden jedem Ansatz 3 pl 50 mM EDTA (Endkonzemition 5 mM)
zugegeben, dann wurde zur Inaktivierung des Enzyms fur 10 min auf 75°C erhitzt. Bevor
die RNA fir die Reversélranskription (3.1.12) verwendet werden konnte, wurde die

Konzentration der RNA erneut bestimmt 8.1.9).
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3.1.12 Reverse Transkrip tion

Die Reverse Transkription der RNA wurde mit demE 3 AOEDO1 2AOA00A
Supermix for RTIgPCRvon BIORAD durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 500 ng RNA, nach
der DNase iBehandlung @.1.11), entsprechend den Herstellerangaben transkribiert. Die
resultierende cDNA wurde direkt nach der Reaktion 1:10 mit DERB20 verdiunnt. Um die
Qualitat der cDNA zu uberprufen, wurden 5 pl in eine konventionelle PCR mit den Primern
16S F/16S_R eingesetz8(1.1 und3.12).

3.1.13 Quantitative Real-Time PCR

Mittels quantitativer RealTime PCR (qRTPCR) lassen sich spezifische Nukleinséaure
Abschnitte in Echtzeit quantifizieren. Dabei werden die gleichen Komponenten wie bei
der konventionellen PCR 8.11) bendtigt. Zusatzlich wird jedoch ein fluoreszierender
Farbstoff hinzugegeben. Der Thermocycler besitzt eine optische Einheit, an der die
Detektion der PCRProdukte stattfindet. Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenz, die von
der Probe ausgeht, gemessen. Alngig von der DNAMenge im Reaktionsansatz, hebt
sich die Fluoreszenz nach einer bestimmten Anzahl an Zyklen von der
Hintergrundfluoreszenz ab. Dies wird von einer Software dokumentiert. Dadurch lassen
sich vergleichende quantitative Aussagen Uber die Agangsmenge einer bestimmten
Nukleinsaure-Sequenz in verschiedenen Proben treffen. Fur die PCR wurde ded A NI
Universal SYBR® Green Supermbn BIO-RAD verwendet. Als fluoreszierender Farbstoff
ist hier SYBR Green | enthalten, welches nach der Elongatiphase an die gebildete
doppelstrangige DNA bindet und grines Licht emittiert. Die Ansatze fur die gRACR
wurden wie folgt in Aqua bidest mit einem Gesamtvolumen von 10 pl in 9&vell Platten
pipettiert: 2 pl cDNA, je 0,25 pl Vorwértsund Ruckwartsprimer (10 pmol) und 5 pl
Supermix. Die Platte wurde mit Klebefolie verschlossen, kurz bei geringer

Geschwindigkeit abzentrifugiert und im Thermocycler (Tabelle 3.2) inkubiert.
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Tabelle 3.2. gRT-PCR CyclerProgramm

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 3 min 1
Denaturierung 95°C 5s 40
Annealing/Elongation 60°C 30s 40
65-95°C
Schmelzkurve _ _ 5 s/Schritt 1
in 0,5°GSchritten

Die Quantifizierung der Zielsequenzen erfolgte Uber deren Verhéltnis zendogenen
ReferenzTranskripten. Dabei werden Ziel und Referenzgene aus derselben Probe in
getrennten Reaktionen amplifiziert. Jeder PCGRnsatz wurde in drei technischen
Replikaten durchgefuhrt, der Mittelwert der flr jeden Ansatz erhaltenen @Nerte wurde

fur die weitere Berechnung herangezogen. Die Formeln zur Berechnung der&-Werte

als Mal3 fur das Verhdltnis der Expressionsrate des Zielgens zum Referenzgen sind
Abbildung 3.1 zu entnehmen. Es wurden zwei biologische Replikate pro Versuch und

insgesant drei identische unabhéngige Versuche durchgefihrt.

w0 0060 00

WO 0g

Abbildung 3.1. Formel zur Berechnung der
3 &&-Werte in der gRT -PCR.

Vor der ersten Verwendung der gRIPCRPrimer (2.10) wurden diese hinsichtlich ihrer
Effizienz Uberprift. Dazu wurden pro PrimerPaar sieben PCRAnsatze jeweils in
Duplikaten mit einer der cDNAProben aus 2.2.12, wie oben angegebeangesetzt. Die
cDNA wurde unverdiinnt und in sechs Verdinnungssfen (1:5 bis 1:500) eingesetzt. Die
Effizienz der Primer wurde mit dem Programm CFX Manager (BIRAD) bestimmt. Bei
einer Primer-Effizienz EI 90% wurde das PrimerPaar fur die Quantifizierung der

Zielsequenz in den cDNAroben verwendet.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Extraktion intrazellularer Proteine

Zur Gesamtproteinextraktion wurden1 z 2 ml einer Zellkultur in ein 2 ml Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Die Zellen wurden daraufhin 5 min bei 4000 g zentrifugert und anschliel3end
mit 100 - 200 pl Proteinprobenpuffer versetzt. Das darin enthaltende 2 (13)
Mercaptoethanol dient dem Aufbrechen der Sekundarund Tertiarstrukturen der
Proteine durch Reduktion der Disulfidbricken. Nach dem Aufkochen der Proben fiir 5 min
bei 95°C, welches zur vo#itandigen Denaturierung fuhrt, konnten diese in einer SDS

Polyacrylamid-Gelelektrophorese 8.2.3) aufgetrennt oder bei-20°C aufbewahrt werden.

3.2.2 Extraktion extrazellularer Proteine aus Biofilmen

Extrazellulare Proteine wurden auf zwei Wegen ausBiofiimen extrahiert. Biofilme
wurden zunéchst auf Cellulose AcetaFiltern kultiviert, dann wurden diese von der
Oberflache vorsichtig abgekratzt, in ein Reaktionsgefald tberfihrt und grof3ziigig mit
0,05% NaClL6sung bedeckt. Biofilme von drei Filtern wurde zu einer Probe vereinigt
und pro Extraktionsmethode wurden drei parallele Proben bearbeitet. Fur eine
physikalische Extraktion wurde das Reaktionsgefal einige Male geselnkt, dann 25 min
bei 4°C und 7197 g zentrifugiert, um die EPS so mechanisch abadid. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt. Fir eine chemische Extraktion wurde die
Biofilm-Suspension mit 1/100 Volumen 36% Formaldehyd versetzt und 1 h bei 4°C
inkubiert. Danach wurde mit 1 M NaOH ein pHVert von 10 eingestellt und wetere 3 h
bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde wie angegeben zentrifugiert. In beiden Fallen
wurden die Proteine aus dem Uberstand durch Zugabe von 0,6 g/ml Ammoniumsulfat
Uber Nacht bei 4°C geféllt. Nach Zentrifugation fir 30 min bei 4°C und 7197 g wurder
Uberstand verworfen und das Pellet in 4 mAqua bidestaufgenommen. Die Proteinldsung
wurde uUber Amicon® Ultra Filtereinheiten entsalzt und auf ein Volumen von 100 pl
konzentriert. Die so aufgereinigten und konzentrieren Proteine wurden mittels SODBAGE

und anschlieBender CoomassiEarbung (3.2.3) visualisiert.

3.2.3 SDSPolyacrylamid -Gelelektrophorese
Die SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSAGE) wurde nach der Methode von
Laemmli (1970) durchgefuhrt. Die Proteine wurden in einem 4,5%igen Sammelgel

gesammelt, dann in einem 10%gen Trenngel bei 100 V (350 mA) aufgetrennt. Die
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Zusammensetzung der Gele ist Tabellg.3 zu entnehmen.Um spater die GroRen der
Proteinbanden abschétzen zu kénnen, wurden 2,8 des Roti®-Mark BICOLORarkers
von Carl Roth mitgefihrt. Dieser enthalt vorgefarbte Markerproteine in zwei
unterschiedlichen Farben.Nachdem die blaue Farbstofffront das untere Ende des Gels
erreicht hatte, wurde die Auftrennung beendet und die Proteine konnten auf eine
Membran transfeiert werden (3.24). Alternativ wurde das SDSGel mit kolloidalem

Coomassie (Roft-Blue) von Carl Rotmach Herstellerangaben gefarbt.

Tabelle 3.3. Zusammensetzung von Trenn - und Sammelgel

Substanz Trenngel 10% Sammelgel 4,5 %
Rotiphorese © Gel 30 (37,5:1) 5 ml 1,5 ml
Trenngelpuffer (pH 8,8) 3,75 ml -
Sammelgelpuffer (pH 6,8) - 2,5 ml
Aqua bidest. 6,15 ml 5,9 ml

10 % APS 100 100 pl
TEMED 20l 20 pl

3.2.4 Western Blot

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteine aus den SElyacrylamid-Gelenmittels
elektrophoretischem Wet-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
(Towbin et al, 1979). Der Transfer wurde mit der Mini TransBlot® Eletrophoretic
Transfer Cellvon BIORAD gemall den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Proteine
wurden 1,5 h bei einer Spannung von 100 V und einer Stromstarke von 350 mA

transferiert.

3.2.5 Immunodetektion

Nachdem die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert wurden, missen
zunachst unspezifische Proteinbindestellen mit Hilfe einer Milchlésung geblockierden.
Dazu wurde die Nitrocellulosemembran 1 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C
schittelnd in dieser Losung inkubiert Nach dem Blocken folgte die Bindung eines
antigenspezifischen unmarkierten Primarantikérpers. Dazu wurde der Priméarantikdrper
in TBS/6% Milch/0,3% Tween verdunnt (aFLAG 1:1000. Die Membran wurde 1,5 h in
dieser Losung schwenkend inkubiert. Zur Entfernung von Uberschissigem Antikorper
wurde die Membran dreimal 5 min in TBST schwenkend gewascherDetektiert wird mit

einem speziesspezifischen, markierten Sekundarantikdrper, der an den Primarantikorper
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bindet. Dazu wurde die Membran 1,5 h bei Raumtemperatur in Sekundarantikorper
Losung ( Maus-Antikorper mit Alkalischer Phosphatase markiert 1:2500 in TBS/6%
Milch/0,3% Tween) geschwenkt. Auch hier wurde zur Entfernung von tberschiissigem
Antikérper zweimal 5 min und einmal 10 min in TBST gewaschen.

Die Visualisierung erfolgte Uber den NBT/BCIP Reaktionsmechanismus. Diese
basiert auf einer, von der Alkalischen Phosphatase katalysiem, Umsetzung von NBT und
BCIP zu einem blauen Farbstoff. Es wurdedO ml einer ARSubstratlosung pro
15 x 15 cn? Membranflache frisch angesetzt und auf die Membran gegeben. Dann wurde
schwenkend inkubiert, bis Banden sichtbar wurdenDie Reaktion konnte dann durch

Waschen mitAqua bidestbeendet werden.

3.2.6 Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford ( 1976)

Zur Quantifizierung der nach der Extraktion in den EPS.6sungen @.4.3) bzw. nach
c-di-GMP Extraktion in den verbleibenderZellpellets (3.4.1) enthaltenen Proteine wurde
das Bradford Reagenz von Sigma Aldrich nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Die Bestimmungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Quantifizierung erfolgte
durch Abgleich der erhaltenen Absorptionswete mit einer zuvor angefertigten
Kalibirierfunktion. Fir diese wurde BSA als Standardsubstanz in Konzentrationen
zwischen 20 pg/ml und 600 pug/ml ebenso wie die zu analysierenden Proben behandelt.
Die daraus resultierende Kalibriergerade ist in Abbildung 2 dargestellt. Alle zu

messenden Proben wurden in zweifacher Ausfiihrung bestimmt.

0,4 -
= ] y = 0,0006x + 184 -0
e i =
S 03] R2 = 0,9993
o)) .
Te) ] S
c
90 0,2 -
=2 .
o Q
go1y -
< | oo

0 ..' T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800
BSA [pg/ml]

Abbildung 3.2. BSA-Eichgerade zur Proteinquantifizierung nach Bradford (1976)
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3.3 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefihrt, um

Kontaminationen zu vermeiden.

3.3.1 Kultivierung von N.punctiforme

Kultiviert wurde N. punctiformein BG11:Medium (Rippkaet al., 1979) sowohl auf BG11
Agar-Platten als auch in Suspension bei 25°C, 100 rpm und 50 pmol Photonen/trs. Zur
Langzeitaufbewahrung wurde eine Kultur mit sterilem DMSO (Endkonzentration 5%
versetzt und in 1 mlAliquots bei -80°C gelagert.Um Veranderungen des Stammes zu
vermeiden, wurden daaus regelmaligneue Kulturen angeimpft, indem einAliquot bei
Raumtemperatur aufgetaut und dann in 40 ml BGXIMedium gegeben wurde.
Wochentlich wurden die N. punctiformeFilamente einer 20 ml Suspensionskultur mit
Hilfe einer Schwingmihle vereinzelt. Dafir wurde die gesamte Zellkultur in einen
Mahlbecher aus Platik mit vier GlasMahlkugeln gegeben und 5 min bei 25 Hz geschiittelt.
Neue Kulturen wurden dann 1:100 in BGI1Medium angeimpft. Zur
Kontaminationskontrolle wurde zusatzlich etwas von der Kultur mit einer Impfése auf
R2A-Platten ausgestrichen. Nach 48 h b&5°Cwurden so mdgliche Kontaminationen
sichtbar. Parallel wurdeN. punctiformeauf BG1tAgar-Platten kultiviert und regelmafig
neu ausgestrichen. Fur Stamme mit Resistenz wurde dem Medium ein Antibiotikum
zugegeben. Fur die aufgefiihrten Experimente wueh Kulturen nach 714 d Wachstum
verwendet. Die Zellzahl wurde Uber Messung der Chlorophyd-Konzentration (3.3.3)
bestimmt. Der in dieser Arbeit hergestellte cph2(56)-Stamm wurden ebenso behandelt,
jedoch in BG11Cu-Medium/Kan kultiviert.

3.3.2 Kultivierung von K. petricola

K. petricola wurde in MEB-Medium bei 25°C und 100 rpm in Suspension kultiviert. Zur
Langzeitaufbewahrung wurden auferdem Kulturen in Schragagarrohrchen bei 4°C
gelagert. Um Veranderungen des Stammes zu vermeiden, wurden regelméaRig (alle 12
Wochen) neue Kulturen angeirpft. Sowohl in Vorbereitung des wochentlichen
Passagierens der Kultur als auch fur Experimente wurden 10 ml einer Zellkultur in einen
StahFMahlbecher mit 8 StahlMahlkugeln tberfihrt und 10 min bei 30 Hz in einer
Schwingmuhle geschiittelt. Die Zellsuspensn wurde in ein 15 ml z Reaktionsgefaf
Uberfuhrt und zweimal mit BG11:Medium gewaschen (Zentrifugation 10 min;7197 g).

Neue Kulturen wurden dann 1:100 in MEBMedium angeimpft. Es wurden fur die
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aufgefuhrten Experimente Kulturen nach 7 d Wachstum verwendeDie Zellzahl warde
mit Hilfe einer NeubauerZahlkammer bestimmt. Dazu wurde die Zellsuspension 1:100
mit BG11-Medium verdinnt und mit Hilfe der Zahlkammer ausgezahlt. Biofilme wurden
auf Rundfiltern aus Cellulose Acetat auf MERIatten fir 7 d kultiviert. Diese wurden nach

Homogenisierung mit 1 ml Zellsuspension angeimpft.

3.3.3 Chlorophyll a z Extraktion zur Bestimmung der Zellzahl von  N. punctiforme

Zur Bestimmung der Zellzahl einemN. punctiformeKultur wurde entweder direkt oder
nach Vereinzelung (3.3.1) 1 ml Zellsuspension in ein Schraubdeckelgefald mit 1 g
Glasperlenmischung 2.13) gegeben und 5 min bei 16.873 g zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand verworfen worden war, wurde 1 ml eiskalte 80% Aceton zugegeben und die
Zellen durch Schitteln bei Stfe 5,5 fur 3x 20 s im Ribolyser aufgeschlossen. Die
Suspension wurde nochmals wie angegeben zentrifugiert und der Uberstand in eine fiir
UV-Licht geeignete Kivette Uberfuhrt. Die Extinktion der Losung wurde gegen 80%
Aceton als Leerwert bei 646 nm, 663 nnund 750 nm bestimmt. Nachdem die Extinktion
bei 750 nm von den beiden anderen Werten subtrahiert worden ist, wurde die GHhl
Konzentration in mg/ml mit folgender Formel nach Porra (2002) berechnet: @hia =
[(0,01225 x Es63) 7 (0,00255 x Es46)]. Die Zellzahl pro ml kann durch Multiplikation dieses
Wertes mit 5.714.286 erhalten werden.

3.3.4 Phototaxis

Etwa dreiviertel der filamentdsen Cyanobakterien koénnen sich (Uber einen
Gleitmechanismus, entweder mittels ihrer vegetativen Filamente oder aber durch speziell
differenzierte Filamentez den Hormogoniengz, fortbewegen (Campbellet al,, 2015). Auch
N. punctiforme zahlt zu diesen Cyanobakterienund muss zur Bewegung motile
Hormogonien differenzieren. Zur Induktion der HormogonienDifferenzierung wurden
einwdchige 20 ml Suspensionskulturen in 50 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt, 10 min bei
7197 g zentrifugiert, zweimal mit BG11/-Cu-Medium gewaschen and nochmals wie
angegeben zentrifugiert. Die Zellen wurden in BG3iMedium mit und ohne Kupfersulfat
resuspendiert und zunachst 3 d unter standardisierten Bedingunger8(3.1) kultiviert. Die
Differenzierung von Hormogonien kann in einigen Cyanobakterien durch Rotlicht
induziert werden (Damervalet al, 1991, Nilsson et al,, 2006, Wolf und Schufler, 2003.
Um die Mdglichkeit zur Induktion und die damit verbundene Fahigkeit zur Phototaxis in

N. punctiforme zu testen, wurde eineaus Rosco Farbfolie #027medium red selbst
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hergestellte Haube Uber die Kolben gestilpt (Abb. 383 und fir weitere 48 h inkubiert.
Diese Farbfolie hat ein Transmissionsmaximum von ca. 80% bei einer Wellenlange ab
700 nm (Anhang B1l) und ermdglicht so die Bildung von Hormogonien. Die
Suspensionskultur wurde zur Konzentrierung der Hormogonien fur 10 mirbei 7197 g
zentrifugiert,, und der Uberstand wurde vollstandig abgenommen.

Auf quadratische Petrischalen mit BG1d -Cu-Medium oder BG11/+Cu-Medium,
jeweils mit 0,5% Agar verfestigt, wurden 10 ul der konzentrierten Zellen gegeben.
Uberschiissiges Medium wrde vorsichtig abgesaugt, sodass die Zellen direkten Kontakt
zum Medium hatten. Die Petrischalen wurden, bis auf einen ca. 1,5 cm breiten Bereich der
spater lichtzugewandten Seite, mit schwarzem Klebeband abgeklebt und in Phototaxis
Boxen gestellt (Abb. 3B und Q. Fir diese Boxen wurde von Pappschachteln
(24 x 12,5 x 7 cm) jeweils eine schmale Seite entfernt und durch eine von vier Farbfolien
ersetzt. Getestet wurde die Phototaxis in Abhangigkeit von blauem (Tm: 440 nm; 51%),
grinem (Tm: 520 nm; 52%) und rotem (Tm: 700 nm; 80%) Licht (Anhang BB3). Fur
eine Kontrolle mit weiRem Licht musste die Transmission ebenfalls mit einer Folie
(360 z 700 nm ~50%; ab 700 nm ~80%) herabgesetzt werden. Die Boxen wurden im
Klimaschrank bei 25°C und 90 umol Photonen/m* s fir 7 d inkubiert, wobei das Licht
von der Seite des Klimaschranks abgegeben wurde und somit direkt von vorne auf die
Farbfolien der Boxen treffen konnte (Abb. 3.8). Die Boxen wurden zudem so positioniert,
dass innerhalb der Box hinter der Farbfolie bei allen Farbvarianten eine gleiche
Photonengéarke zu verzeichnen war. So wurde gewahrleistet, dass alle Platten der
gleichen Lichtintensitat ausgesetzt waren. Die Beweglichkeit der Hormogonien ist bis ca.
48 h nach deren Differenzierung gegeben. Danach bilden sich wieder Filamente
(Christman et al, 2011). Die eigentliche Bewegung zur Lichtquelle war so nach zwei
Tagen abgeschlossen. Um jedoch kontrastreichere Fotos zu erhalten, wurden die Platten
noch einige Tage langer inkubiert. So konnten an dem Ort, zu welchem die Hormogonien

geglitten sind, neue Filamate wachsen.
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Abbildung 3.3. Phototaxis. A Haube ausroter Farbfolie zur Induktion

von Hormogonien; B PhototaxissBox mit Farbfolie auf einer Seite;
C Phototaxis-Platte, mit schwarzem Klebeband abgeklebt; fur den
gerichteten Lichteinfall bleibt ein 1,5 en freier Rand auf einer Seite;

D Boxen im Klimaschrank mit Licht von vorne.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Extraktion von ¢ -di-GMP ausN. punctiforme

Die Extraktion des sekundaren Botenstoffs -di-GMP ausN. punctiformewurde nach
Spangleret al. (2010) mit geringen Modifikationen durchgefuhrt. Dazu wurden 10 ml
einer Zellkultur in ein 15 ml Reaktionsgefald uberfihrt. Nachdem 2 ml fur eine
Gesamtproteinextraktion und anschlielende SBBAGE ud WesternBlot (3.2.37 3.2.5)
abgenommen worden waren, wurdedie Zellsuspension fir 10 min bei 7197 g und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand ziigig entnommen und verworfen. Das Zellpellet wurde
in 300 pl c¢di-GMP Extraktionsldsung durch Vortexen resuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert. Die Zellsuspension wurde @nn 10 min bei 95°C erhitzt und anschlie3end 5 min
bei 7197 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfuhrt und zunachst auf Eis zuriickbehalten. Die Extraktion wurde noch zweimal mit
200 pl Extraktionslésung wiederholt, wobei der Schritt bei 95°C ausgelassen wurde. Die
jeweiligen Uberstande wurden vereinigt und zunachst bei80°C eingefroren. Kurz vor der
Analyse der Probermittels HPLC 38.4.2) wurden diese in der Vakuumzentrifuge bei 30°C
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vollstandig getrocknet. Das zurlkgebliebene Zellpellet wurde unter dem Abzug ebenfalls
vollstandig getrocknet, dann in 200 pl 0,IM NaOH resuspendiert und 15 min bei 95°C
erhitzt. Nachdem unldsliche Zellbestandteile kurz abzentrifugiert worden sind, wurde der
Proteingehalt im Uberstand rach Bradford 3.26) bestimmt. Der Gehalt an -@i-GMP

wurde dann auf die Menge an bakteriellem Protein bezogen.

3.4.2 Identifizierung von ¢ -di-GMP mittels HPLC

Zur ldentifizierung von c-di-GMP wurden die getrockneten Probel(3.4.1) in 200 pl Aqua
bidest.resuspendiert. Die Proben wurden durch Vortexen gemischt, anschlieend wurden
unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation fiir 1 min bei 11.000 g pelletiert. Es wurden
100 pl des Uberstands irAutosampler Vialsnit 100 pl Insert gegeberund, wie in Tab.3.4
und 3.5angegeben, analysiert. Zur Quantifizierung desdi-GMRGehalts in den Proben
wurde bei jeder Messung eine ©i-GMP Eichgerade mit Konzentrationen von
5-50 pmol/ul mitgefihrt (Abb. 3.4).

Tabelle 3.4. Gerateparameter HPLC c-di-GMP

HPLC Anlage Agilent 1100 System mit DAD

Trennséule Phenomenex Synergi 4u Hydro RP 80A 150 x 2.0 m

Injektionsvolumen | 20 ul
Detektor DAD: 253 nm, 2,5 Hz
MS:6130 Quadrupole LC/MS system

lonisation: ESI in positive modg(m/z +691)

Flussrate 0,25 ml/min

Mobile Phase A:10 mM Ammoniumacetat mit 3% Methanol

B: 10 mM Ammoniumacetat in Methanol

Saulentemperatur | 30°C

Tabelle 3.5. Elutionsgradient HPLC ¢ -di-GMP
Zeit (min)  Laufmittel A (%)  Laufmittel B (%) ‘

0 100 0
6 100 0
10 90 10
14 10 90
17 100 0
22 100 0
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Abbildung 3.4. Eichgerade zur Quantifizierung von ¢ -di-GMP.

3.4.3 Isolierung freier und kapsularer Exopolysaccharide aus

Suspensionskulturen und Biofilmen

Zur Isolierung freier EPS (RP3 released polysaccharid¢svurde die Suspensionskultur
ggf. auf mehrere 50 ml Reaktionsgefal3e aufgeteilt und bei 7197 g fur 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand, welcher die freien Exopolysaharide enthalt, wurde zunachst mittels
Filtration sterilisiert (0,2 pm), dann zum Entfernen von Salzen, Proteinen und
niedermolekularen Kohlenhydraten in einen Dialyseschlauch (3500 Da MWCO) Uberfihrt
und drei Tage gegerAqua bidestdialysiert. Letztereswurde dabei taglich ausgetauscht.
Nach der Dialyse wurden die Exopolysaccharide durch vollstandiges Trocknen im
Heizblock bei 45°C konzentriert. Die Quantifizierung der EPS erfolgte Uber die
Bestimmung der Trockenmasse des EPRellets in Relation zur Tro&enmasse der
zurlckgebliebenen Zellpellets (Leergewicht der ReaktionsgefaRe wurde vor der
Extraktion bestimmt). Dabei war zu beachten, dass das EfP8llet bei maximal 45°C zu
trocknen war, da bei hoherer Temperatur die Struktur der Exopolysaccharide zersti
werden wirde und keine weitere Strukturanalyse durchgefuhrt werden kénnte. Erst nach
der TrockenmasseBestimmung wurde das EP®ellet in Aqua bidestresuspendiert.

Um kapsulare Exopolysaccharide (CP&capsular polysaccharidgsaus Biofilmen zu
extrahieren, wurde der Biofilm mit einer Lanzettnadel abgekratzt und in ein 15 ml oder
50 ml Reaktionsgefal3 tberfiihrt. Nachdem, je nach Zellmenge (Zellen sollten vollstandig
mit Medium bedeckt sein), BGliMedium zugegeben worden ist, wurden die
Exopolysaccharide mit lermaldehyd/NaOH abgelést. Nach Zugabe von 1/100 Volumen

Formaldehyd wurde zunéchst 1 h bei 4°C inkubiert, dann wurden 0,4 Volumen\Ml NaOH
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zugegeben. Daraufhin wurde die Zellsuspension weitere 3 h bei Raumtemperatur
schuttelnd inkubiert, anschlieRend wurdel0 min bei 7197 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zum Ausféllen der Exopolysaccharide mit eiskaltem absolutem Ethanlaik zu einer
Endkonzentration von 70% versetzt, durch Vortexen gemischt und 24 h bei 4°C inkubiert.
Nach Zentrfugation fir 20 min bei 7197 gund 4°Cwurde das Pellet zweimal mit 70%
Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und dann iqua bidestaufgenommen.

Das, nach der Extraktion verbliebene Zellpellet wurde nochmals vorsichtig in BG11
Medium resuspendiert. Eine kleine Menge dies Suspension wurde mikroskopisch
untersucht, um ausschlie3en zu kdnnen, dass die Zellen wahrend dextraktion zerstort
wurden und somit keine Kontamination mit intrazellularem Material stattgefunden hat.

Die Quantifizierung der CPS erfolgte analog zu dder RPS.

3.4.4 Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts

Der Gesamtkohlenhydratgehalt wurde photometrisch nachDubois et al. (1956)
bestimmt. Diese Methode beruht auf der Umsetzung der Kohlenhydrate mittels
Schwefelsaure zu Furanderivaten und anschliel3ender Reaktion mit Phenol zu gefarbten
Komplexen, welche photometrisch detektiert werden kdnnen.

Zur Bestimmung des Gesamtkohlenhydrggehalts wurden 150 ul der EPS.6sung
(3.43) mit derselben Menge 5% [v/v] Phenollésung versetzt und durch Vortexen
gemischt. Sofort wurden 750 pl konzentrierte Schwefelsaure zugegeben und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligem Vortexen und weiteren 30 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung in UMjeeignete Kivetten Uberfuhrt
und die Absorption bei 490 nm im Photometer gemessen. Die Quantifizierung erfolgte
durch Abgleich der erhaltenen Absorptionswerte mit @er zuvor angefertigten
Kalibrierfunktion. Fur diese wurde Glucose als Standardsubstanz in Konzentrationen
zwischen 10 pg/ml und 150 pg/ml wie oben angegeben vorbehandelt. Die daraus
resultierende Kalibriergerade ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Alle zu messenden Proben

wurden in dreifacher Ausfiihrung bestimmit.
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Abbildung 3.5. Glucose-Eichgerade zur Quantifizierung von Kohlenhydraten nach  Dubois et
al. (1956).

3.45 FTIR

Fur die FTIR Spektroskopie wurden 10 pl der ERS3sung auf ein ZnS&ristall -Plattchen
gegeben und bei 45°C fur 30 min getrocknet. Diefrarotspektren wurden mit einem FTIR
Spektrometer und gekoppeltem Mikroskop im Absorptionsmodus in einem
Frequenzbereich von 4000800 cm? und einer Auflésung von 4 cmi aufgenommen. Der
Mittelwert aus funf aufgenommenen Spektren wurde gebildet, diesesp8ktrum wurde

mittels Grundlinienkorrektur modifiziert ,und die C@-Bande wurde entfernt.

3.4.6 Bestimmung neutraler Monosaccharide mittels GC -MS

Teil der Strukturanalyse von Polysacchariden ist die Bestimmung der Monosaccharid
Einheiten. Zunachst misse diese durch Aufspalten der glykosidischen Bindungen
zwischen den Einheiten freigesetzt werden. Die am héaufigsten verwendeten Methoden
zur ldentifizierung und Quantifizierung von Monosacchariden sind die
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) sow die Gaschromatographie (GC).
Wahrend die Polysacchariedl6sung bei der HPLC direkt oder mit nur wenigen
Aufreinigungsschritten analysiert werden kann, bedarf die Analyse mit GC einer
aufwendigeren Prozedur. Um eine Substanz mit GC untersuchen zu konnemnss diese
flichtig sein. Monosaccharide sind jedoch nicht flichtig und missen erst in solche
Substanzen umgewandelt werden. Zahlreiche analysierbare Derivate sind beschrieben
worden (Ruiz-Matute et al, 2011). Eine h&ufig angewandte Methode ist die
Derivatisierung zu Alditolacetaten (AA). Dabei werden die neutralen Monosaccharide

durch Reduktion zu Alditolen umgesetzt, dann acetyliertCui, 2005.
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3.4.6.1Hydrolyse

In dieser Arbeit wurde zum Spalten der glykosidischen Bindungen die von Albersheim
beschriebene saure Hydrolyse mit 2 M TFA verwend€®lbersheim, 1979. Da nicht alle
Bindungen mit derselben Geschwindigkeit gespalten werden, ist es notndig, zunachst
eine HydrolyseZeit zu ermitteln, bei der moglichst wenige bereits freigesetzte
Monosaccharide zersetzt, aber trotzde eine ausreichende HydrolyseRate der
vorhandenen Bindungen erzielt wird (Cui, 2005. Vor der eigentlichen Analyse der
Exopolysaccharide wurdendaher verschiedene HydrolyseZeiten getestet. Als Optimum
zwischen Zersetzung und Freisetzug erwies sich eine HydrolyseDauer von 3 h.

Fur die Hydrolyse der Polysaccharide wurden in einem Reaktionsgefald mit
Schraubdeckel 50 ug Exopolysaccharide und 5 pg des internen Standamgo-Inositol bei
45°C uber Nacht getrocknet, dann in 200 pl 2 M TFA resuspendiert und 3 h bei 100°C
hydrolysiert. Die resultierende MonosaccharidLosung wurde auf Eis abgekuihltkurz
zentrifugiert, um maogliches Kondensat aus dem Deckel zu entfernamd dann bei 45°C
in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um TF/Reste, welche die folgenden Reaktionen
stbren wirden, zu entfernen, wurde zweimal mit 50% Isopropanol gewaschen und wie

angegeben getrocknet.

3.4.6.2Reduktion und Acetylierung

Zur Reduktion und Acetylierung wurdedie Methode nachAlbersheim (1979) modifiziert.
Nach der Hydrolyse wurden die Monosaccharide in 100 pl Reduktionslosun®léBDy in

1 M Ammoniumhydroxid; 10 mg/ml) gelést und 18 h bei Raumtemperatur inkubiert. Eine
Neutralisierung erfolgte daraufhin mit einigen Tropfen 3% Essigsaure. Die Ldsung
wurde bei 45°C vollstandig in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um NaBBReste zu
entfernen folgten dreimaliges Wastien mit 100% Methanol, dreimaliges Waschen mit
10% Essigsaure in Methanol und absdiel3end drei Waschungen mit 1006 Methanol.
Zwischen jedem Waschschritt wurde wie angegeben getrocknet. Zur Acetylierung
wurden die Alditole in Acetylierungslésung (5®6 Essigsaureanhydrid 50% Pyridin)
geldst, 1 h bei 100 °C inkubiert und wahrenddessen regelméaflig durch Vortexen gemischt.
Die Acetylierungslosung wurde im Folgenden bei Raumtemperatur in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Um mdoglichegeak tailing in den Chromatogrammen
durch Pyridin -Reste zu vermeidenwurden die Alditolacetate nochmals mit 1006 Toluol

gewaschen, wie angegeben getrknet und zundchst in 500 pl 1006 Aceton
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aufgenommen. Um eine vollstandige Resuspension zu gewdahrleisten, wurde die Losung
fur 5 min bei 30°C mit Utraschall behandelt, dann durch Vortexen nochmals gemischt und
fir 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Vor der Messung wurdeer Uberstand nochmals mit
100% Aceton 1:5z 1:10 verdinnt.

3.4.6.3Gaschromatographische Trennung

Die gaschromatographischelrennung der Alditolacetate erfolgte mittels einer HF5ms
Kapillarsaule. Zur Detektion wurde ein Massenspektrometer (MS) verwendet. Das
Temperaturprogramm und weitere Gerateparameter sind Tabelle 3.6nd Tabelle 3.7 zu
entnehmen. Zur Quantifizierung wurdebei jeder Derivatisierung ein StandardMix aus
den Monosacchariden Rhamnose, Fucose, Ribose, Arabinose, Xylose, Mannose, Glucose,
Galktose und myo-Inositol mitgefiihrt. Uber die Peakflichen des entsprechenden
Monosaccharids und des internen Standards im Miwurde fur jedes Monosaccharid ein
fur den jeweiligen Messdurchgang geltenderesponse factoermittelt. Dieser wurde dann
zur Quantifizierung des Monosaccharids in der Probe herangezogen (Abb. 3.6). Die
Identifizierung der Alditolacetate erfolgte Uber deen Massenspektren und
Retentionszeiten bezogen auf den internen Standarchyo-Inositol, sowie auf die jeweilige

Standardsubstanz im mitgeflhrten StandareMix.

0 N i , . Ondi

© T N B

Abbildung 3.6. Formel zur Berech nung der
Konzentration von Monosacchariden aus GC -MS
Chromatogrammen. F response factar Ap Peakflache
(Area) des Monosaccharids; £ Konzentration des
Monosaccharids; A Peakflache Area) des internen

Standards; GKonzentration des internen Standards.
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Tabelle 3.6. Gerateparameter GC-MS
Gaschromatograph: 6890N Network GC

Saule: HP-5ms Kapillarsaule [(5%Phenyl)-methylpolysiloxan]; Lange 30 m;
ID 0,25 mm; Filmdicke 0,25 pum Agilent)
Injektor: pulsed splitless220°C

Injektionsvolumen: 1l

Detektor: 5973 Network QuadrupolMassenspektrometer, 230°C
lonisation: El (electron ionization)
Scanbereichm/z 40 z m/z 500

Tragergas: Helium

Tabelle 3.7. Temperaturprogramm zur Auftrennung von Alditolacetaten

Bedingung Aufheizrate (°C/min)  Endtemperatur (°C) Haltezeit (min)

Beginn 100 2
Level 1 10 180 2
Level 2 1 190 4
Level 3 10 240 5
Level 4 20 280 5

3.4.7 Bestimmung der Bindungstypen der Monosaccharid -Einheiten

Zur Bestimmung der Bindungstypen der MonosacchariEinheiten innerhalb von
Polysacchariden wird haufig die Methylierungsanalyse verwenddCui, 2005 Sassaki und
Souza, 2013. Mit diesem Verfahren werden die Polysaccharide zu flichtigen
permethylierten Alditolacetaten (PMAA) derivatisiert und kdnnen dann mittelsGGMS
aufgetrennt und identifiziert werden. Im Gegensatz zur Derivatisierung zu Alditolacetaten
(3.46) werden alle freien Hydroxylgruppen der zu analysierenden Polysaccharide
zunachst methyliert. Erst dann folgen die saurehydrolytische Spaltung der glykulischen
Bindungen und die Freisetzung der partiell methylierten MonosacchariEinheiten. Die
freien Hydroxylgruppen anstelle der glykosidischen Bindungen werden analog zur AA
Derivatisierung (3.4.6) acetyliert (Cui, 2009.
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3.4.7.1Methylierung

In der Literatur wurden bisher verschiedene neutrale und alkalische
Methylierungsverfahren beschrieben(Ciucanu, 2006. In der vorliegenden Arbeit wurde
zur Methylierung freier Hydroxylgruppen eine alkalisches Verfahren, basierend auf der
Methode vonCiucanu und Caprita 2007), mit geringen Modifikationen verwendet. Diese
Methode beinhaltet das Losen des Polysaccharids in einer geringen Menge Wasser, bevor
das eigentliche organische Losungsmittel zugefugt wird. Dies ermdglicht auch die
Methylierung von Polysacchariden, welche sich eher schlecht in organischen
Losungsmitteln I6sen lassen. Von dem zu untersuchenden Polysaccharid wurden 2 mg in
einem 15 ml Re&tionsgefald getrocknet und zunéchst in 20 pAqua bidestresuspendiert,
dann wurden 900 pyl DMSO zugegeben. Um das Polysaccharid vollstandig zu |6sen, wurde
die Probe fur 45 min mit Ultraschall bei Raumtemperatur (RT) behandelt. Parallel wurden
NaOHpPellets in einem zuvor auf 100°C erhitzen Mérser mit Pistill pulverisiert. Das NaGH
Pulver wurde bis zur Verwendung in einer Vakuumzentrifuge mit Dessicatorfunktion bei
60°C aufbewahrt. Zu der Polysaccharitlosung wurden 30 mg NaOHPulver und
zusatzlich ca. 60 gy NaOHPellets gegeben, weitere 45 min (RT) mit Ultraschall
behandelt, dann 45 min (RT) auf dem Vortex gemischt. Nach Zugabe von 350 pl
lodmethan wurde die Lésung nochmals 30 min (RT) mit Ultraschall behandelt. Um die
maoglichst vollstandige Methylierung aler freien Hydroxylgruppen zu gewahrleisten,
wurden weitere 100 pl lodmethan zugegeben und nochmals 45 min durch Vortexen
gemischt. Zur Extraktion des permethylierten Polysaccharids wurde auf Eis 1 mlqua
bidest.und 1 ml Chloroform zugegeben und durch ftexen gemischt. Nach Zentrifugation
fur 2 min bei 2000 g (RT) wurde die wassrige Phase entfernt. Zum Waschen der
organischen Phase wurden 5 mAqua bidestzugegeben, durch Vortexen gemischt und
wie angegeben zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt. Die
organische Phase wurde in ein Reaktionsgefal3 mit Schraubdeckel Gberfihund die
permethylierten Polysaccharide wurden unter dem Abzugder in der Vakkumzentrifuge

getrocknet.
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3.4.7.2 Hydrolyse

Wie bereits fur die Bestimmung neutraler Monosaccharide mittels GMS (3.4.6.1)
beschrieben, werden nicht alle glykosidischen Bindungen mit derselben Geschwindigkeit
gespalten, sodasseine moglichst optimale HydrolyseZeit ermittelt werden sollte. Im
Rahmen der Methylierungsanalyse muss auf3erdem eine durch die Hydrolyse verursachte
Demethylierung  vermieden werden. Fir die Hydrolyse innerhalb der
Methylierungsanalyse wurde ebenfalls diearon Albersheimbeschriebene saure Hydrolyse
mit 2 M TFA verwendet (Albersheim, 1979. Um das Risiko der Demethylierung zu
reduzieren wurde jedoch eine Hydrdyse-Zeit von 2 h gewahlt.

Fur die Hydrolyse wurden die permethylierten Polysaccharide 3.4.7.1) in 200 pl
2 M TFA resuspendiert und 2 h bei 100°C hydrolysiert. Die resultierenden
permethylierten Monosaccharide wurden auf Eis abgekunhlt, kurzentrifugiert um
mogliches Kondensat aus dem Deckel zu entfernemund dann bei 45°C in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Um TFAReste zu entfernen, wurde zweimal mit 50%

Isopropanol gewaschen und wie angegeben getrocknet.

3.4.7.3Reduktion und Acetylierung

Reduktion und Acetylierung wurden wie fir die Bestimmung neutraler Monosaccharide
(3.4.6.2) Dbeschrieben, mit geringen Veranderungen durchgefihrt.  Alle
Trocknungsschritte in der Vakuumzentrifuge wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt,
da bereits die nach ér Reduktion entstandenen permethylierten Alditole sehr fliichtige

Substanzen sind, und bei héheren Temperaturen verloren gehen wirden.

3.4.7.4Gaschromatographische Trennung und Identifizierung permethylierter
Alditolacetate

Die gaschromatographische Trennung der permethylierten Alditolacetate erfolgte mittels
einer HR-5ms Kapillarsaule. Zur Detektion wurde ein Massenspektrometer (MS)
verwendet. Die Gerateparameter, analog zur Bestimmung der Monosaccharide, sind
Tabelle 3.6, ds Temperaturprogramm ist Tabelle 3.8 zu entnehmen. Die Identifizierung
der PMAAs erfolgte Giber deren Massenspektren sowie Retentionszeiten im Vergleich zu
synthetisierten PMAA Standardq3.4.8). Der Anteil des Bindungstyps im Polysaccharid
wurde anhand de integrierten Flache des entsprechenden Peaks im Verhéltnis zu der
Gesamtflache aller Peaks ermittelt.
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Tabelle 3.8. Temperaturprogramm zur Auftrennung von permethylierten

Alditolacetaten

Bedingung Aufheizrate (°C/min)  Endtemperatur (°C) Haltezeit (min)

Beginn 80 0
Level 1 5 120 1
Level 2 3 230 1
Level 3 20 280 5

3.4.8 Synthese von Standards zur ldentifizierung von permethylierten

Alditolacetaten
Monosaccharide mit gleichem Substitutionsmuster aber unterschiedlicher Stereochemie
(z. B. Mannose, Glucose, Galaktose) filhren zu gleichen Massenspektren, aber
unterschiedlichen Retentionszeiten wahrend der Analyse mittels GMIS. Im Rahmen der
Methylierungsanalyse(3.4.7) ist Uber die Massenspektren demnach eine Identifizierung
ARG "ET AOT ¢cOQUBAA Or Zg¢&kalpe Hpx®pyranose (oderzfuranose)],
jedoch nicht des entsprechenden Monosaccharids mdglich. Fir eine vollstandige
Identifizierung muss somit auch die Retentionszeit hinzugezogen werden. Da diese von
der verwendeten Saule abhangig und daher ein Vergleich mit Literaturdaten nur bedingt
maoglich ist, empfiehlt sich die Synthese von Standaf®@MAAs zur individuellen Erfassung
der Retentionszeten und Massenspektren. Eine Ubersicht der fiir die Arbeit relevanten
Massenspektren findet sich in Anhang C.

PMAA Standards wurden in Anlehnung aBassakiet al. (2005) mit Modifikationen
von Wanget al.(2007) synthetisiert. Von jedem Monosaccharidvurden separat 60 mg in
je ein Reaktionsgefald mit Schraubdeckel gegeben, in 1 ml 2% Me@8I geldst und 16 h
bei 70°C inkubiert. Die Losung wurde durch Zugabe von NaH&@eutralisiert, durch
einen Faltenfilter filtriert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Methylglykoside
wurden in 2 ml DMF resuspendiert, in ein 15 ml Reaktionsgefaly tberfihrt und mit
200 mg BaO, 10 m@a(OH) - 8 HO und 1 ml lodmethan vesetzt. Im Folgenden wurden
die Lésungen, zur Verdunkelung abgedeckt mit Aluminiumfolie, durch Vortexen gemischt.
In Intervallen von 60 min wurden Aliquots von 300 ul abgenommen, in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und, wie ir3.4.7.2 bis3.4.7.4beschrieben, derivatisiert und
analysiert. Die Mannose und GlucoseAliquotsnach 3 h sowie das GalaktosAliquot nach
4 h enthielten alle Methylierungsmuster, welche fur die Analyse der Bindungstypen in den

EPSProben bendtigt wurden. Fiur die Zuordnung des Bindurgglyps wurden die
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Massenspektren mit solchen aus der Literatur verglicherics wurden Massenspktren von
Sassakiund Souza 2013) sowie von der frei zuganglichen Datenbank de€omplex
Carbohydrate Research Centeder Universitat Georgia, USACarbohydrate Research
Center, 2016) verwendet. Nachdem jedem Bindungstyp die Retentionszeit zugeordnet
worden war, konnten diese Informationen zur vollstandigen Identifizierung der

Bindungstypen in den EPS”roben verwendet werden.

3.5 Mikroskopie

3.5.1 ESEM mit Kritisch -Punkt -Trocknung

K. petricolaBiofilme wurden sieben Tage auf Cellulose Acetdiltern kultiviert. Fur die
Fixierung wurden kleine Sticke (ca. 5 x 5 mm) der Filter ausgeschnitten, in 1,5 ml
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und mit Fixierlosung (4% Glutaraldehyd in Phosphatpuffer)
fur 2 h beiRaumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Proben mit drei Wiederholungen
fur 10 min in Phosphatpuffer gewaschen und anschlieBend Uber eine Ethanolreihe
dehydriert. Im Rahmen der Ethanolreihe wurden die Proben wie folgt behandelt: 30 min
in 30% Ethanol, 30min in 50% Ethanol, tber Nacht in 70% Ethanol, 30 min in 80%
Ethanol, 1 h in 90% Ethanol, 30 min in 100% Ethanol und zum Abschluss noch einmal
30 min in 100% Ethanol. Anschliel3end erfolgte die KritiscHPunkt-Trocknung, gefolgt von
einer GoldBedampfung, bevor die Proben mittels ESEMefvironmental scanning electron

microscopy mit einem XL30 ESEM $yem untersucht werden konnten.

3.5.2 Kryo-ESEM

Die Rasterelektronenmikroskopie intakter Biofilme, gekoppelt mit vorheriger
Aufarbeitung durch Kryo-Techndogie (Cryo environmental scanning electron microscopy
Z Cryo ESEMwurde mit einem XL30 ESEM System und einem Alto 1000 Crfoansfer
System durchgefuhrt. Dazu wurderK. petricolaBiofilme sieben Tage auf Cellulose Acetat
Filtern auf MEAPIlatten inkubiert. N. punctiforme Biofilme wurden aufgrund des
langsameren Wachstums funf Wochen auf BGHgar-Platten kultiviert. Zur Analyse
wurde ein Stick des Filters (ca. 5 x 5 mm) ausgeschi@h und ohne zusatzliche

Aufarbeitung dem KryoSystem zugefiihrt.
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3.5.3 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Hellfeld- und Epifluoreszenzmikroskopie wurden mit einem Axio Imager.M2m Mikroskop
mit 40x Objektiv und einem HXP 120 V FluoreszeA#uminierungssystem durchgefuhrt.

Mit einer AxioCam ICc5 Kamera wurden Bilder im Einzelmodus oder als-Sapel

aufgenommen. Letztere wurden nachtréaglich mit der Software PicolaiCypionka, 2017

zusammengefuhrt.

3.5.4 Lektin -Bindung und Konvokalmikroskopie

Die Lektin-Bindungsanalysen wurden am UFZ Magdeburg in Zusammenarbeit mit Dr.
Thomas Neu und Ute Kuhlicke, wievon Neu und Kuhlicke @017) beschrieben,
durchgefuhrt. Fir das Screening wurden kleine Stiicke (ca. 5 x 5 mm) véh petricola
Biofilmen nach 7 d Inkubation auf Cellophasiolien auf MEA ausgeschnitten und auf
einem Objekttrager platziert. Auf jeden Biofilm wurden einige Tropfen der Lektin
Losungen gegeben und 20 min im Dunkeln inkubiert. Durch Waschen mit Wasser und
anschlieRendes Absaugen desselbewurden ungebundene Lektine entfernt. Die Biofilme
wurden mit einem Deckglas abgedecktund die Bindung der Lektine wurde mittels
konvokaler LaserScanningMikroskopie, wie in Neu und Kuhlicke @017) aufgefihrt,

Uberpruft.

3.6  Statistische Auswertung

Wenn nicht anders angegeben, wurde jeder Versuch dreimal wiederholt (biologische
Replikate; n=3). Bei jeder Wiederholung wurden zudem zwei technische Replikate
analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit OneWay ANOVA und

anschlieBendem TukeyHSD Test mit enem Konfidenzintervall von 95%.
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4 ERGEBNISSE UNDISKUSSION

4.1 Einfluss von c-di-GMP auf die Zelldifferenzierung und
Biofilmbildung von Nostoc punctiforme

Der sekundéare Botenstoff edi-GMP steuert eine Vielzahl von Prozessegramnegativer
Bakterien. Der Wechsel zwischen motilem und sessilem Lebsstil wird ebenso
beeinflusstwie die Produktion extrazellularer Substanzen und damit einhergehend auch
die Biofilmbildung. Zu den wengen Proteinen in Cyanobakterien mit einer
nachgewiesenen Aktivitatder Diguanylatcyclase (DGQur Synthese von edi-GMPgehort
das cph2Phytochrom von Synechocystissp. Im Rahmen dieser Arbeitwurde der
Gterminale Abschnitt des Phytochromserfolgreich in N. punctforme transformiert und
stabil in das Genom integriertN. punctiformeist fahig, neben den vegetativen Zellen drei
weitere Zelltypen zu differenzieren. Der Lebenszyklus und die damit verbundene
Zelldifferenzierung wurden in Abhangigkeit des sekundaren Beanstoffs cdi-GMP
betrachtet. Mit Hilfe des DGGCuberproduzierenden N. punctiforme Stammes
[N. p.cph2(5-6)] wurde im Vergleich zum Wildtyp sowohl der Einfluss aufdie EPS
Produktionsraten, -struktur und die Art der Biofilmbil dung, als auch auf die
Differenzierung der einzelnen Zelltypen untersuchtDie Biofilmbildung wurde mittels
REM, die Zelldifferenzierung mittels Licht und Fluoreszenzmikroskopie visualisiert.
Zudem konntenerstmals die MonosaccharidZusammensetzung und die Bindungstypen
im Exopolysaccharid desN. punctiforme Wildtyps (und im Vergleich dazu auch de

Uberproduktionsstammes beschrieben werden.

4.1.1 Herstellung eines c -di-GMP Uberexprimierenden N. punctiform e Stammes

Um die Auswirkungen des Signalmolekils -di-GMP auf die Biofilmbildung und
Zelldifferenzierung von N. punctiformeuntersuchen zu kénnen, sollte sowohl ein Stamm,
in dem das Molekil in hohem Mal3e produziert wird, als auch einer, in dem keinerlei
c-di-GMP vorhanden ist, generiert werden. Zu Beginn der Arbeit lagen bereits zwei fiir ein
breites Wirtsspektrum ausgelegte Plasmide vor. Diese wurden freundlicherweise von
Prof. Annegret Wilde (Universitat Freiburg) zur Verfigung gestellt. Die [&mide
pUR-cph2(1-4) (Anhang Al) und pURcph2(5-6) (Anhang A2) kodieren fir jeweils ein
Fragment des cph2Phytochroms ausSynechocystisp. PCC 6803Savakiset al, 2012).
Das Plasmid pURph2(1-4) enthalt die N-terminalen Doménen x4 zum Abbau von
c-di-GMP, das Plasmid pUBph2(5-6) die cterminalen Doménen 5 und 6 zur Synthese
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des Signalmolekils. In beiden Plasmiden steht die Expression der Enzyme unter der
Kontrolle eines petJ Promotors auSynechocystisp., zudem sind die Fragmentdurch ein
Flag-Motiv markiert. Beide Plasmide sollten mittels Triparentaler Konjugation in

N. punctiformeATCC 29133 transformiert werden. Uber die Konjugation mit dem Plasmid
pUR-chp2(5-6) konnte ein transgenerN. punctiformeStamm mit cen cph2Doméanen 56

aus Synechocystisp. PCC 6803 hergestellt werden [im Folgendéy. p.cph2(5-6)]. Dieser
Stamm tragt die GAF3 und die daran gekoppelte GGDEF2 Domane, markiert durch ein
Flag-Tagund gesteuert durch den petd Promotor (Abb. 4.1).

Cph2 (5-6)

l

1%
N R ¢« o8 &

Abbildung 4.1. In N. punctiforme transferierter C -terminaler Teil des Cph2 -Phytochroms aus
Synechocystissp. PCC 6803 Transformierte Domanen 5(GAF3)und 6 (GGDEF2) markiert mit Flag-Motiv
unter Kontrolle deskupferregulierten petJ Promotors KanamycinResistenzgen (Kanjnd Spectinomycin

Resistenzgen (Sp/Sm)

Das konjugierte Plasmid vermittelt eine KanamycirResistenz, welche die Selektion der
Konjuganten ermdglicht. Einen ersten Hiweis auf eine erfolgreich verlaufene
Konjugation gab demnach die Resistenz der Kolonie gegentber Kanamycin. Zusatzlich
wurde die genomische DNA des Stammes, und im Vergleich dazu, die des Wildtyps
extrahiert. Mit spezifischen Primern fir das Transgen wurdelessen Prasenz Uberprift
(Abb. 4.2). Die Primer petJ_F und cph2_R binden im Bereich des petJ Promotors bzw. des
cph2-Gens und wurden, wie erwartet, nur im transgenen Stamm und der Positivkontrolle
pUR-cph2(5-6) mit einer Bande bei 1095 bp nachgewiesen. IiWildtyp war keine Bande
sichtbar. Das Plasmid wurde urspringlich so konstruigr dass der etwa 4200 bp grol3e
und das KanamycinResistenzgen sowieph2-Gen urd Promotor umfassende Abschnitt
Uber homologe Rekombination inrSynechocystisp. PCC6803 spezifistzwischen die Gene
parA (slrl597) und hspA (sll1514) integriert wird (Savakis et al, 2012). Diese
ortsspezifische Integration ist in N. punctiforme nicht moéglich. Somit ist es am

wahrscheinlichsten, dass das Plasmid an einer Position getffnet und dann zufallig an
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einen Ort im Genom integriert wurde, oder ektopisch exprimiert wird. Auch der Bruch an
mehreren Stellen und die Integration an unterschiedthen Positionen und in mehreren
Kopien ist moéglich. Aufgrund dessen ist eine Lokalisierung schwierig. Um zunachst zu
Uberprufen, ob auch dertbackbonedes Plasmids enthalten ist, wurde zusatzlich eine PCR
mit den Primern backbone3 und 4 durchgefiihrt (Abb.4.2). Die Bande bei 1065 bp sowohl
in der Spur des Plasmids, als auch b&. p.cph2(5-6) zeigt, dass sich neben den zu
integrierenden Fragmenten auch weitere Teile des Plasmids in dem generierten Stamm
befinden. Entweder wurde das Plasmid zusammenhangenoder mehrere Fragmente
einzeln integriert. Durch die zuféllige Integration des Plasmids kann nicht géanzlich
ausgeschlossen werden, dass andere Gene zerstort wurden, was den durch die
Uberproduktion von c-di-GMP hervorgerufenen Phanotyp beeinflussen koénnteDas
Plasmid besitzt eine Gré3e von 10.531 bp. Ein Southern Blot zur Lokalisierung und
Uberprifung der Haufigkeit der Integration wurde durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).
Bei dieser Methode wird das Transgen inklusive angrenzender Genomabsdtte aus dem
Genom geschnitterund mittels einer Sonde detektiert, was abhangig von der Bandenzahl,
Auskunft Uber die Haufigkeit der Integration gibt. Gegebenenfalls kann Uber
Sequenzierung der Fragmente auch der Integrationsort bestimmt werden. Da das Plasmid
jedochinklusive angrenzender Genomabschnitte Banden mit Gro3en tber 10,5 kb liefert,
konnten diese nicht zuverlassig aufgetrennt werden. Im Falle der Integration von
Bruchstiicken des Plasmids an mehreren Stellen im Genom, kdnnten mit einer solchen

Sonde auch niht alle integrierten Fragmente nachgewiesen werden.

@ N © @\ Abbildung 4.2. PCR zur
G'C\Q ’L@I ’1«\{? ’\b-g\Q ’\f\% ”L@ Uberpriifung der erfolgreichen
S Q*’&Q Qx\& & Q~’C§\\ Konjugation in N tif
. . R onjugation in N. punctiforme .
Q.Q ‘x.Q Qb Q- & Q\B Jug p

Die Pri tJ_F und cph2_R
bp  petl_F/cph2_R bb3/4 le Primer pet) F und cphz_

1500

generieren ein 1095 bp Fragment,

das den Promotor und die zu
1031
900

transformierenden Domaéanen

umfasst. Nachweisbar war dieses
Fragment in der Positivkontrolle
pUR-cph2(5-6) und im transgenen StammN. p.cph2(5-6). Eine Bande bei 1065bp mit den Primern
backbone3 und 4, die im Rickgrat des Plasmids binden, zeigen, dass vermutlich das gesamte Plasmid,

zusammenhangend oder in mehreren Fragmenten, bei der Konjugation Gibertragen wurde.
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Ausschlaggebend fir weitere Analysen war, ob die DG@usgehend von dem
kupferregulierten petJ Promotor und der GGDEF2 Domane, exprimiert wird. Um dies zu
Uberprufen, wurden sowohl der Wildtyp als auchN. p.cph2(5-6) unter Kupfermanget
Bedingungen und mit Kupfer in Form von CuSO inkubiert, dann wurden
Gesantproteinextrakte mittels SDSPAGE und Western Blot untersucht (Abb. 4.3). Zur
Visualisierung wurde ein primarer Antikérper verwendet, welcher an dag-lag-Motiv der
DGC bindet. Wie erwartet, konnte in den Extrakten des Wildtyps keine DGC nachgewiesen
werden. Entgegen den Erwartungen wurde die DGC (ca. 50 kDa) in den Extrakten des
cph2(5-6)-Stammes unter beiden Bedingungen detektiert. Ein Unterschied in der
Bandenstarke konnte nicht festgestellt werden. InSynechocystisp. PCC 6803 kann
dagegen durch Zugabesron Kupfer eine vollstandige Repression des pet] Promotors
ermoglicht werden (Touset al, 2001). Die Ergebnisse der Western Blots zeigen, dass die
Regulation des Promotors inN. punctiformenicht mdglich ist. Sowohl mit, als auch ohne
Kupfer im Kulturmedium wurde die DGC kontinuierlich exprimiert.

Wahrend der Arbeit zeigte sich zudem, dass die Expression der DGC wahrend der
Kulturzeit immer wieder stoppte. Dieser Umstand trat vor allem dann auf, wenn der
Stamm nicht mit Kanamycin im Medium kultiviert wurde. Die Kulturen wurden Gber
einen Zeitraum von zwolf Wochen einmal wéchentlich passagiert. Erst nach diesem

Zeitraum wurde aus einem Glycerinstock
Wildtyp cph2 (5-6)

-Cu +Cu -Cu +Cu

neu angeimpft. Wiederholt war die sonst
kontinuierlich exprimierte DGC in den kDa
Proteinextrakten nicht mehr nachzuweisen. 55—

50 — . ap—

PCR Analysen zeigten, dass das Fragment

. . . 33—
noch im Stamm nachweisbar war, auch die 25—

weiterhin vorhandene KanamycinResistenz

. . . . Abbildung 4.3. Western Blot zur Detektion
bestétigte dies, jedoch wurde die DGC _ . _
der DGC in N. punctiforme. Nachweis der

ausgehend vom petJ Promotor nicht ehr durch den petJ Promotor exprimierten DGC

exprimiert. Aufgrund dessen wurden zur (iber ein FlagMotiv. Die DGC wurde sowohl

Sicherheit bei jedem Experiment parallel zu bei Anwesenheit (+Cu) als auch bei

den gezogenen Proben auch Proteinextrakte APWwesenheitvon CusO — (-Cu) exprimiert.

. . Das Enzym war nicht nachweisbar in
der Kulturen angefertigt und mit Western _ _
Proteinextrakten des Wildtyps.

Blot auf Prasenz der DGC Uberpruft.
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Trotz mehrerer Versuche gelang die Konjugation mit dem Plasmid pUéph2(1-4),
welches die Domane fiir den Abbau vondi-GMP tragt, nicht. Dies kann mdglichweise auf
eine Letalitat, ausgelost durch den Verlust von-di-GMP in den Zellen, zurlickzufiihren
sein, womit die Herstellung eines solchen Stammes unmdglich ware. Dagegen spricht
jedoch, dass in dem filamentésen CyanobakteriumF. diplosiphon ein EAL
Uberproduzierender Stamm mit einem konstitutiv aktiven Promotor generiert werden
konnte (Agostoniet al, 2016). FirNostocsp. ist in diesem Zusammenhang jedoch nichts
bekannt. Da der petJ Promotor aber nichtegulierbar und damit permanent aktiv war,
wurde moglicherweise auch zelleigenes -di-GMP sofort nach der Transformation
vollstandig abgebaut, sodass dibl. punctiformeZellen unmittelbar absterben kénnten.n
diesem Fall kdnnte unter Verwendung eines redierbaren Promotors moéglicherweise ein

entsprechender Stamm hergestellt werden.

4.1.1.1 Quantifizierung von-di-GMP

Zur Quantifizierung des von N. p. cph2(5-6) produzierten c-di-GMPs wurden die
Filamente von einwochigen (7 d) Kulturen dieses Stammes sowe des Wildtyps
zerkleinert, in BG1tMedium ohne CuS@gewaschen und auf BG:Medium mit und ohne
CuSQ aufgeteilt. Um auch einen Hinweis auf einen moglichen zeitlichen Zusammenhang
der Produktion zu ehalten, wurde ¢di-GMP nach 24und 48 Stunden des Wachstums
extrahiert und quantifiziert. Um sicherzustellen, dass die DGC auch exprimiert wird,
wurden bei jedem Durchgang parallel Gesamtproteinextrakte gewonnen und mittels
Western Blot analysiert. Nachweis und Quantifizierung desdi-GMP erfolgteniber HPLC
durch Mitfihren einer Eichgeraden aus kommerziell erhaltlichem -ai-GMP.

Einhergehend mit den Ergebnissen aus dem Western Blot zur Verifizierung des
Uberproduktionsstammes (Abb. 4.3) wird auch aus den Quantifizierungsergebnissen
deutlich, dassunabhéngig von der Ar oder Abwesenheit von Kupfer im Kulturmedium,
c-di-GMP produziert wurde (Abb. 4.4). Dies entspricht insofern den Erwartungen, als das
die konstitutive Uberexpression einer funktionellen DGC auch zu einer Uberproduktion
von c¢di-GMP fihnren sollte. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Bedingungen festgestellt werden. Jedoch wird deutlich, dass diedcGMRProduktion
einer zeitlichen Abhé&ngigkeit unterliegt. Wahrend nach 24Stunden durchschnittlich
7,54 pmol ¢di-GMP pro mg bakteriellem Protein (7,90 = 2,29 pmol/mg beiCuSQ und
7,18 £ 1,30 pmol/mg bei +CuS£) in den Zellen gebildet wurde, stieg die-di-GMRMenge

nach 48Stundenbereits auf durchschnittlich 19,08 pmol pro mg bakteriellem Protein an
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(19,36 + 3,35 pmol/mg bei-CuSQ@ und 18,80 £ 4,76 pmol/mg bei +CuS£). Unabhangig
von der getesteten Bedingung lag demnach eine signifikante (p<0,01) zeitliche
Abhangigkeit der edi-GMP Produktion vor. Im Wildtyp konnte lediglich nah 48
stundiger Kultur in BG11:Medium -CuSQ@ in einer Probe eine geringe Menge von
0,38 pmol c¢di-GMP pro mg bakteriellem Protein nachgewiesen werden.

Agostoniet al.(2013) konnten im Genom vorN. punctiformeelf Proteine mit GGDEF
Domaéne und zehn Proteine sowohl mit GGDEF als auch EAL Domane identifizieren. Das
Vorhandensein von edi-GMRassoziierten Domé&nen und der Nachweis vondi-GMP in
einer der analysierten Wildtyp-Proben deutet darauf hin, dassN. pundiforme auch
naturlicherweise c-di-GMP produziert, dessen Level jedoch zu gering ist, um eine
zuverlassige Detektion mit den angewandten Methoden zu erlauben. In anderen Studien
konnte bereits festgestellt werden, dass eine zuverlassige-di-GMRDetektion in
verschiedenen Bakterienstammen haufig nur in DGGberproduzierenden Mutanten
erfolgen kann (Spangler et al, 2010). In unveranderten Stdammen ist die di-GMR
Produktion vor allem zeitlich abhéngig vom Stadium ds Wachstums und der
Biofilmbildung, und unterliegt dabei haufigen Schwankungen, was die Extraktion und

Detektion erschwert (Simmet al, 2004, Spangleret al,, 2010).

25 LI L Abbildung 4.4, Nachweis und
4 Quantifizierung von c -di-GMP mittels
i = 24h HPLC/DAD/MS.  Einwéchige  Kulturen
3202 48h wurden gewaschen und auf Kolben mit
£ . BG11Medium ohne und mit CuSQ (Cu)
g 15 — aufgeteilt. Nach 24Stundenund 48 Stunden
C% ] wurde c-di-GMP nachSpangleret al. (2010)
% 10 | extrahiert und uber eine Eichgerade
'-é i quantifiziert. Die Menge an edi-GMP wurde
© i auf das nach der Extraktion im Zellpellet
5 ] vorhandene  bakterielle  Gesamtprotein
i bezogen, n=3, **p<0,01.
o I
ohne C mit Cu | ohne C mit Cu
Wildtyp N. p. cph2(5-6)
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4.1.1.2 Einfluss vondi-GMP auf dadl. punctiforme Wachstum

Um einen mdoglichen Einfluss von -di-GMP auf das Wachstum volN. punctiformezu
untersuchen, wurdenFilamente einwochiger (7 d) Kulturen beider Stammezerkleinert,

in 50 ml Medium +CuS@ mit und ohne NaN@, angeimpft und fur insgesamt 21 Tage
inkubiert. Die Kulturen wurden mit einer Zelldichte von 0,05 pg/ml Chi angeimpft. Alle
drei bis vier Tage wurde daraus in Doppelbestimmungen der GhGehalt als Mal3 fir die
Anzahl der Zellen bestimmt. DieNachstumskurven zeigten eine Anlauf(lag) und eine
exponentielle Phase lpg) (Abb. 4.5). Jedoch wurde deutlich, dass die Zellen etwa ab Tag
elf langsam in eine lineare Phase ubergingen. Eine typische stationare Phase (bedingt
durch Nahrstoffmangel), wie $ bei vielen Bakterien vorkommt, lasst sich bei
Cyanobakterien so nicht finden. Die relativ lange lineare Wachstumsphase ergibt sich bei
Cyanobakterien durch die Limitierung des Lichts bei einer dichter werdenden Kultur in
den Kolben. Geht man davon auslass die Zellen sich bis Tag vier in eindag-Phase
befanden und das logarithmische Wachstum von Tag vier bis elf stattfand, ergibt sich far
den Wildtyp +N eine Wachstumsrate pu=0,48/d und eine Verdopplungszeit t=1,43 d, fir
den Wildtyp -N war die Wachstumsrate niedriger (u=0,34/d1 und t=2,03 d). Ein zum
Wildtyp -N vergleichbares Verhalten zeigte das Wachstum dé&s p.cph2(5-6)-Stammes
+N. Die Wachstumsrate betrug 0,38/d, die Verdopplungszeit 1,83 d. Im Gegensatz dazu
war bei der Uberproduktionsmutante -N eine eindeutige lag-Phase bis Tag vier zu
erkennen. In diesem Zeitraum veranderte sich die Zellzahl nicht. Das logarithmische
Wachstum startete an Tag vier und blieb bis Tag 18 bestehen. Die Wachstumsrate betrug
demnach 0,40/d! und die Verdopplungszét 1,75 d, und lag somit tiber der des Wildtyps
bei vergleichbaren Bedingungen. Besonders féllt auf, dals p.cph2(5-6) -N in den ersten
vier Tagen kein Wachstum zeigte, die Zellzahl danach jedoch schneller zunahm, als bei
einem Wachstum +N. Schlief3lich wrde die Kultur +N sogar von der Kultur-N ab ca. Tag
elf im Wachstum Gberholt. Die Ergebnisse zeigen, dabs p.cph2(5-6) im Vergleich zum
Wildtyp ein verzdgertes Wachstum aufweist, welches unter diazotrophen Bedingungen
noch starker ausgepragt ist. Urszhe fir diese Verzégerung kann eine langere
Anpassungsdauer an die Nreie Umgebung sein. Darauf deutet auch die unterschiedliche

Morphologie der Mutanten unter beiden Bedingungen hin (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.5. Wachstumskurve von N. punctiforme Wildtyp und N. p.cph2(5-6). Uber einen
Zeitraum von drei Wochen wurdeder Chk-Gehalt je ml der Zellkultur vonN. punctiformeWildtyp (WT)
und cph2(5-6) bestimmt. Zellen wurden in BG1iMedium oder BG13-Medium +CuS®@kultiviert, n=3.

Abbildung 4.6. Morphologie von N.p.cph2(5-6) Suspensionskulturen. Nach funf Tagen &) und 18
Tagen @) Inkubation in BG11 +CuS@(links) und BG1L +CuSQ (rechts).

Diazotrophe Bedingungen fuhrten in den ersten flinf Tagen der Kultivierung zu einem
schleimigeren und klumpigen Phanotyp, welcher auf eine erhdhte EHSBoduktion
hindeutet (Abb. 4.6A). Diese ermdglicht vermutlich spater ein besseres Wachstum, da sie
die Zelen vor Sauerstoff von auf3en schiitzen kann, und so indirekt die Stickstofffixierung
durch die sauerstoffempfindliche Nitrogenase unterstitzt(Nicolalsenet al, 2009) (vgl.
Abschnitt 4.1.3).N. p.cph2(5-6) +N entwickelt diesen zusatzlichen Schutz offenbar nicht
in ausreichendem Mal3e, und kann, wenn der Stickstoff im Medium aufgebraucht ist,
maoglicherweise nicht genug Stickstoff fixieren. Nach 18 Tagen Kulturdauer war unter

diazotrophen Bedingungenein Biofilm am Kolbenrand zu sehen. Insgesamt hatte die
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Kultur eine intensiv griine Farbe, im Gegensatz zur Kultur +N (Abb. 4.6B}dCEGMP flhrt,
wie es auch in dieser Arbeit beiN. punctiforme gezeigt werden konnte, in einigen
Bakterien zur Verlangsamungdes WachstumsAgostoni et al. (2016) untersuchten den
Einfluss von edi-GMP auf das einzellige CyanobakteriurBynechocystisp. PCC 688
sowie auf das filamentése Cyanobakteriurkrremyella diplosiphon Dabei konnten sie bei
einem DGG@Qlberproduzierenden F. diplosiphonStamm ein verringertes Wachstum im
Vergleich zum Wildtyp und dem PDE Uberproduzierenden Stamm feststellen. Zudem war
die Verlangsamung des Wachstums auch abhangig von der Kanamy&ianzentration. Je
hoéher die Konzentration von Kanamycin im Kulturmedium war, desto langsamer sind die
Zellen gewachsen(Agostoni et al, 2016). Eine erhdhte Konzentration von Antibiotika
wurde in der Vergangenheit mit einer Zunahme der Expsionsrate ausgehend vom
Plasmid in Verbindung gebracht(Bangenet al, 2004). Die Menge an produziertem
c-di-GMP bei einer Uberexpression der DGC F diplosiphonnahm mit zunehmender
KanamycinKonzentration ab. Zu Bedenken ist dabei gich auch, dass in dieser Studie
der F. diplosiphonwildtyp im Vergleich zum DGEStamm mehr edi-GMP produziert hat,
sodass hier nicht von einer Uberexpression der DGC auf eine Uberproduktion voulie

GMP geschlossen werden kanfAgostoniet al,, 2016).

4.1.2 Zelldifferenzierung und Phototaxis

4.1.2.1Phototaxis

Unablassig fur den Prozess der Phataxis - der Bewegung hin zu einer Lichtquelle, oder
davon weg- ist die Differenzierung motiler Hormogonien.In dieser Arbeit wurde die
Fahigkeit zu phototaktischem Verhalten de#\. punctiforme Wildtyps und des cph2(56)-
Stammes nach Induktion der HormogonierDifferenzierung durch diazotrophe
Bedingungen in Kombination mit Rotlicht untersucht. Verglichen wurden diese zudem in
Bezug auf den Einfluss von Kupfer und unterschiedlichen lhtqualitdten. Unabh&ngig
von der Anwesenheit von Kupfer im Kulturmedium zeigte der Wildtyp positive Phototaxis
gegenuber weil3em, grinem und rotem Licht (Abb. 4.72& und EG). Morphologie und
Laufweite unterschieden sich jedoch kupferabhangig (Tab. 4.1). Bfeinstimmend mit
Campbellet al.(2015) bildete der Wildtyp bei weil3em Licht mit Kupfer einefacherartige
Form (Abb. 4.7A). Ohne Kupfer nahm die Laufweite unter den drei genannten
Lichtqualitaten zu (Tab. 4.1) und die Form war fadenartiger (Abb. 4.765). Besonders

aber bei Anwesenheit von Kupfer unterschied sich das Aussehen des Wildtyps unter
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grinem und rotem Licht deutlich von dem unter weiRem Licht. Grines Licht fihrte zu
dunkelgriinen, fadenartigen Filamenten in Richtung der Lichtquelle (Abb. 4.7B), wéahrend
rotes Licht zu einem hellgrinen, wolkenartigen Phanotyp fiihrte (Abb. 4.7C). Die
hellgriine Farbe unter rotem Licht ist das Ergebnis einer komplementaren chromatischen
Adaption (CCA). Dabei wird ifN. punctiformeund anderen Cyanobakterien die Synthese
des photosynthetisch aktiven Phycobiliproteins Phycoerythrin inhibiert (siehe Abschnitt
1.2.21), sodass die sonst dunkelgrinen Filamente blauliehellgrin erscheinen
(Hirose et al, 2010). Unter blauem Lichtbewegte sich der Wildtyp in geringem Mal3e in
alle Richtungen, zeigte jedoch keine Phototaxis (Abb. 4.7D und H). Keinerlei Bewegung
unabhangig von Lichtqualitat oder Kupfergehalt konnte belN. p.cph2(5-6) dokumentiert
werden. Mikroskopische Analysen nachinduktion der Hormogonien-Produktion mit
Rotlicht und diazotrophen Bedingungen ergaben, dass imdi-GMRUberproduzierenden
Stamm, im Gegensatz zum Wildtyp, keine eindeutig erkennbaren Hormogonien gebildet
wurden. Insgesamt ist auch hier zu erkennen, dasder Wildtyp unter diazotrophen
Bedingungen besonders in den ersten Tagen der Inkubaticginen starkeren Biomasse
Zuwachs zeigt, alsN. p.cph2(5-6) (vergleichend Abschnitt 4.1.1.2 und Abb. 4.5)m
Wildtyp waren viele kurze Filamente sichtbar, beiN. p.cph2(5-6) lagen dagegen lange
Filamente, eingebettet in eine groRe Menge EPS vor (Abb. 4.8). Durch die fehlende
Differenzierung motiler Hormogonien konnte sich der cph2(56)-Stamm vermutlich
wahrend der PhototaxisExperimente nicht bewegen. Diese Ergebnisseigen, dass di-
GMP in N. punctiforme einen sessilen Lebensstil verbunden mit der Synthese

umfangreicher EPS fordert.

Tabelle 4.1. Laufdistanzen des N. punctiforme

Wildtyps wéahrend der Phototaxis

Medium Lichtqualitat

Weil? | Grin | Rot Blau
BG1ll,+CuSQ | 1,5cm| 3,5cm| 50cm| -
BG11,zCuSQ | 2,5cm | 40cm| 55cm| -
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Abbildung 4.7. Phototaktische Bewegung zu Lichtquellen unterschiedlicher Qualitdten. A -D BG1l-
Medium mit 0,6 puM CuS®QE-H BG1h-Medium ohne CuS@ Die Lichtquelle wurde vom unteren Rand des
Bildausschnitts appliziert. Die Stamme wurden nach Hormogoniemduktion weiem (360-700 nm; A
und E), grinem (520 nm;B und F), rotem (700 nm; C und G sowie blauem Licht (440 nm;D und H)
ausgesetzt und 7 d ikubiert. Der Wildtyp befindet sich jeweils rechts im Bild,N. p.cph2(5-6) links. Das

Experiment wurde zweimal wiederholt.

Gt e
o

,i\bbildung 4.8. Lichtmikroskopische Aufnahmen von N. punctiforme Wildtyp und N. p. cph2(5 -6)

nach Hormogonien -Induktion. Die Differenzierung von Hormogonien wurde durch diazotrophe
Kulturbedingungen und Applikation von Rotlicht induziert. A Wildtyp; In der gesamten Kultur waren die
kurzen Filamente frei verteilt. B N. p.cph2(5-6); Keine eindeutig identifizierbaren Hormogonien waren in

N. p.cph2(5-6) sichtbar. Stattdessen wurde eine grof3e Menge EPS gebildet.
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Die Kopplung lichtsensorischer Domanen an-di-GMP RegulatotDoméanen im cph2
Phytochrom ermdglicht SynechocystidPQC 6803 eine lichtabhéngige Regulation der PDE
oder DGC Aktivitat(Savakiset al., 2012). Eine solche blaulichhiabhéngige Regulation der
GGDEF Domane konnte auch inRhodobacter sphaeroidesgefunden werden
(Tarutina et al, 2006). In Synechococcus elongatusnd Klebsiella pneumoniaewird
dagegen die PDHAktivitdt durch blaues Licht reguliert (Barends et al, 2009,
Caoet al, 2010). Die Verbindung des Blaulichtsensors mit der GGDEFmMane im cph2
Phytochrom (Doméanen 56) fuhrt dazu, dass derSynechocysti®CC 6803 Wildtyp keine
blaulicht-abhéangige Phototaxis zeigt, da unter diesen Bedingungen mehrdcGMP
gebildet wird. Dieses wiederum fordert einen sessilen Lebensst{lAgostoniet al, 2013
Wilde et al, 20028 % EphAMutante zeigte unter blauem Licht Phototaxis, eine mit
dem cOAOI ET AT AT 4AET AAO O0EUOI AE ©ph2/eph2(&6) i D1 Al £
zeigte dagegen lediglich unter nichinduzierten Bedingungen phototaktische Bewegung.
Unter induzierten Bedingungen bewegte sich diese Mutante nicliSavakiset al,, 2012).
Bezogen auf den in dieser Arbeit untersuchtem. p.cph2(5-6)-Stamm bedeutet
dies, dass im Falle einer Regulierbarkeit des Promotorsynter nicht-induzierten
Bedingungen bei allen Lichtqualititen Bewegung hatte stattfinden missen. Das
Bewegungsbild hatte in diesem Falle dem des Wildtyps entsprechen muissen, da die
c-di-GMRProduktion nicht erhéht worden wére. Weil aber dieProduktion von c-di-GMP
aufgrund eines nichtinduzierbaren Promotors mit und ohne Kupfer etwa gleich hoch war
(Abb. 4.4), war kein Unterschied bei der Phototaxis festzustellen. Nach der Induktion von
Hormogonien (Abb. 4.8) waren diese im Wildtyp, nicht alrein der Mutante, eindeutig
identifizierbar. Risser et al. (2014) konnten das hmp GenCluster als ein Element
identifizieren, welches die HormogonienBildung maR3geblich beeinflusst. Aber auch die
Ausbildung einer intakten PolysaccharidSchicht, gesteuert durch die hps Gene
(Risser und Meeks, 2018 sowie die Expression Phototaxisbezogener Gene
(ptx)(Campbell et al, 2015), ist essentiell fir die Beweglichkeit und Phototaxis in
N. punctiforme Eine Deletion von Teilen deshmp Clusters resultierte in fehlender
Differenzierung zu Hormogonien unter Standardbedingungen. Wurde die Diffenzierung
aber aktiv induziert, konnten die Mutanten trotzdem Hormogonien ausbilden, die jedoch
unbeweglich waren (Risseret al, 2014). Um festzustellen, ob schon die Differenzierung
von Hormogonien, oder aber lediglich deren Beweglichkeit inN. p. cph2(5-6)

eingeschrankt war, sollten daher weitere mikroskopische Analysen durchgeftihrt werden.
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4.1.2.2Differenzierung von Hormogonien und Heterozysten

Wird N. punctiformedie Stickstoffquelle entzogen, fihrt dies dazu, dass nach etwa zwolf
Stunden cal0% der Filamente zu beweglichen Hormogonien differenziert werden. Nach
ca. 48 Stunden werden die endstandigen Zellen wiederum zu Heterozysten umgewandelt
und die Filamente beginnen sich auszubilden und zu verlange(Risseret al, 2014). Um
die Zelldifferenzierung imN. purctiforme Wildtyp und im cph2(5-6)-Stammvergleichend
zu verfolgen, wurde den Stammen nach sieben Tagen Inkubation unter
Standardbedingungen die Stickstoffquelle entzogen und der Differenzierungsprozess 24
bis 96 Stunden nach dem Stickstoffentzug mikroskogch dokumentiert.

Wie erwartet, konnten im Wildtyp nach 24 Stunden Hormogonien beobachtet
werden (Abb. 4.9A). Im Vergleich zur Intensitat der Fluoreszenz der Filamente zu den
spateren Zeitpunkten fiel auf, dass die Filamente nach 24 Stunden eine geringere
Fluoreszenz aufwiesen. Nicht alle Filamente zeigten die fir Hormogonien typischen
zugespitzten Zellen an den Enden, jedoch waren die Zellen im Vergleich zu denen der
spateren Zeitpunkte im gesamten Filamentkleiner. Wahrend der Differenzierung zu
Hormogonien wird die Produktion des Phycobilins Phycoerythrin eingestellt, sodass eine
OAOI ET AAOOA OT A 1 AT AEIT Al nZE AAREECAO &l O1 OA
(Wolf und SchaBler, 2003. Demnah kann es sich bei nahezu allen Filamenten in
Abbildung 4.9A um potentielle Hormogonien handeln. Nach 48 Stunden wurden diese
zuruickgebildet und waren auch nach 72 Stunden nicht sichtbar (Abb. 4.9B). Nach
96 Stunden wurden dann erneut Hormgonien differenziert, die am Rande der Filament
Anhéaufungen sichtbar waren (Abb. 4.9D). Ebenso, wie nach der gezielten Induktion von
Hormogonien durch Rotlicht, waren in N. p.cph2(5-6) zu keinem Zeitpunkt nach
Entfernen der Sticksbffquelle eindeutig Hormogonien mit kleineren und endstéandig
zugespitzten Zellen identifizierbar. Stattdessen variierten die Zellen sehr stark in ihrer
GrolRe (Abb. 4.9E). Eine solche Variation lasst keine eindeutige Abgrenzung von
vegetativen Zellen, Hormogonien und Heterozysten aufgrwh visueller Merkmale zu.
Zwar wurden Filamente mit kleinen Zellen gebildet, wie es auch fir Hormogonien typisch
ist, aber diese konnten dennoch nicht eindeutig als solche identifiziert werden, da sie sehr
lang waren und nicht die typischen triangularen Zéén an den Enden aufwiesen. Eine
ungleichmafige und teils schwachere Fluoreszenz, welche fir Hormogonien spricht, trat
aber dennoch auf, und wurde mit zunehmender Kulturzeit deutlicher ausgepragt
(Abb. 4.9EH).
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Im Gegensatz zu Hormogonien zelinen sich Heterozysten durch ein sauerstoffarmes
Zellinneres aus, das durch die Inaktivierung aller Ritosyntheserelevanter Pigmente
sowie eine zusatzlich verdickte Zellhille in Kombination mit einer besonderen
PolysaccharidSchicht aufrechterhalten wird (Xu et al, 2008). In den vegetativen Zellen
des Wildtyps fiuihren die PhotosynthesePigmente zur Autofluoreszenz der Zellen.
Aufgrund deren Inaktivierung fluoreszieren die Heterozysten nichtund sind in der
Fluoreszenzmikroskopie zuverlassig identifizierbar. Nach 24 Stunden waren im Wildtyp
keine ausgereiften Heterozysten sichtbar (Abb. 4.9A)Erst nach 48 Stunden konnten
erstmals Heterozysten beobachtet werden (Abb. 4.9B). Nach 72 und 96 Stunden lagen
diese in einem festgelegten Intervall von ca. 15 vegetativen Zellen zwischen zwei
Heterozysten vor (Abb. 4.9C und D). Dies entspricht in etwaeth fir N. punctiforme
typischen Intervall (Meekset al, 2002). In N. p.cph2(5-6) liel3en sich dagegen visuell
keine Heterozysten identifizieren, jedoch wurden besondere Strukturen in der
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar. Nahezu alle Zellen wiesen bereits nach 24 Stunden
einen gefleckten Phanotyp auf, was auf die Inaktivierungon Phycobilinen deutet, wie es
fur Hormogonien typisch ist (Wolf und SchufZler, 208). Wie beim Wildtyp die
Heterozysten, blieb dieser Phanotyp bis 96 Stunden nach Stickstoffentzug bestehen
(Abb. 4.9FH). Lediglich Teile der Zellen fluoresziertenund einige Zellen erschienen
regelrecht geteilt. ObgleichN. p.cph2(5-6) offenbar keine reifen Heterozysten ausbilden
konnte, wies dieser Stamm eine hohere Wachstumsrate als der Wildtyp unter
diazotrophen Bedingungen auf (vgl. Abschnitt 4.1.1.2). Es muskesem Stamm also
maoglich gewesen sein, den fir das Wachstum benétigten Stickstoff zu erhalten. Demnach
stellte sich die Frage, ob der cph2@®)-Stamm eine Nitrogenase auch aul3erhalb
vollstdndig ausgebildeter Heterozysten herstellen kann.

Der Prozess der EZlldifferenzierung ist sehr gut in N. punctiforme untersucht
(Christmanet al, 2011, Xuet al, 2008). Eine Vielzahl verschiedener Gene sind an diesem
Prozess betdigt (Christmanet al, 2011). Erst wenn die Differenzierung der Heterozysten
abgeschlossen ist, werden die Nitrogenas&ene (if) exprimiert und infolge dessen
Stickstoff fixiert. In N. punctiformewird die Expression dernif-Gene 18 bis 24 Stunden
nachdem de Stickstofflimitierung eingeleitet wurde, gestartet(Christman et al, 2011).
Dementsprechend kann die Quantifizierung der Transkripte desifH-Gens innerhalb des
nifHDK-Operons, welches fur die strukturellen Proteine der Nitrogenase kodiert, genutzt

werden, umdie Abundanz des Enzyms zu messen.
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Abbildung 4.9. Licht - und Fluoreszenzmikroskopie in diazotrophem Medium.  N. punctiformeWildtyp
und cph2(5-6) Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden in BGbhiMedium mit CuSQ@
Uberfuhrt und Aufnahmen wurden 24h (Aund E), 48h (Bund F), 72h (Cund G) und 96 h (D und H) nach
Entfernen der Stickstoffquelle gemachtA-D Wildtyp, E-H cph2(5-6); Heterozysten sind durch Pfeile

markiert, H Hormogonien (Fortsetzung auf nachster Seite).

83



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.9. Fortsetzung
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Um die Menge demifH-Transkripte im Wildtyp und N. p.cph2(5-6) mittels RT-gPCR
bestimmen zu kénnen, wurde parallel zu den mikroskopischen Analysen 24 bis 96
Stunden nach der Stickstofflimitierung RNA extrahiertPinto et al. (2012) haben eine
Auswahl mdglicher Referenzgene fir die RGPCR in Cyanobakterien beziglich ihrer
Stabilitat unter verschiedenen Bedingungen getestet. Dabei zeigte sich, dass sich bei
dauerhafter Lichtgabe und diazotrophen Bedingungen das Gemrnl6S der 16S

rib osomalen RNAsowie die GenenpA und rnpB der Protein- bzw. RNAUnNtereinheit der
Ribonuklease P als Referenzgene fur die Quantifizierung eign@ninto et al, 2012). Um

die Bindung der Primer moglichst spezifisch zu gestalten, wurden alle Primer, aul3er fur
rrl6S, individuell mit Hilfe der Genomsequenz vonN. punctiforme ATCC 29133
(N. punctiforme PCC 73102; GCA_000020025.1; Cyanobase) vemtfen. Die drei
moglichen Referenzgene wurden dann hinsichtlich ihrer Stabilitdt zwischen den Proben
analysiert (Abb. 4.10). In der RIgPCR beschreibt der @Nert die Anzahl der Zyklen, die
bendtigt werden, um erstmals einen Anstieg der Fluoreszenzsignalé@ber einen
Schwellenwert zu erreichen. Je geringer der «@Vert ausféllt, desto hoher war die
Konzentration der Zielsequenz in der Probenlésung. Wie aus Abbildung 4.10 zu
entnehmen ist, war dasrrn16S Gen ein stark exprimiertes Gen mit einem©&NVert unter
funf. AuRBerdem schwankte die Expression des Gens zwischen den Proben erheblich. Das
rrl6S Gen wurde dementsprechend als Referenzgen ausgeschlossen. Eine deutlich
stabilere Expression wiesen dagegen die GemapA und rnpB auf. Diese wurden als
Referenzgene genutzt. Mit einem durchschnittlicheni@ert von 17, welcher den Werten
der zu untersuchenden Gene ahnlich war, wurde schliel3liampB fur die abschlielRende

Quantifizierung herangezogen.
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Abbildung 4.10. Stabilitdt moglicher Referenzgene f (r die RT-gPCR.Nach RNA Extraktion und cDNA
Synthese wurde die Expression der Germenl6S, rnpA und rmpB in allen Proben bestimmt. Die GenenpA
und rnpB zeigten nur geringe Schwankungenynl16Seignete sich aufgrund starker Schwankungen nicht als
Refererzgen, WTN. punctiformeWildtyp, MT: N. p.cph2(5-6).

In Abbildung 4.11 ist die Expression vonnifH in N. punctiforme Wildtyp und
N. p.cph2(5-6) dargestellt. Im Wildtyp war die Abundanz demifH-Transkripte nach 24
Stunden im Vergleich zu nichidiazotrophen Bedingungen zunéchst nicht erhdht. Danach
stieg die Transkript-Menge zeitabhangig bis auf eine ca. vierfache Menge 96 Stunden nach
Stickstoffentzug an (4.11A)Christmanet al. (2011) zeigten dagegerfur diesen Wildtyp-
Stamm einen Anstieg demifH-Expression bereits nach 24 Stunden und nur noch eine
geringfugige Erhoéhung im folgenden Zeitverlauf. Die Reaktion des in dieser Arbeit
verwendeten Wildtyp-Stammes auf den Sticksffentzug ist im Vergleich zumdurch
Christman et al.(2011) untersuchten Stammlangsamer.

Ein zeitabhangiger Anstieg der TranskriptMenge von 24 bis 96 Stunden fand in
N. p.cph2(5-6) nicht statt, jedoch zeigen die Ergebnisse der RJPCR, dass die Menge der
nifH-Transkripte in der Mutante, im Vergleich zum Wildtyp, zu jedem Zeitpunkt deutlich
hoher war (Abb. 4.11B), obgleich die Schwankungen zwischen den wiederholten
Messungen in der Mutante vergleichsweise hoch ausfielen. So war die Transkridenge

verglichen mit dem Wildtyp durchsdnittlich 30 -fach hoher.
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Abbildung 4.11. Expression des Nitrogenase -GensnifH. AN. punctiformeWildtyp und B N. p.cph2(5-6)
wurden in BG1Dhb mit CuSQ und zur Kontrolle in BG11 (+N) mit CuS©kultiviert. RNA wurde aus den
Kulturen mit N und 24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Stickstofflimitierung extrahiert und zu cDNA transkribiert
Die G-Werte von nifH und rnpB wurden bestimmt und die Expression vomifH wurde auf die Expression
von rnpB normalisiert. Die dargestellten Werte nach Stickstoffentzug wurden auf den Expressionswer
unter +N Bedingungen bezogen. Die Boxen stehen fir-Z5% der Werte, horizontale Linien reprasentieren

den Median. Whisker stehen fiir Werte zwischen 10% und 90%, n=3.

Vegetative Zellen durchlaufen bei der Differenzierung zu Heterozysten komplexe
Veranderungen, wobei eine Vielzahl verschiedener Gene an diesem Prozess beteiligt sind
(Kumar et al, 2010, Meeks et al, 2002). Wird eine Mutation ausgel6st, bilden sich,
abhangig davon ob diese Mutation in einem friihen oder spaten Gen in dentwicklung
besteht, keine oder lediglich unreife Heterozysten augviuro-Pastor und Hess, 201p Ein
frher SchlissetRegulator in der Heterozysenentwicklung ist HetR. Bei einer Mutation
von hetR werden auch unter stickstofflimitierten Bedingungen keine Heterozysten
gebildet (Buikema und Haselkorn, 199). Eine Mutdion von spéater in der Kaskade
geschalteten Genen kann dagegen zu unvollstandig ausgebildeten, unreifen Heterozysten
fuhren (Kumar et al,, 2010).

Nachdem festgestellt werden konnte, dass dieifH-Expression inN. p.cph2(5-6)
deutlich erhéht war, aber keine Heterozysten sichtbar waren, sollte mit einer weiteren
RT-gPCR uberpruft werden, ob die Differenzierung bereits begonnen hatte und
unterbrochen wurde, oder ob sie unmittelbar unterbunden worden ist. Dazu wurde
zusitzlich die Expression deshetR Gens24 und 48 Stunden nach Stickstofflimitierung
quantifiziert. Die Ergebnisse der RIgPCR zeigen, dass die Expression vergleichbar mit
der des Wildtyps war (Abb. 4.12). Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die
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Differenzierung der Heterozysten induziert worden ist, ddnhetRin N. p.cph2(5-6) ebenso
wie im Wildtyp nach Stickstofflimitierung exprimiert wurde. Die Ausbildung wurde
maoglicherweise in einem spateren Schritt der GeKaskade unterbrochen, sodass unreife

Heterozysten entstanden sind.

Abbildung 4.12. Expression des Heterozysten -Gens

BWT24h M cph2(5-6) 24 h hetR. N. punctiformeWildtyp (WT) und N. p.cph2(5-6)
COWT 48 h O cph2(5-6) 48 h wurden in BG11k mit CuSQ kultiviert (Kontrolle mit N).
8 RNA wurde aus der Kultur mit N bzw. 24 h und 48 h
] nachdem die Stickstoffquelle entfernt worden ist,
E ; - . extrahiert und zu cDNA transkribiert. Die GWerte von
< hetRund rnpB wurden mit RT-gPCR bestimmt und die
a 5 X Expression von hetR auf die Expression vonrnpB
GZ.J_ 4 - — X normalisiert. Die Expressionswerte wurden dann auf
"; 31 e L die Werte unter +N Bedingungenbezogen. Boxen stehen
E 2 T fur 25-75% der Werte, horizontale Linien
£ reprasentieren den Median. Whisker stehen fur Werte
0 ] zwischen 10% und 90% und Werte afRerhalb dieses

Bereichs sind als Punkte markiert, n=3.

Eine Erh6hung dernifH-Expression bei zum Wildtyp vergleichbarerhetR-Expression in
maoglicherweise unreifen Heterozysten ist ungewdhnlich, da die Nitrogenase
normalerweise nur in vollstandig ausgebitieten Heterozysten Stickstoff fixiert
(Ernst et al, 1992). Wie Christman et al. (2011) aber zeigen konnten, werden die
NitrogenaseGene in N. punctiforme nicht nur in Heterozysten, sondern auch in
(ToiT¢ciTEAT AgOPOEIi EAOO8 $EA OAOOET CAOOA Of ¢/
Zeitpunkten in N. p.cph2(5-6) verbunden mit der erhéhten Abundanz von nifH-
Transkripten, aber dem Fehlen von vollstandig ausgelgieten Heterozysten, lasst den
Schluss zu, dass die Mutante zwar Hormogonien differenzieren kann, diese jedoch
maoglicherweise unvollstdndig ausgebildet sind. Die erhohte Abundanz vomifH-
Transkripten konnte so auf die Hormogonien und nicht auf Heterozysterurtickzufihren
sein. Jedoch fanden sich nach Hormogonignduktion durch Stickstoffentzug und
Rotlicht keine eindeutig identifizierbaren Hormogonien und auch wahrend der
Phototaxis-Experimente war keine Bewegung inN. p.cph2(5-6) zu erkennen. Das
Unvermoégen bewegliche Hormogonien auszubildenfiihrte in der Mutante letztendlich

dazu, dass sie sich nicht zur Lichtquelle bewegen konnte, unabh&ngig von der
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Lichtqualitat. Die Differenzierung beider Zelltypen istim Lebenszyklus voN. punctiforme
eng miteinander verbunden. Aus den endstandigen Zellen der Hormogonienenden die
Heterozysten gebildet (Christman et al, 2011). Da aber inN. p.cph2(5-6) keine
vollstandig ausgebildeten Hormogonien mit diesen typischen Zellen ausgebildet wurden,
kann vermutlich auch die Dfferenzierung von Heterozysten nicht vollstandig stattfinden.
So kann davon ausgegangen werden, dass unter dem Risfl des edi-GMP in der Mutante
nicht nur die Differenzierung eines Zelltyps, sondern die Zelldifferenzierung insgesamt

durch den sekundaren Botenstoff beeinflusst wurde.

4.1.3 EPS Zusammensetzung und Biofilmbildung

In vielen Bakterien konnte gezeigt werden, dass-di-GMP die Synthese extrazellularer
Substanzen beeinflusst und die PolysaccharBroduktion reguliert (PerezMendoza und
Sanjuan, 201¢. Das Bakterium Sinorhizobium meliloti 8530 produziert bei einer
kunstlichen Erhdhung des intrazellularen edi-GMP Levels zudem ein Exopolysaccharid,
welches sich strukturell von dem des Wildtyps unterscheidet
(PerezMendozaet al, 2015). Dies zeigt, dass das Signalnedlll c-di-GMP nicht nur die
Biofiimbildung verbunden mit der EPSProduktionsrate, sondern auch die
Zusammensetzung der Exopolysaccharide beeinflussen kann.

In dieser Arbeit sollte zunachst untersucht werden, ob die Uberproduktion von
c-di-GMP awh in N. punctiforme eine erhéhte EPSSynthese bewirkt. Daflr wurden
einwdchige Suspensionskulturen homogenisiert, in BGdIMedium -CuSQ@ gewaschen
und stark konzentriert. Einige Tropfen dieser Konzentrate wurden auf BGbiAgarplatten
+CuSQ@ platziert und eine Woche inkubiert. Zusatzlich wurden Biofilme auf Cellulose
AcetatFiltern angeimpft, finf Wochen inkubiert und mit KryoREM analysiert. Dabei
konnte festgestellt werden, dass neben der Zelldifferenzierung auch die Biofilmbildung
und die Morphologie des Biofilms durch edi-GMP beeinflusst wird. Wie Abbildung 4.13A
zeigt, bildete der Wildtyp einen homogenen, hellgriinen Biofilm. Der Biofilm hatte zudem
ein vorwiegend trockenes Aussehen. An den Randern war in geringem Mal3e eine
Bewegung der Hamente nach auf3en zu beobachten. Die Morphologie des Biofilms von
N. p.cph2(5-6) unterschied sich von der des Wildtyps (Abb. 4.13B). Dieser erschien
dunkelgrin, war deutlich zusammengezogen und inhomogen. Es haben sich Zellpakete
gebildet, welche von @er grolReren, glanzend erscheinenden Menge EPS umgeben
waren. Dies deutet, wie auch die Beobachtung einer groReren ERfenge in den

mikroskopisch analysierten Kulturen nach Induktion der Hormogonien (Abb. 4.8), darauf
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hin, dass vonN. p.cph2(5-6) mehr EFS in den extrazellularen Raum abgegeben wird, als
vom Wildtyp. Eine Bewegung der Filamente nach auf3en war nicht zu beobachten, was
durch die Beeinflussung der HormogonierDifferenzierung erklart werden kann
(Abschnitt 4.1.2.2). Vielmehr zogen sich die Zelh des ausplattierten Biofilms im Laufe
der Inkubationszeit zusammen.

Nahaufnahmen der Biofilmstruktur mittels Kryo-REM bestétigten dieses Bild. Der
Wildtyp -Biofilm war tUber den gesamten Filter ausgebreitet. Dennoch waren auch hier
kleinere Zellpakete inregelmalliger Verteilung sichtbar, welche Uber ERBaden und
einzelne Filamente miteinander verbunden waren (Abb. 4.13C und E). Insgesamt bildete
dieser Biofilm eine homogene Struktur aus. Im Gegensatz dazu waren die Zellpakete in
N. p.cph2(5-6) sehr deutlich ausgebildet (Abb. 4.13D). Sie bildeten scheinbar in sich
CAOAEI 1 OOAT A n(iCAi O ABOR TETA O OAOAET AT A
Wahrend an der obersten Schicht dieser Anhéaufungen die Filamente deutlich und
geordnet zu erkennen waren (Abb. 4.3F), waren die unteren Schichten von EPS bedeckt.
I OhAOAAI AEI AAROA OEAE AET n7A11 0 O AEA Al
Filteroberflache verteilt. Sind Nahrstoffe oder Platzangebot an der Position der ersten
Besiedlung, also dem Ort des Bmipfens, aufgebraucht, ermdglicht die Differenzierung
von beweglichen HormogonienN. punctiformedie Besiedlung neuer Orte. Eine solche
Differenzierung findet jedoch in der edi-GMRuberproduzierenden Mutante nicht statt
(siehe Abschnitt 4.1.2.2), sodass diFilamente vermutlich an dem Ort verweilen, wo sie
angeimpft wurden. Dort kénnen sie sich nicht Gber den Filter verteilen, sondern wachsen

stattdessen in die Hohe und bilden Kuppeln, wie in Abb. 4.13D zu sehen.
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Abbildung 4.13. Morphologie der Biofilme von N. punctiforme Wildtyp und N. p.cph2(5-6). Einige
Tropfen einer Suspension aus zerkleinerten Filamenterinwdchiger Kulturen [A Wildtyp; B cph2(5-6)]
wurden auf BGlbh-Agarplatten +CuS®@ gegeben, das Medium vollstandig entfernt und sieben Tage
inkubiert. Biofilme auf Filtern [C und E Wildtyp; D und F cph2(5-6)] wurden nach finf Wochen Inkubation
mit Kryo-REM analysiert.
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Im weiteren Verlauf sllten die extrazellularen Substanzen extrahiert und quantifiziert
werden, um zu Uberprifen, ob die Menge der EPShh p.cph2(5-6), wie bereits durch die
mikroskopischen Analysen vermutet, héher ist. Dazu wurden beide Stamme zwei Wochen
in BG1h-Medium +CuSQ@ (100 ml) kultiviert, dann wurden die freien Exopolysaccharide
(RPS,released polysaccharidg@sextrahiert und deren Trockengewicht in Bezug zum
Trockengewicht der Zellen bestimmt. Die Quantifizierung der RPS bestatigte, was bereits
aus Abbildung 4.13sichtbar wurde. Die van N. p.cph2(5-6) gebildete RPSVienge
(2,34 mg/g) war 1,5 mal hoher im Vergleich zum Wildtyp (1,64 mg/g) (p<0,01)
(Abb. 4.14). Die 1,5ache Menge RPS erscheint gering in Anbetracht der vergleichsweise
groRen EPSMengen, welche in den vorhergehenden mikroskopischen Analysen sichtbar
wurden (Abb. 4.13). Jedoch muss hier die unterschiedliche Art und Dauer der
Kultivierung einbezogen werden. Fir die KryeREM wurden die Kulturen als Biofilme fur
die Dauer von tinf Wochen angezogen, fir die EPBSxtraktion wurden jedoch
zweiwochige Suspensionskulturen genutzt. Aufl3erdem wurden nur RPS in den
Kulturiberstédnden quantifiziert. Die Ablésung kapsularer Polysaccharide sowohl in
Suspensionskultur, als auch in Biofiimenbendtigt héaufig eine physikalische oder
chemische Behandlung der Zellen(Liu und Fang, 2002. Sobald diese Methoden

*%

eingesetzt werden, besteht jedoch die Gefahr

dass bei der Extraktion Zellen zerstért und ]

die Extrakte mit intrazellularem Material 2

verunreinigt werden (siehe Abschnitt 4.2.1). ]

Besonders bei Bakterien und E Lo

Cyanobakterien, denen die waséatzliche (g’_) 1 ]

Stabilitat einer Zellwand fehlt, ist die Gefahr *

der  Zellyse erhoht.  Trotz  der 0,5 -

ausschlief3lichen Analyse der RPS konnte eil 0

signifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen N. punctiformeN. punctiforme
dem Wildtyp und dem cph2(56)-Stamm WT cph2(5-6)

Abbildung 4.1 4. RPSMenge produziert von
N. punctiforme Wildtyp und N. p.cph2(5-6).

gezeigt werden (Abb. 4.14). Dies bestéatigt

dass die Uberexpression der DGC und ei
RPS wurden aus Kulturiiberstand gewonnen,

damit verbundenes hoheres ai-GMRLevel dialysiert, getrocknet und gewogen. Das

in N. punctiforme zu einer erhdhten EPS Trockengewicht der EPS wurde auf
Produktionsrate fuhrt. Ahnliche  Trockengewicht der Zellepellets bezogenn=3,
Beobachtungen konnten bereits in einer *p<0,0L.
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Vielzahl anderer Bakterien gemacht werden (Nakhamchik et al, 2008,
PerezMendozaet al, 2014, Schaeperet al, 2016, Wu et al, 2015). Neben S. meliloti
(PerezMendozaet al, 2015 konnte auch inVibrio vulnificusgezeigt werden, dass -tli-
GMP eine Anderung in der Zusammensetzung der Exopolysaccharide hervorruft
(Nakhamchiket al., 2008). Um eine mdgliche Modulation der ERusammensetzung des
transgenen Stammes im Vergleich zum Wildtyp feststellen zu kénnen, wurden die

Exopolysaccharide in ihre Monosaccharide aufgespalten und analysiert (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15. Ausschnitt eines, zur strukturellen Charakterisierung der N. punctiforme
Exopolysaccharide herangezogenen GC-MS Chromatogramms. Aufgetrennt wurden die durch
Derivatisierung erhaltenen Alditolacetate. TIC (Massenbereichm/z 40-500); Ino = interner Standard mye
Inositol, Rha= Rhamnose, Fuc = Fucose, Rib = Ribose, Ara = Arabinose, Xyl = Xylose, Man = Mannose,

Glc = Glucose, Gal = Galaktose.

Die Exopolysaccharide, welche fiir die Quantifizierung deRPS extrahiert worden sind,
wurden hydrolysiert, um die Monosaccharide freizusetzen. Dann wurden diese
derivatisiert und mittels GGMS identifiziert und quantifiziert. Ein beispielhaftes
Chromatogramm einer analysierten Probe ist in Abbildung 4.15 dargestellt. Die
Massenspektren der Monosaccharide sind Anhang fii entnehmen. Es konnten acht
neutrale Monosaccharide im Exopolysaccharid beider Stamme identifiziert werden
(Abb. 4.16). Eine Besonderheit cyanobakterieller Exopolysaccharide ist, dass sie in den
meisten Féllen sechs und mehr unterschiedliche Monoseltaride enthalten. Bakterien
anderer Gruppen produzieren in der Regel weniger als vier verschiedene Einheiten
(Rossi und De Philippis, 201h Eine Identifizierung der in denN. punctiformeATCC 29133
Exopolysacchariden enthaltenen Monosaccharide wurde bisher nicht beschrieben, jedoch
gibt es zahlrache Informationen Uber weitere Nostoc Stamme, darunterN. commune
N. insulareund N. flagelliforme In den untersuchten Stammen wurden durchschnittlich
sechs bis acht verschiedene Monoselearid-Einheiten identifiziert [ ausfuhrlichesreview

in Pereira et al. (2009)]. Eine weitere Besonderheit ist, dass sich in cyanobakteriellen
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Exopolysacchariden nebemexosen sehr haufig auch Pentosen und Deoxyhexosen finden
lassen (Rossi und De Philippis, 201k Dies trifft auch auf jene ausN. punctiformezu
(Abb. 4.16). Den gro3ten Anteil aller MonosacchariEinheiten am Exopolysaccharid
bildete Glucose (43,77%), gefolgt von Mannose (16,87%) urigalaktose (13,11%). Neben
diesen Hexosen konnten auf3erdem die drei Pentosen Xylose (8,15%), Aratse (3,35%)
und Ribose (3,23%)sowie die Deoxyhexosen Fucose (7,45%) und Rhamnose (5,07%)
identifiziert werden. Die MonosaccharidZusammensetzung von N. p. cph2(5-6)
unterschied sich nicht von der des Wildtyps. Auch hier wurde als haufigstes
Monosaccharid Glucose (45,36%), gefolgt von Mannose (19,22%), Galaktose (13,45%),
Xylose (9,64%), Fucose (5,19%), Arabinose (2,46%), Rhamnose (2,44%) und Ribose
(2,25%) gefunden.
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Abbildung 4.16. Zusammensetzung der Exopolysaccharide produziert von  N. punctiforme Wildtyp

Monosaccharide [%0]

und N. p.cph2(5-6). Analysiert wurden RPS beider Stdmme mit GRIS und myalnositol als internem
Standard.Rha, Rhamnose; Fuc, Fucose; Rib, Ribose; Arabinose; Xyl, Xylose; Man, Mannose; Glc, Glucose;

Gal, Galaktose; n=3.

Uber die genaue Struktur cyanobakterieller Exopolysaccharide ist, aufgrund ihrer
Komplexitat und der damit verbundenen Schwierigkeiten bei der Strukturanalyse, bisher
nur wenig bekannt (Pereira et al, 2009). Die Charakterisierung der Bindungstypen des
N. punctiforme Wildtyps und des cph2(56)-Stammes wurde mit Hilfe der
Methylierungsanalyse durchgefuihrt. Wie beeits von den Ergebnissen der
MonosaccharidAnalysen vermutet, wiesen die Exopolysaccharide beider Stamme

dieselben Bindungstypen in vergleichbarer Menge auf (Tab. 4.2). Es wurden funf
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endstandige Einheiten gefunden, die durch die Deriva®3,4,6Mes-Glp (T-Glp), 2,3,4,6
Mes-Gap (T-Gab), 2,3,4,6Mes-Manp (T-Manp), 2,3,5Mes-Perf (T-Perf, kann Xyf, Rikf
oder Araf sein) und 2,3,4Mes6-Deoxy-Hexp (T-Hexp, kann Fup oder Rhag sein)
reprasentiert werden. Die Derivate 2,3-Mex-Glp ¥ j p © -Glpjp Ghd 2,6-Mex-Gap
fj pO-@hapl dassen auf ein verzweigtes Heteropolysaccharid schlieRen. Die
Bindungstypen in beiden Stammen mit dem grof3ten Anteil am Exopolysaccharid waren

j po-Glgph | pDeaxEHexp OT A | -PePpr @prasentiert durch die Derivate
2,3,6Mes-Glm, 3,4-Me26-Deoxy-Hexp und 2,3-Mez2-Pemp. Weterhin wurde eine geringe
Menge2,3,4Mes-Gapb AAOAEOQOEAOONK x AGap ¥eloiddudy Bhzdigt.Gs gaft ¢ q
jedoch auf, dass drei verschiedene Pentosen bei der Analyse der Monosaccharide
gefunden wurden (Abb. 4.16), jedoch lediglich zwei Pentosmugehdrige Bindungstypen

in der Methylierungsanalyse nachgewiesen werden konnten (Tab. 4.2). Im
Exopolysacchaid von N. punctiformebilden die Pentosen nur einen geringen Anteil im
Vergleich zu den Hexosen und Deoxyhexosen (Abb. 4.16). So ist es wahrscheinlich, dass
eine der Pentosen in zu geringer Menge vorkommt, um deren Bindungstypen wahrend
der Methylierungsanalyse detektieren zu kénnen. Da PMAA Standards in dieser Arbeit
nur fur die drei Hexosen Glucose, Galaktose und Mannose hergestellt werden konnten,
kénnen auch nur deren Bindungstypen sicher zugeordnet werden. Ausgehend von den
Anteilen der Monosaccharideam Exopolysaccharid, handelt es sich jedoch bei dem
Derivat 3,4-Me26-Deoxy-Hexp OA O O O1 E A E-Fu@,i bei 2,4Mes6Deoxy-Hexp

um T-Rhap und bei 2,3-Mex-Perp O | i pXYlp. @bwohl die Charakterisierung der
Bindungstypen wahrscheinlich nicht vollstandg ist, ergibt sich daraus ein Eindruck tber

die Struktur des Exopolysaccharids vomN. punctiforme
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Tabelle 4.2. Anteil glykosidischer Bindungen an Exopolysacchariden von
N. punctiforme Wildtyp und N. p.cph2(5-6). Pen, Pentose; Hex, Hexose; Gl

GlucoseGal,Galaktose; ManMannose;p, Pyranosdorm; f, Furanoseform; SpSpuren

Perme erte P orme 01% glykosia e

Alditolaceta D 0 Bindung

2,3,5-Mes-Penf Sp Sp Perfj p ¢
2,3,4-Mes6-Deoxy-Hexp 3,2 2,0 Deoxy-Hexp- p ¢
2,3,4,6-Mes-Glcp 7,8 6,4 Glgi p ¢
2,3,4,6-Mes-Manp 1,9 3,1 Manp- p ¢
2,3,4,6-Mes-Galp 6,5 4.7 Gab-i p ¢
3,4-Mez6-Deoxy-Hexp 15,0 16,7 ¢ © -QeoxyHexpi p ¢
2,3-Mez-Penp 114 115 T 9Bem- p ¢
2,3,6-Mes-Glcp 45,4 46,3 T 9-Glp4 p ¢
2,3,4-Mes-Galp 2,3 2,1 @ % -Gap-i p ¢
2,6-Me2-Galp 5,3 6,4 oh t-Gaf§ p ¢
2,3-Mez-Glcp 1,2 0,8 T h ¢Clg p ¢

Diese vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass M punctiformekeine Beeinflussung der
Zusammensetzung der Exopolysaccharide durchdi-GMP stattfindet, jedoch flihrte ein
hoheres cdi-GMRLevel in den Zellen zu einer hoheren Menge produzierter EPS.
Gdi-GMP stimuliert in vielen Bakterien die Synthse extrazellularer Substanzen oder
deren Abgabe in die EZMPerezMendoza undSanjuan, 2016. Ublicherweise sind die
gegen Sauerstoff empfindlichen Heterozysten durch eine verdickte Zellmembran und eine
spezielle EPSSchicht vor dem Eindringen von Sauersff geschitzt(Kumar et al,, 2010).
Fur das ebenfalls Heterozystesdifferenzierende Cyanobakteium Anabaena cylindrica
konnte die Zusammensetzung der Heterozystespezifischen PolysaccharieSchicht
(HEP-Schicht) ermittelt werden (Nicolalsen et al, 2009). Die aus Mannose, Glucose,
Galaktose und Xylose bestehende Polysaccharide bilden eine mechanische
Schutzschicht und eine Diffusionsbarriere gegen Sauerstdf€ardemil und Wolk, 1979
Nicolalsenet al, 2009). Diese MonosacchariEinheiten wurden ebenfalls in dieser Arbdi

in den RPS vomN. punctiformeund dem cph2(56)-Stamm gefunden. Die Bindungstypen
der HERSchicht vonA. cylindricaunterscheiden sich jedoch von den iN. punctiforme
gefundenen BindungstypenCardemil und Wolk (L979) beschreiben ein Polymer, dass
EAOPOORAEI E-AEOADOA | eVadnGse aufyebdlt ist. Dieses Polymer ist
aulRerdem deutlich starker verzweigt, als das in dieser Arbeit analysierte Polymdbunn
und Wolk (1970) stellten zudem fest, dass die EPSille der vegetativen Zellen eine
groRere Menge Xylose aber eine geringere Menge Glucose enthalt, verglichen mit der
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Heterozystenspezifischen EPSHille. Neben A. cylindrica wurden auch die
Exopolysaccharide einer Reihe anderer Heterozystebildender Cyanobakterien
analysiert, wobei deutlich wird, dass die Struktur der EPS sehr divers ist. Teilweise
wurden auch die selb@ Bindungstypen wie in dieser Arbeit beschrieben
(Garozzoet al, 1998 Helm et al, 2000, Volk et al,, 2007). Ebenso konnten Hinweise auf
unterschiedliche EPS&Zusammensetzung verschiedenerN. punctiforme Zell- bzw.
Filamenttypen durch Schufler et al. (1997) gefunden werden. Mittels Lektin-
Bindungsanalyse konnte eine Hormogonieispezifische EPSchicht visualisiert werden,
welche im Besonderen Galaktosaund FucoseEinheiten enthielt (SchuR3leret al, 1997).
In dieser Arbeit wurde bei der Extraktion und Analyse der RPS vaN. punctiformenicht
zwischen der Hiulle vegetativer Zellen, Heterozysten oder Hormogonien unterschieden,
sodass die Ergebnisse einen Mix aller Varianten darstellen kdnnen. Eine direkte
Verbindung zwischen der Struktur der Exopolysaccharide von Heterozysten und der
Sauerstoffdurchlassigkeit wurde bisher nicht beschrieben. Jedoch werden einige
Exopolysaccharide, vornehmlich von Pilzen (Pullulan und Chitosan), in der Mediziand
Lebensmittelindustrie als essbare Umhillungen von Kapseln verwendet, um den Inhalt
vor Sauerstoff und damit verbundener Oxidation zu schitze(erreira et al,, 2016).
Obwohl keine eindeutige Verbindung zur Sauerstoffpermeabilitdt gmgenwerden
kann, wurde gezeigt, dasi. p.cph2(5-6) eine grol3ere Menge dieser Exopolysaccharide
produziert und trotz der gestorten Differenzierung von stickstofffixierenden
Heterozysten unter diazotrophen Bedingungen ein zum Wildtyp vergleichbares
Wachstum zeigt. Die hohere Menge sekretierter EPS W p.cph2(5-6) verringert dabei
moglicherweise den Sauerstoffdrek, welcher von auf3en auf die Zellen wirkt. Gleichzeitig
wird eine Fixierung von Stickstoff aber nicht verhindert. Eine Mdglichkeit ist demnach,
dass die Zellen trotz unvollstandiger Differenzierung von Heterozysten durch die
c-di-GMP induzierte EPSSynthese einem geringereidauerstoffdruck ausgesetzt sindind

so dennoch vermehrt Nitrogenase produzieren konnen.

4.1.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Uberproduktion von ¢di-GMP inN. punctiformehat einen grundlegenden Einfluss auf
die Reaktion gegeniuber externen Signalen und die damit verbundene Zelldifferenzierung.
In der in dieser Arbeit erstellten MutanteN. p.cph2(5-6) fihrte ein artifiziell erhdhtes
c-di-GMRLevel in den Zellen zurAusbildung eines sessilen Lebensstils durch Hemmung

der Differenzierung motiler Hormogonien und vermehrte Produktion von EPS. AulRerdem
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zeigte N. p.cph2(5-6) eine erhdhte Expression des Nitrogenas&ensnifH, obgleich die
Menge differenzierter Heterozysten gemessen anhand der Expression des Heterozysten
Gens hetR im Vergleich zum Wildtyp nicht erhdht war. Sichtbar waren weder
ausdifferenzierte Heterozysten noch Hormogonien.N. p. cph2(5-6) konnte keine
beweglichen Strukturen ausbilden, was in einer veranerten Biofilm-Morphologie
resultierte und die Phototaxis verhinderte. Die alleinige Quantifizierung vonnifH
ermdglicht jedoch kein abschlieRendes Urteil, ob der Nitrogenas€omplex vollstéandig
synthetisiert wurde, und ob die Nitrogenase in den Zellen aktiist. Dies kdnnte man
zukunftig Gber die Messung der Stickstofffixierung bestimmen. Ebenso kann aus der
alleinigen Quantifizierung des friihen HeterozysterGenshetR nicht sicher geschlossen
werden, dass es sich bei den Zellen der Mutante um unreife Heteysten handelt. Es
konnte sich genauso um Hormogonien oder eine Mischung beider Zelltypen handeln,
denn in beiden Zelltypen wird nifH exprimiert (Christman et al, 2011). Um einen
genaueren Einblick zu bekommen, musste die Expression einer Reihe weiterer, fur die
Differenzierung von Hormogonien und Heterozysten bedeutenderGene untersucht
werden. Eine Microarray-Analyse, wie sie vonChristman et al. (2011) durchgefihrt
wurde, wirde sich fur die gleichzéige Untersuchung vieler Gene eignenMit dieser
Analyse kdnnte man ebenfalls eine mogliche-di-GMRinduzierte Hochregulierung von
Genen untersuchen, die inN. punctiforme fir die EPSSynthese oder -Abgabe
verantwortlich sein konnten. Einen Hinweis auf die Beteiligung von -di-GMP im
Lebengyklus von N. punctiformelieferte zudem die Tatsache, dass auchdi-GMP im
Wildtyp gemessen werden konnte. Jedoch war dies nur in einer Probe und in sehr
geringer Konzentration moglich. Die naturlichen edi-GMRLevel schwanken im Laufe der
bakteriellen Wachstumsphasen (Spangler et al, 2010). Eine gezielte ai-GMR
Quantifizierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Lebenszyklus des Wildtyps kdnnte
moglicherweise einen Zeitpunkt liefern, zu dem der Botenstoff aterlassig detektierbar
wére. Auch die edi-GMRLevel unter dem Einfluss unterschiedlicher Lichtqualitaten
sollte in diese Untersuchungen einbezogen werden, denn schéwostoni et al. (2013)
konnten sowohl fir ein unizellulares, als auch fir ein filmentdses Cyanobakterium eine

von der Lichtqualitat abhéngige intrazellulare edi-GMRKonzentration nachweisen.
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4.2 Isolierung und Charakterisierung der Exopolysaccharide und

Exoproteine von Knufia petricola
Gesteinsbewachsende mikrokoloniale Pilze, zu denen aukhufia petricolazahlt, gehtren
zu den stresstolerantesten  Organismen der Erde (Gorbushina, 2003
Zakharova et al, 2013). In die Zellwand eingelagertes Melanin und die Produktion von
EPS sind Strategien, um auch extreme Umweltbedingungen tolerieren zu konn&mne
bereits durch Gorbushina et al. (2008) visualisierte, ausgepragte EPSSchicht von
K. petricolawurde bisher weder extahiert noch strukturell charakterisiert. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte eine Methode zur quantitativen Isolierung der EPS gefundemund
eine strukturelle Analyse der isolierten Exopolysaccharide durchgefuhrt werden. Da
sowohl Melanin und Carotinoiden als auch den EPS, im Besonderen den
Exopolysacchariden, eine bedeutende Rolle bei der Stresstoleranz zugesprochen wird
(Fernandez und Koide, 2013Gaoet al,, 2015, Tsenget al, 2011), wurde zudem analysiert,
ob sich die Menge der EPS oder die Art der Exopolysaccharide bei Verlust des Melanins
andern. Dazu wurden neben dem Wildtyp auch sechs bereits vorhandene
Pigmentmutanten in die EPS Analysen einbezogen. Neben der visuellen Darstellung der
gesamten EZM durch REM und deren Quantifizierung, wurden die Exopolysaccharide
einer  strukturellen  Analyse mittels GaschromatografieMassenspektrometrie
unterzogen. Im Rahmen der EREharakterisierungwurden zudem erste Untersuchungen
zu moglichen Extrakionsmethoden extrazellularer Proteine undderen Identifizierung

durchgefuhrt.

4.2.1 Visualisierung, Extraktion und Quantifizierung der EPS

Viele Studien beschreiben die Extraktion und Charakterisierung von Exopolysacchariden
aus unterschiedlichen Pilzen. Dabei steht jedoch oftmals die Optimierung von
Produktionsraten ausgehend von Suspensionskulturen im Vordergrun@Mahapatra und
Banerjee, 2013. Die Nutzung von Suspensionskulturen hat den Vorteil, dass die zu
untersuchenden Exopolysaccharide mit relativ geringem Aufwand in grof3en Mengen
produziert werden kénnen. Dies ist vorallem fur industrielle Anwendungen unabdingbar.
Bei K. petricola handelt es sich ¢doch um einen gesteinsbewachsenden Pilz, der, als
Gemeinschaft mit anderen Organismen, maligeblich an Verwitterung und
Biodeterioration unter Einsatz seiner EPS beteiligt istGorbushina und Broughton, 2009
NoackSchonmannet al, 2014b, Seiffert et al., 2016). Aufgrund der Bedeutsamkeit des
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Pilzes innerhalb von BiofilmGemeinschaften, und trotz des Nachteils einer deutlich
geringeren Ausbeute, sollten die EPS nicht aus Suspensionsko#n, sondern aus
Biofilmen extrahiert und analysiert werden. Wie aus Abbildung 4.17 ersichtlich wird,
erscheint die Oberflache de&. petricolaBiofilms eher trocken. Auch in Suspensionskultur

gibt der Pilz sichtbar kaum EPS in das Medium ab, es bleibt westgehend klar. Des
Weiteren war das Entfernen des Biofilms von dem Filter durch Abkratzen beim Wildtyp

und allen Melaninproduzierenden Stammen schwierig, da sie sehr stark am Untergrund

zu haften schienen und sehr trocken waren. Im Gegensatz dazu liel®oh die Biofilme
AAO - Al AT ElpisO0ApksB@dy A &x 8 BPdg@Butemlos entfernen. Dies
deutet darauf hin, dass die Melani® OT AOUEAOAT AAT sdB) @i Fahidkeiti ET E1 8
haben, in die Oberflache einzudringen, wéhrend die Melaninmutanten diese Eigenschatft
verloren zu haben scheinen. Es ist bekannt, dass Melanin die Fahigkeit zur Infektion und
Penetration der Wirtszelle in phytopathogenen schwarzen Pilzen ma&blich beeinflusst
(Butler et al, 2005). Mdglicherweise spielt es auch eine Rolle bei der Substratpenetration
gesteinsbewachsender Pilze. Auch die Morphologie der Melarproduzierenden
Biofilme auf den Cellulose AcetaFiltern unterschied sich von der der Melaninmutanten.

Die Biofilmstruktur war weniger flach, diese Stamme wuchsen schneller und starker in

die Hohe, wohingegen die Biofilme der Melaninmutanten sich lediglich an den Randern
xEl AOAT O1T A ET OCAOATI O AET A nAOAI Bdpiveéxher T OE OC
eine wasserldsliche braune MelaninVorstufe produziert, stellte dabei eine Zwischenstufe

dar. Dieser lie3 sich schwerer vom Filter entfernen als die Melaninmutanten, war aber
xAAAO OF 001 AEAT pigEAARZ EDAO D W dkel @dgunB A 3
Pi upsg.
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Abbildung 4.17. K. petricola Biofilme des
Wildtyps und der Pigmentmutanten. A Wildtyp B
Nahaufnahme des WildtypsC Carotinoidmutante
apdg, D Melaninm® O A 1 SGRE Melaninmutante
3pks, F Melanin- und Carotinoidmutante
3pkst pdg, G Melanin- und Carotinoidmutante
D w Pdy. Die Stamme wurden nacNereinzelung
sieben Tage auf einem Cellulose Acet&ilter auf
MEA kultiviert.
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Nahaufnahmen der Biofilme offenbarten jedoch trotz der eher trocken erscheinenden
Oberflache der MelaninStamme eine deutliche Menge extrazellularer Matrix in den
Biofilmen, welche in den MelaninMutanten noch starker ausgepragt war (Abb. 4.18).
Neben einem Einblick in die Struktur des Biofilms mittels RasteElektronenmikroskopie
(REM) sollten auch zwei unterschiedliche Probenvorbereitungen fur die REM, die
Kritisch-Punkt-Trocknung und Kryo-REM, verglichen werden Die bei der KryeREM im
Mikroskop vorherrschenden Temperatur und Druckverhéltnisse fuhren dazu, dass das
in den Proben entlaltene Wasser gasformig vorliegt. Starkes Abkihlen verlangsamt
zudem den Phasentibergang des Wassers. Das sofortige Schockfrosten der Proben sowie
die Weiterverarbeitung unter kalten Bedingungen verhindert, dass sich Eiskristalle
bilden und es im Verlauf de Analysen zur Verdnderung der Probe oder zu
Oberflachenverzerrungen kommen kann. Die Kry®EM erlaubt es daherwasserhaltige
und sensible Proben in ihrem naturlichen unveranderten Zustand zu betrachten. Auch die
Kritisch-Punkt-Trocknung stellt eine Methale zur schonenden Vorbereitung der Proben
fur REM dar. Um die Oberflachenspannung des Wassers zu vermeiden, welche die
Struktur der Probe schadigen wirde, wird das Wasser gegen eine Flussigkeit mit
geringerer Oberflachenspannung ausgetauscht (z.B. EthanoDpiese wird dann durch
flissiges CQersetzt (bereits flissig bei 55 bar und Raumtemperatur). Das G@®@iederum
xEOA AAOAOZEET EAT OAEOO OAET AO nEOEOEOAEAT o0
entsprechendem Druck von 73 bar getrocknetRomeis, 2015.

Bei allen Stammen, besonderaber bei Wildtyp (Abb. 4.18A" Qh pddMutarste
(Abb. 4.18G$ q OT A /JoksMutadte (Abb. 4.18KL) war ein deutlicher Unterschied
der beiden Methoden sichtbar. Nach der Durchfihrung der KritiseRPunkt-Trocknung der
Proben erschienen, besonders deutle OEAEOAAO AABdg MatanleOUD Ol
spinnwebartige Faden, die wie ein Netz Uber die Zellen gelegt schienen. Im Gegensatz
dazu war nach KryeREM eine deutliche, intakte ERSchicht zu erkennen. Zudem wurden
EPSStradnge zwischen den Zellen sichtbar, discheinbar die Zellen und den Biofilm
UOOAI I AT EEAT OAT 8 "AE AAO AOZEZ AAO 3Di ipdAil i OOA
war die EPS nach KritiscHPunkt-Trocknung nur noch in Spuren zu erkennen
(Abb. 4.18K). Mittels KryeREM war dagegereine sehr grol3e Menge extrazellularer
Substanzen erkennbar, die nur lose gebunden waren (Abb. 4.18L). Eine vergleichbare
-AT CA %03 xAO Epdg MutamteAsizhitiar. 16 1VArglegsh dazu war eine
COERAOA - AT CA %03 ET A bks b ipksEcaddONiA ABHap 7-s0 O A1
vorhanden. Letzterer war zudem der einzige Stamm, bei dem die EPS eine por6se und
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lockere Struktur aufwies. Bei allen anderen Stammen konnte man eine fest an die Zellen
gebundene EPS beobachten, welche bei Stammen mit erhohterSE8Wenge zusatzlich
deutlich ausgepragte schleimartige Strange zwischen den Zellen ausbildeten. Die
OAORT AAOOAT wECAT OAEA £OAT pdiidamh daso gfute habéh A O
dass diese weniger stabil in der Aufarbeitungsprozedur der KritisctiPunkt-Trocknung
waren und dabei mdglicherweise entfernt wurden. Dafir spricht auch, dass dieser Biofilm
der einzige war, welcher wahrend des Prozesses die Haftung zum Filter verloren hat. Der
Biofilm lag in der Loésung grof3tenteils separat vom Filter vor. Da d&€ZM die Anheftung

an das Substrat zugesprochen wird, kdnnte der Verlust derselben zu einer Verminderung
der Haftung gefuihrt haben. Die Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass sich die
Probenvorbereitung mittels Kritisch-Punkt-Trocknung nur bedingt zurgezielten Analyse
von EPS eignet. Die EPS wurde bei den anderen Stammen wéhrend der Vorbereitung nicht
entfernt. Jedoch zeigte sich, dass sich aufgrund der Vorbehandlung die Struktur der EZM
unter Umsténden verédndern kann und ein verfalschtes Bild der Biitmarchitektur
geliefert wird. Fur die Betrachtung in der Regel sehr wasserreicher Biofilme ist
stattdessen die Nutzung der KryeREM zu bevorzugen, da diese den Blick auf einen
unveranderten Zustand des Biofilms ermdglicht.

Nach der angesprochenen Entferung der EPSSchicht wurde eine weitere
"AOT T AAOEAEO A Apdg sichib@rAAblD A.18R)i DiefMutante zeichnet sich
durch eine langliche Zellform aus, wobei die einzelnen Zellen filamentartig angeordnet
sind und untereinander verbunden zu sein scheen. Dieser Stamm basiert auf der
Mutante pm9, welche eine die MelanifBynthese betreffende Mutation spontan
ausgebildet hat. Die abweichende Zellform deutet auf weitere spontane Mutationen im
Genom hin, welche jedoch nicht bekannt sind. Diese konnten aueimen Einfluss auf die
Struktur der EPS haben. Zur Klarung des genetischen Hintergrundes dieses Phénotyps

konnte die Sequenzierung des Genoms herangezogen werden.
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Abbildung 4.18. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Biofilmen des K. petricola Wildtyps und
der Pigmentmutanten. A/B  Wildtyp, C/D apdg, E/F 3sdh G/H 3pks, I/J 3pks 3pdg, K/L B | w Bdg. Fir

sieben Tage auf MEA/Cellulose Acetdilter kultivierte Biofilme wurden abgekratzt und mit Kritisch-

Punkt-Trocknung vorbereitet (links) oder ohne weitere Vorbehandlung direkt auf dem Filter mit KryeREM

analysiert (rechts). (Fortsetzung auf nachster Seite)
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Abbildung 4.18. Fortsetzung

Viele Organismen, deren EZM intensiv untersucht wurde, zeichnen sich dadurch aus, dass
die EPS in zwei bis drei mehr oder weniger abgrenzbare Fraktionen unterteilt werden
kénnen. EPS, die in das umliegende Medium abgegeben werden und somit frei vorliegen
werden dabei haufig alssolubleoder releasedEPS (SPS oder RPS) bezeichnet. Weiterhin
wird gelegentlich auch in loosely boundEPS (LPS), fur eher locker an die Zellen
gebundene, undtightly bound EPS (TPS), fur fest an die Zellen gebundene EPS,

unterschieden. Ein bekannter Vertreter unter den schwarzen Pilzen, dessen EPS in das
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-AAEOI AACACAAAT xEOA OT A AET A AurcdoasidgAE]T AE
pullulans. Dieser ebenfalls melanisierte hef@hnliche Pilz produziert das
Exopolysaccharid Pullula in groRen Mengen(Prajapati et al, 2013). Im Gegensatz dazu
bildet K. petricolafest gebundene EPS, was eine aktive Ablésung der Bestandteile von den
Zellen erfordert. Eine bedeutende Abgabe von EPS in das Kulturmedium konnte nicht
festgestellt werden. AufRerdem bietet sich die Unterscheidung unterschiedlich stark
gebundener EPS ehebei der Untersuchung von Suspensionskulturen an. Deswegen
wurden in dieser Arbeit alle extrazellularen Substanzen vorK. petricolaA95 als TPS
betrachtet. In der Literatur werden verschiedene physikalische und chemische
Extraktionsmethoden beschrieben, woli auch hier in freie, locker gebundene und fest
gebundene EPS unterschieden wird(Pellicer-Nacher et al, 2013). Physikalische
Methoden umfassen Zentrifugation bei hohen Drehzahlen, Ultraschall und Erhitzen
chemische Methoden die Ablésung deh EDTA oder NaOH sowie mittels
Kationenaustauscher. Die Menge der EPS insgesamt, aber auch der Bestandteile im
Einzelnen, hangt stark von der Extraktionsmethode ab(Liu und Fang, 2002. Bei
chemischen Methoden ist diese Menge deutlich héher im Vergleich zu den physikalischen
Methoden (Comteet al, 2006), jedoch fuhrt die chemische Abldsung haufig auch zu einer
héheren Zahl lysierter Zellen und damit zikKontaminationen mit intrazellularem Material.
Dieser Umstand kann die Information Uber die Menge und Charakteristika der
extrahierten EPS verzerren und die folgende Quantifizierung der einzelnen Substanzen
beeinflussen(Pellicer-Nacheret al, 2013).

K. petricolaZellen zeichnen sich durch eine relativ hohe Zellwardund Melanin-
vermittelte Stabilitat aus. Aufgund dieser Stabilitdt und weil chemische
Extraktionsmethoden gréfl3ere EPS besonders aber grol3ere Exopolysacchariflengen
liefern, wurde fur die Extraktion der K. petricolaEPS die basische Extraktion mit NaOH
und Formaldehyd gewahlt.Liu und Fang @002) extrahierten mit dieser Methode im
Vergleich zu anderen Methoden aus Schlammproben hohe Mengen aller EPS Bestandteile,
vor allem Kohlenhydrate und Proteine. Funktionelle Gruppen wie Amine in Proteinen
oder Carboxylgruppen in Kohlenhydraten und Proteinen besitzen pKWerte, die sich
geringfugig urter einem pHWert von elf befinden (Pellicer-Nacher et al, 2013). Eine
Erhéhung des pHWerts der Losung duch NaOH fuhrt somit zur Dissoziation dieser
Gruppen in den EPS, sodass sie abgeldst werden. Zudem wird die Ldslichkeit in Wasser
erhoht, sodass hohere Mengen extrahiert werden koénner(Liu und Fang, 2002
Wingenderet al, 1999). Formaldehyd fixiert dabei die Zellen und verhindert in geringen
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Konzentrationen die Zelllyse, indem es mit Aming Carbony}, Hydroxyl und
Sulfhydrylgruppen von Proteinen und Nucleinsduren der Zelloberflache reagiert
(Pommerville und Alcamo, 2004. Um den Grad der Zelllyse zu ermitteln, wird haufig die
Bestimmung der Aktivitatt des intrazellularen Enzyms Glucosé-Phosphat
Dehydrogenase (G6PDH) oder die Menge an DNA den EPSExtrakten herangezogen
(Frolund et al, 1996, Liu und Fang,2002). Jedoch sind beide Methoden nur bedingt zur
Beurteilung anwendbar. Das Enzym G6PDH unterliegt wahrend der Extraktion und
Lagerung der Extrakte leicht der Denaturierung, sodass die Zahl lysierter Zellen
unterschatzt werden kann. Zudem wurde gezeigt, dass DNA, neben Proteinen und
Kohlenhydraten, ein grof3er Bestandteil der ER$atrix sein kann(Dominiak et al, 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde stattdessen nach jeder ERBxtraktion mikroskopisch
Uberpruft, ob die Zellen noch intakt waren. Zur Quantifizierung der EPS wurde die
Trockenmasse der extrahierten EPS bestimmt und auf die Trockenmasse der jeweiligen
Zellpellets bezogen. Ein Bezug auf die Zellzahl war insofern schwierig, als das die
Auszahlung vorK. petricolaZellen in einer Zahlkammer nur sehr ungenau erfolgen kann,
da der Pilz Zellklumpen bildet, die auch durch mechanische Vereinzelung nicht
vollstandig aufgeldst werden kénnen.

Von K. petricolaA95 Wildtyp, kultiviert als Biofilm auf Vollmedium mit Glucose als
Kohlenstoff-Quelle, konnten 102,8 mg (x 3,5 mg) EPS extrahiert werden. Da in den
meisten Studien EPS aus Flussigkulturen extrahiert und quantifiziert wurde, kann die
EPSMenge nicht direkt mit der durch andere Pilze produzierten Menge verglichen
werden. Mahapatra und Banerjee 2013) und OsinskaJaroszuket al.(2015) geben jedoch
eine Ubersicht tber EP9vengen in mg/L verschiedener anderer Pilze. Dabei wird vor
allem deutlich, dass die ER®roduktionsrate von vielen Faktoren abhangt. Je nach
Zusammensetzung des Mediums, Art der Kohlenstefbder Stickstoffquelle und cer
Kulturbedingungen (pH-Wert, Temperatur, Dauer etc.) kann die Menge stark variieren
(Mahapatra und Banerjee, 2018 Demnach stellt die ermittelte EP3/enge von
K. petricolaeinen auf die genutzten Kulturbedingungen bezogenen Wert dar, welcheeb
Anderungen ebenjener deutlich abweichen kann.

Eine zum Wildtyp vergleichbare EPS3/enge von 106,9 mg (£ 16 mg) wurde von der
spdg- OOAT OA DOl AOUE BkéeDis ApkstEplig produRidriénidagegen eine
signifikant (p < 0,05) hohere Menge EPS von 18 mg (x 31,5 mg) und 202 mg
imMm pohcp | CstiBMutadeOwurdeh Q36 ang (+ 23,2 mg) EPS extrahiert
i1 AA8 18pw(8 $padiefert®1BAT n@ A 4BHY mgyEPS. Bei diesem Stamm
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zeigten sich zudem hbe Abweichungen der Extraktionsmenge in den einzelnen
Durchgangen. Bereits bei der Probenvorbereitung und Visualisierung mit REM wurde
deutlich, dass die EPS dieser Mutante empfindlicher gegentber der chemischen
Aufarbeitung ist. Die starken Schwankungen danen sich demnach mit einem
unterschiedlich stark ausgepragten Verlust der EPS wahrend der Extraktion erklaren
lassen. AuRerdem gab die Spontanmutante pm9, die dieser Mutante zugrunde liegt,
weniger EPS ab (78,99 mg + 12,89 mg) als der Wildtyp. Die unbekdéen Mutationen
dieses Stammes resultieren offenbar, neben der Unterbrechung der Melarfdynthese, in
einer verminderten EPSProduktionsrate. Die erhdhte EPSSynthese in den Mutanten
apksO 1 ApksE pdglassen hingegen vermuten, dass die Menge produzierter EPS von der

Fahigkeit zur MelaninProduktion abhangig ist.
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Abbildung 4.19. EPS-Menge produziert von K. petricola Wildtyp und Pigmentmutanten. EPS wurden
von Biofilmen (auf Filter) nach sieben Tagen Inkubation auf MEA mit NaOH/Formaldehyd extrahiert. Das
Trockengewicht aller extrahierten EPS wurde bestimmt und auf das Trockengewicht der

zuriickgebliebenen Zellpellets bezogen, n=3, **p<0,01, *p<0,05.

Melanin kann den Organismus vor vielfaltigen umweltbedingten Stressfaktoren, wie
extremen Temperaturen (Robinson, 2001 Rosas und Casadevall, 1997 sehr hohem
Salzgehalt der UmgebungKejzar et al, 2013), Metalltoxizitdt (Gadd und Derome, 1988
und osmotischem Stress sowie AustrocknungFernandez und Koide, 2018 schitzen.

Aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften schirmt es den Organismus zudem vor
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ionisierter Strahlung ab (Eisenman und Casadevall, 2032 Ahnliche Schutzfunktionen
konnten auch fir die extrazellulare Matrix verschiedener Mikroorganismen
nachgewiesen werden. Extrazellulare Proteine und Polysaccharide, aber auch DNA
schitzen mikrobielle Biofilme durch Wasserspeicherung vor Austrocknung, bilden eine
Barriere gegen antimikrobielle oder infektiose Substanzen sowie toxische Metallionen
und akkumulieren Nahrstoffe aus der Umwelt(Flemming, 2017. Bei derK. petricola

- OOAT k& wumle durch Ausschalten der PolyketidSynthase der Melanin
Syntheseweg unterbrochen. Bei dieser Mutante, welche noch Carotinoide produziert, und
AAE AAT DECI AdgOEMRSE gdgMuahtendehlt die schiitzende Funktion
von Melanin, sodass dieset&mme einer erhohten Gefahr durch Umweltschadigungen
ausgesetzt sind. Dies kann mdglicherweise durch vermehrte Produktion von EPS
kompensiert werden. Beide Mutanten bilden annahernd doppelt so viele EPS, wie der
melanisierte Wildtyp. Die ebenfalls melanish O Oghig Mutante, bei der lediglich die
Carotinoid-Synthese ausgeschaltet ist, gab ebenso viele EPS ab, wie der Wildtyp. Dass der
OERT T OU@Nh-AMGAGET T UxEOAEAT AAI pkédMu@nterliegt, AOUDO
spiegelt auch die EP®roduktionsrate zwischen beiden genannten Stammen wler. Diese
Mutante kann lediglich die braune MelanirVorstufe Scytalon herstellen, welche im
Gegensatz zu Melanin wasserloslich ist und in den extrazellularen Raum entweicht.
Funktionen, welche durch Melanin erfillt werden, weden mdglicherweise in
reduziertem Umfang auch von dieser Vorstufe bereitgestellt. In Kombination mit einer
geringfugig erhdohten EPSProduktion kdnnte dieser Stamm dann seinen Schutz vor
Umwelteinflissen wiederherstellen. Da die Menge der extrahierten EP&uf das
Trockengewicht der Zellen normalisiert wurde, kann nicht génzlich ausgeschlossen
werden, dass dies die Quantifizierung der EPS verzerrt hat. Das Gewicht der pigment
defizienten Stamme konnte sich aufgrund der fehlenden Pigmente zu dem Gewicht des
Wildtyps unterscheiden, jedoch erscheinen die Zellen der untersuchten Stamme unter
dem Mikroskop gleich grof3, die Zellen der farblosen Mutanten sogar geringfugig grol3er
im Vergleich zum Wildtyp. Die Extraktion und Charakterisierung der verschiedenen
Melanin-Arten ist grundséatzlich moéglich, aber aufgrund der teilweise aggressiven
Extraktionsmethoden und der eingeschrankten Ld&slichkeit ist eine quantitative

Extraktion schwierig (Raman und Ramasamy, 201 Belvakumaret al,, 2008).
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4.2.2 Strukturelle Charakterisierung
4.2.2.1 FTIR

Die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie wird zur quantitativen Bestimmung
bekannter Substanzersowie zur Identifikation unbekannter Substanzen genutztindem
ein Interferogramm von der Probe aufgenommen wird, welches dann Uber Fourier
Transformation in ein Infrarotspektrum umgerechnet wird. Die Methode beruht auf der
Stimulation von Schwingungen in der Probe, wobei einzelne Verbindungen in
charakteristschen& OANOAT UAT OAExXxET CAT 8 | 1-Befeichs beh ET AO
1500z 600 cm? kdnnen Substanzen identifiziert werden. Dies funktioniert jedoch nur bei
reinen Substanzen. Bei Substanzgemischen kann aufgrund von Schwingungen
charakteristischer Gruppen ledglich die Zugehdorigkeit zu Stoffklassen bestimmt werden.
Die FTIRSpektren der Extrakte des K. petricola A95 Wildtyps sowie der
Pigmentmutanten zeigten die fur EPS typischen funktionellen Gruppen (Abb. 4.20). Die
3IDAEOOAT AAO xAEhnAdg OF Apksh pd) Atimmtdhiirwifiren peak
_AQEI A TAEAU® | AAOAET R Oi AAOO EIi pk&ripigCAT AAT
exemplarisch besprochen wird. Eine ausgedehnte Bande bei 3305 3262 cml
reprasentiert die Streckungsschwingung der Hydroxylgruppen von Kohlenfdraten,
sowie der Aminogruppen von Proteinen(Fang et al, 2014, Liang et al, 2010). Eine
schwache Absorptionsbande bei 2936- 2888 cm?! kann der asymmetrischen €H
Streckungsschwingung der aliphatischen CHGruppe(Lianget al, 2010), die Banden um
1661 z 1552 cm!l den C=0, C=N und-8 Schwingungen der Amide | und Il bei
Anwesenheit von Proteinen zugeordnet werden (Fang et al, 2014). Weitere
charakteristische Banden von Kohlenhydraten bei 144§ 1350 cm? resultieren aus der
Beugungsschwingung der € Bindung von CH- und CH-Gruppen (Motaet al, 2013). Im
Spektrum der Wildtyp EPS befindet sich das Bandenmaximum bei 1429 épwahrend es
bei allen Pigmentmutanten auf 1375 cm + 2 cm! verschoben ist. Die C=0
Streckungsschwingung, welche durch Uronsduren hervorgerufen wird (~1730 crh,
wenn vorhanden), konnte nicht detektiert werden(Mota et al, 2013). Im Spektrum der
Wildtyp EPS entsprechen eine starke Bande bei 1021 ¢nund eine schwache Bane bei
1150 cm! der GO-C Streckungsschwingung von Kohlenhydrate(Fanget al,, 2014). Eine
vergleichbare starke Bande mit einem Maximum bei 1029 cfnfindet sich auchim
3 b A E O 0O Oddg Mutarie. Auffallig ist jedoch, dass dieses Maximum bei den weiteren
- OOAT OAT OA OO0 A Egksviutante Bie@tCe8 be) 1075 nfhO Esl pkdl Ady 3
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Mutante bei 1080 cmt O1 A E isdhMubabte kmei 1082 cmi. Bei der spektroskopischen
Untersuchung verschiedener pflanzlicher Polysaccharide und Monosaccharide konnten
bereits Kacurakovaet al. (2000) zeigen, dass jedes Polysaccharid, abhangig von seiner
jeweiligen MonosaccharidZusammensetzungim Bereich 1200 z 1000 cn! spezielle
Bandenmaxima zeigt, die eine ldentifizierung ermoglicherCernaet al.(2003) bestatigten
dies und geben fur Galaktose einen Bandenbereich von 11Q01030 cml mit einem
Maximum bei 1068 cm! an. Mannose zeigt ein Maximum bei 1072 ctund 1033 cm?,
Banden fur Glucose liegen hauptsachlich im Bereich 103044 cml (Cernaet al,, 2003).
$A AARAE AAT 3PAEOOAT Adl Outait€ Hied Baddenaxitnk Aei A A O
1025 cml £ 4 cm? liegen, ist in diesen Spektren Glucose vermutlich das Monosaccharid
mit dem grof3ten Anteil am Exopolysaccharid. Eine Verschiebung des Bandenmaximums
bei den Melaninmutanten in den Bereich von Galaktose/Mannose deutet darauf hin, dass
der Anteil dieser Morosaccharide in den EPS deutlich erhdht ist. Einen Hinweis auf die
Konfiguration der glykosidischen Bindungen innerhalb der Kohlenhydrate geben die
Banden zwischen 900 cnt und 800 cml. Banden bei 897z 871 cml lassen auf eine

r -glykosidische Bindung schlieBen, Banden bei 844 835 cm1 A O £ Aglykodidisghe
Bindung (Farinaet al., 2009). Beide Arten sind in allen Stammen zu finden. Die Ergebnisse
zeigen, dass in den EPS vdh petricolaA95 neben Kohlenhydraten auch Proteine, jedoch
keine Uronsauren nachweisbar waren. Diélonosaccharid%ET EAEOAT OEIT-A OT x|
Al O A O AzilykbsikliBobe Bindungen verkiiipft. Zudem geben die IRSpektren einen
ersten Hinweis auf eine Veranderung der Monosacchardusammensetzung in den

Exopolysacchariden der Melaninmutanten.
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Abbildung 4.20. Fourier -transformierte Infrarotspektr  en (FTIR) der von K. petricola isolierten
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4.2.2.2 Identifizierung der Monosacchardinheiten

Kohlenhydrate bilden eine sehr heterogene Stoffklasse, die oft stark in ihrer primaren
Ringstruktur, dem Polymerisierungs und Verzweigungsgrad sowie in der Art der
glykosidischen Bindung variieren. Der erste Schritt in der Strukturanalyse von
Polysaccharden ist die Untersuchungwelcher Art die strukturgebenden Monosaccharid
Einheiten sind, und in welcher Menge diese vorkommen. Die Gaschromatographie (GC)
hat sich in der Vergangenheit als sehr sensitive und zuverlassige Methode fir die
Strukturanalyse von Kohlenhydraten erwiesen (Cui, 2005. Kohlenhydrate sind jedoch
nicht flichtig und mussen fir die Untersuchung mit GC zunéchst zu fliichtigen Substanzen
derivatisiert werden. Ublicherweise basieren die genutzten Methoden auf der
Substitution der polaren Gruppen in den Kohlenhydraten, sodasseden Flichtigkeit
erhoht wird (Ruiz-Matute et al, 2011). Ob neutrale oder saure Saccharide oder solche mit
Aminogruppen - abhéngig von der Art der zu analysierenden Monosaccharide existiert
eine Vielzahl von Derivatisierungsmethoder{Ruiz-Matute et al,, 2011). Die Silyligung ist
eine sehr haufig genutzte Methode, da sie sowohl die Derivatisierung von neutralen und
Aminosacchariden sowie Uronsauren zu Trimethylsilylethern erméglicht. Jedoch werden
wahrend der Silylierung von jedem Monosaccharid mitunter mehrere Isomere mit
unterschiedlichen Retentionszeiten gebildet(Sassaki und Souza, 20}3 Sehr komplexe
Chromatogramme und die dadurch bedingte Uberlagerung vopeaks vor allem bei
mehreren Monosacchariden, fuhrt hdufig zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse. Zudem
wird bei mehreren peakspro Monosaccharid die Quantifizierung erheblich ersalvert. Im
Gegensatz dazu wird bei der Derivatisierung zu Alditolacetaten, Aldononitrilacetaten
oder Dialkyldithioacetalen nur jeweils ein Isomer gebildet, sodass auch nur epeakfir
jedes Monosaccharid im Chromatogramm erscheint. Jede dieser
Derivatisierungsmethoden bringt jedoch unterschiedliche Nachteile mit sich. Allen
gemeinsam ist die meist sehr aufwendige Derivatisierungsprozedur. Aldononitrilacetate
eignen sich lediglich fur die Analyse von Aldosen, die Derivate der Ketosen sind nicht
flichtig und somit fur die GC ungeeignet. Alditolacetate kdnnen nur aus neutralen
Sacchariden generiert werden. Eine Analyse von Uronsauren oder Aminosacchariden ist
nicht maglich. Auferdem kénnen unterschiedliche Monosaccharide zum gleichen Alditol
umgesetzt werden z Qucitol resultiert aus Glucose, aber auch aus Fruktose, das zu
Glucitol und Mannitol derivatisiert wird. Ein Vorteil ist jedoch, dass diese Methode durch
vorgeschaltete Methylierung zusatzlich auch zur Analyse glykosidischer Bindungen

verwendet werden kam (Sassaki und Souza, 20} 3Ruiz-Matute et al.(2011) geben einen
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umfassenden Uberblick tiber Vorund Nachteile der genannten Methoden, und weiterer
Derivate. Dabei wird deutlich, dass es keine universell einsetzbare Methode gibt, und dass
die gewahlte Methode individuell auf die Fragestellung angepasst werden muss. Awfigd
des Vorteils der guten Quantifizierbarkeit, der vergleichsweise einfachen
Modifizierbarkeit fir die Nutzung zur Bindungsanalyse und weil bereits in der FTIR
Analyse (Abschnitt 4.2.2.1) keine fur Uronsauren typischen Banden nachgewiesen
werden konnten, wurde fir die Strukturanalyse der Polysaccharide in dieser Arbeit die

Derivatisierung zu Alditolacetaten gewahlt (Abb. 4.21).

CHO CHDOH CHDOAc
g H—— OH H—— OH H—t— OH
S ga  HO——H NaBD, HO——H Ac,0 AcO—H Ge.
%W"’ H——OH ™ > H——OH . H——OAc  GC-MS
o hydrolyse {4 —— OH H—— OH H—— OAc
CH,OH CH,OH CH,OAc
Aldose Alditol peracetyliertes
z.B.D-Glc D-Glucitol D-Glucitol
Abbildung 4.21. Derivatisierung von Polysacchariden zu Alditolacetaten. Nach Hydrolyse

glykosidischer Bindungen wird dasMonosaccharid mit NaBl zum Alditol umgewandelt, dann werden
unter Zuhilfenahme von Essigsaureanhydrid freie O#Gruppen acetyliert. Entstandene Alditolacetate sind
leicht flichtig und kdnnen mit GEMS identifiziert werden [Krois (2017), modifiziert].

Der GesamtkohlenhydraiGehalt der extrahierten und gewogenen EPS (4.2.1) wurde nach
Dubois et al. (1956) bestimmt, sodass von jeder zu untersuchenden Probe die gleiche
Menge an Exopolysacchariden derivatisiert werden konnte. Das Mitfihren eines internen
Standards ermoéglichte zudem die Quantifizierung der Substanzen, da dieser den gleichen
Schwankungen durch die vergleichsweise lange und aufwendige Derivatisierung
unterliegt, wie die Monosaccharide selbst. Neben dem internen Standard in der Probe
ermdglichte das Mitflhren eines standardisierten Monosaccharidlixes bei jedem
Messdurchgang zudem die zuverlassige Quantifizierung der Monosaccharide auch mit MS
als Detektor. Im \orfeld ist die Bestimmung der Retentionszeiten der einzelnen
Monosaccharide unabdingbar, da es sich bei den HexodeiGlucose D-Galaktose undD-
Mannose um Epimere handelt. Sie unterscheiden sich in ihrer Konfiguration lediglich in
einem Chiralitdtszentrum, sodass auch deren Alditolacetate Glucitol, Galactitol und

Mannitol in der MS dasselbe Massenspektrum liefern (Anhang €21). Anhand dessen
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kann demnach lediglich geschlussfolgert werden, dass es sich um eines dieser Epimere
handelt. Nur unter zusétzliche Zuhilfenahme der Retentionszeiten ist es moglich, das
genaue Monosaccharid zu bestimmen. In Abbildung 4.22 ist ein Beispielchromatogramm
eines K. petricolaA95 Exopolysaccharids dargestellt, welches auch zur Quantifizierung

der Monosaccharide genutzt wurde.
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Abbildung 4.22. Ausschnitt eines GC-MS Chromatogramms der untersuchten K. petricola WT
Exopolysaccharide nach Derivatisierung zu Alditolacetaten.  TIC (Massenbereich m/z 46500); Ino =

interner Standard myo-Inositol, Glc =D-Glucose, Man B-Mannose, Gal H-Galaktose.

Die Analyse der MonosacchariEinheiten ergab, dass das voK. petricolaproduzierte
Exopolysaccharid ein Heteropolysaccharid ist (Abb..22 und 4.23). Es setzt sich sowohl
im Wildtyp, als auch in den Pigmentmutanten aus den drei Hexosen Mannose, Glucose
und Galaktose zusammen, jedoch zeigten sich Unterschiede in den Anteilen des jeweiligen
Monosaccharids. Br Hauptbestandteil des WildtypExopolysaccharids war Glucose
(66,7%), gefolgt von Mannose (20,6%) und Galaktose (12,7%). Eine vergleichbare
Zusammensetzung von Glucose (61%), Mannose (24,1%) und Galaktose (14,9%) konnte
auch in derEPS derzpdg Mutante gefunden werden. Dies deckt sich rhiden jeweiligen
FTIR-Spektren der Proben, da dort bereits das Bandenmaximum in einem fir Glucose
typischen Bereich auftrat (4.2.2.1).OsinskaJaroszuket al.(2015) geben eine umfassende
Ubersicht tber EPSMengen und ExopolysaccharieStruktur von einer Vielzahl
verschiedener Ascomyceten und Basidiomyceten. Wie auch W€i petricola setzen sich
die analysierten Heteropolysaccharide haufig aus den Hexosen Glucose und Galaktose
und/oder Mannose zusammen. Seltener wurden in einigen Pilzen zudem Deoxyhexosen,
Aminozucker oder Pentosen gefunde(OsinskaJaroszuket al., 2015).

Aus Abbildung 4.23 wird eine zum Wildtyp abweichende Monosaccharid
Zusammensetzung in den Melaninmutanten ersichtlich. Wie bereits aus den FTIR
Spektren hervorging (4.2.2.1), konnte in diesen EPBroben ein deutlich geringerer Anteil

Glucose, aber ein hierer Anteil Galaktose und Mannose nachgewiesen werden. In den

s s o~ o~ N
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Monosaccharid mit dem héchsten Anteil (42,3% und 42,7%). Die Anteile von Mannose
(30,3% und 26,4%) und Galaktose (27,4%1 A omnmhwbq xAOAT /AdAO AOE
Mutante war ein vergleichbarer Anteil von Glucose (38,9%) und Mannose (36,8%)

enthalten. Galaktose war zu weiteren 24,3% vorhanden.
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Abbildung 4.23. Monosaccharid -Zusammensetzung der Exopolysaccharide von K. petricola Wildtyp
und Pigmentmutanten. Quantifizierung Uber internen Standard myelnositol nach Derivatisierung zu

Alditolacetaten und Analyse mit GEMS. Man, Mannose; Glc, Glucose; Gal, Galaktose; n = 3.

Die veranderte MonosaccharidZusammensetzung in de Melaninmutanten |asst
vermuten, dass die Produktion von Melanin einen erheblichen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Exopolysaccharide hat. Obgleich viele Pilze Melanin tber den
DHN-Syntheseweg produzieren, sind viele der Studien zu Melanin mit DOfRAelanin
durchgefuhrt worden, da dieses auch kommerziell erhdltlich ist(Eisenman und
Casadevall, 2012 Dabei bleibt jedoch fraglich, inwieweit die gewonnenen Erkenntnisse
auch auf DHNMelanin angewendet werden kdnnen, da sich beide Molekule strukturell
unterscheiden(Eisenman und Casadevall, 20)2Melanine sind Bestandteil der Zellwand
und bilden dort Komplexe mit Proteinen und Kohlenhydraten(Butler und Day, 1999§.
DOPAMelanin ist zudem besonders mit mannoskealtigen Polysacchariden der Zellwand
verbunden (Zhonget al, 2008). Da Melanine als unlésliche, fest in die Zellwand integrierte
Makromoleklle charakterisiert werden (Eisenman und Casadevall, 2032 verbleiben

moglicherweise auch die strukturellen Bestandteile, an die das Melanin gebunden ist, fest

116



Ergebnisse und Diskussion

ET AAO :All xAT A OAOAT EAOm$ sdh@EA Adhligisekdin AT ET | «
Melanin mehr inder Zellwand verankert. Kohlenhydrate und Proteine, die im Wildtyp und

der Carotinoid- O O A T p@ginock an Melanin gebunden und dadurch unléslich sind,

kénnten daher moéglicherweise bei den Melaninmutanten die Zellwand in héherem MalRe

verlassen und in denextrazellularen Raum gelangen. Dies kdnnte zudem einen ersten

Hinweis darauf geben, dass es sich bei den untersuchten Exopolysacchariden um mehr

Al O AET o711 Ui AO EAT AAI 08 . Ahdghitantk Bauphshichlien 7 EI1 A
sekretierten Polymer ausGlucoseEinheiten, wirde demnach in den Melaninmutanten in
verstarktem Mal3e ein Polymer aus Mannosaind GalaktoseEinheiten abgeben werden.

Weitere Bestéatigung erhalt diese Annahme durch die Ergebnisse der Analyse der

glykosidischen Bindungen (4.2.2.3).

4.2.2.3 Identifizierung der Bindungstypen

Zur Analyse der Bindungstypen innerhalb der Exopolysaccharide wurde die
Methylierungsanalyse genutzt. Diese beruht auf der Derivatisierung zu Alditolacetaten,
jedoch werden alle freien Hydroxylgruppen im noch intaten Polysaccharid zunachst
methyliert. Erst dann werden die Monosaccharide freigesetzt und zpermethylierten
Alditolacetaten (PMAA) umgesetzt (Abb. 4.24).

k{/ . OMe
HO o M-v(r:/\_g"";
HO o b\ o Methylierung ot Moo= .,M\ Hydrolyse
- MeO Ope : ‘ -
Ny Lo o - [ D ome -
HO- - gl OH e 4 o
O+ 07 HO = Mel MeO ~— }/Y;L N, OMe H
OMe OTheO —~
Gal-(o1-4)-Gle-(oc1-6)-Man permethyliertes Trisaccharid
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e o > OMes  +  MeO— + o :m:v:
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Abbildung 4.24. Derivatisierung von Polysacchariden zu permethylierten Alditolacetaten. Alle freien
OH-Gruppen im Polysaccharid werden zunachst methyliert, erst dann werden die glykosidischen
Bindungen durch saure Hydrolyse gespalten. Das Monosaccharid wird mit NaBRum Alditol
umgewandelt, dann werden freie OHGruppen aceyliert. Diese befinden sich nur dort, wo vorher eine
Bindung bestand. Anhand der Position von Meund AcGruppen kann dann auf die Bidungstypen

geschlossen werderjPrice (2007), modifiziert] .
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$A0 "ETAOT coOEBD ADPUS" 8BhduBy) @ die Ringform (Pyranose
oder Furanose) kdnnen aus dem Massenspektrum entnommen werden. Auch bei dieser
Methode besteht jedoch das Problem, dass die EpimefGlucose,D-Galaktose und
D-Mannose zu demselben Massenspektrum in der @S fihren. Auch hier wird fir die
exakte Bestimmung des Monosaccharids zusatzlich der Vergleich mit bekannten
Retentionszeiten eines Standards eines jeden Monosaccharids bendtigt. Da es keine
kommerziell zu erwerbenden Standards in dieser Form gibt, bleibt hier nur der Vergleich
mit Literaturwerten (Sassaki und Souza, 20)}3Diese kbnnen sich aber abhéngig vom
verwendeten System und der ChromatographiSaule deutlich unterscheiden. Um die
detektierten Bindungstypen zuverlassig den genauen Monosacchariden zuordnen zu
konnen, wurden eigene Standards generiert, aus denen eindbBothek mit Retentionszeit
und zugehdrigem Massenspektrum erstellt werden konnte. Eine Ubersicht der
Bindungstypen und deren Retentionszeiten ist Tabelle 4.3 zu entnehmen. Ein
Beispielchromatogramm einerK. petricolaProbe, das fur die Analyse der Binduystypen
herangezogen wurde, ist in Abbildung 4.25 dargestellt. Die Massenspektren der
relevanten Bindungstypen kénnen Anhang C entnommen werden. Aufgrund der Vielzahl
mdglicher Bindungstypen und der Ahnlichkeit der drei untersuchten Hexosen lagen die
peaksnahe beieinander, sodass es leicht zu Uberlagerungen hitte kommen konnen. Die
letztendlich in den K. petricola Exopolysacchariden vorkommenden PMAAs wurden
jedoch gut aufgetrennt. Lediglich die PMAA3,4,6Mes—- AT ¢ FMafpludd 2,4,6Mes-

"1 A r-Blwwvarden beide in den Proben detektiert und liefen so nahe beieinander,
dass es teilweise zu Uberlagerungen kam (Abb. 4.25).
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Abbildung 4.25. Ausschnitt eines GC-MS Chromatogramms der untersuchten K. petricola
Exopolysaccharide nach Derivatisierung zu permethylierten Alditolacetaten. TIC (Massenbereich
m/z 40 -500).
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Tabelle 4.3. Retentionszeiten permethylierter Alditolacetate (PMAA)

nach 3h (Glucose, Mannose) bzw. 4h (Galaktose) Methylierungsdauer

tr PMAA tr PMAA
22,12 2,3,5,6Mes-Man 30,39 2,3,5Mes-Glc
25,07 2,3,4,6Me4-Glc 30,40 2,3,4Mes-Gal
25,13 2,3,4,6Mes-Man 30,87 2,6-Mex-Glc
25,38 2,3,5,6Mes-Gal 30,93 4,6-Mex-Man
25,86 2,3,4,6Mes-Gal 30,93 2,6-Mex-Gall
28,07 3,4,6:Mes-Glc 31,24 4,6-Me;-Glc
28,22 3,4,6Mes-Man 31,58 3,6-Me;-Gall
28,28 2,4,6:Mes-Glc 32,10 2,3-Mex-Man
28,32 2,5,6Mes-Gal 32,32 2,3-Mex-Glc
28,47 2,3,6Mes-Man 32,60 2,4-Me>-Glc
28,60 2,3,6Mes-Gal 32,62 6-Me-Man
28,69 2,4,6Mes-Man 32,80 2,3-Me,-Gal
28,70 2,3,6Mes-Glc 33,05 6-Me-Gal
28,77 3,5,6Mes-Gal 33,55 2,4-Me,-Gall
29,07 2,4,6Mes-Gal 34,15 2-Me-Man
29,23 2,3,4Mes-Glc 34,42 2-Me-Glc
29,28 2,3,4Mes-Man 34,78 2-Me-Gal
29,40 3,4,6Mes-Man 35,08 4-Me-Man
30,19 2,3,5Mes-Gal 35,73 3-Me-Gal

trRetentionszeit inMinuten

Tabelle 4.4 zeigt die Bindungstypen in den Exopolysacchariden des Wildtyps und der
Pigmentmutanten. Die drei endstandigen Einheiten, 2,3,4Mes-Glp (T-Glg; 7.8%),

2,3,5,6Mes-Gaf (T-Gaf; 4.1%) und 2,3,4,6Mes-Manp (T-Manp; 1.6%), sowie die Davate

2,4-Mex-Glp ¥ | p © -Gluappyranose; 4.4%] und 2,8Me>-Glp ¥ j p © -Glucoggranose;

4.7%)] deuten darauf hin, dass es sich bei dem Exopolysaccharid dtegpetricolaWildtyps

um ein verzweigtes Polymer oder aber mehrere unterschiedliche Polymere hanlde
AOEAERIT T EC

"AOT1TAAQOO

EOO

AAO

6 AOERIT OI-EO

1 OAT PUOAT T O@lucdpyrahose, p,98ded-Glp (50,7%) und 2,3,4Mes-Glgp

(22,1%). Die vergleichsweise grol3e Menge dieser Derivate lasst vermuten, dass diese die

HauptkeOOA AAO
%ET EAEOAI

s s o~ o~ N

,,,,,,

-B|Ecbpiranode

-GluEdpykanogeifhgidfolgt. Dasselbe Verhéltnis der genannten
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"ET AOT COOUDPAT OIT <¢qgp AETI AAO IGtan Pufufe; ET A
welches vom namensgebetien und ebenfalls melanisierten PilAureobasidium pullulans
gebildet wird (Benderet al, 1959) (Abb. 1.2). Bei Pullulan handelt es sich um ein lineares
Homopolysaccharid dessen Glucose 1T 1 AE | 1 A} pioApdap j-j4 p ©-BiGHungen
verknupft sind (Chenget al, 2011). Die PullulanPolymere unterschiedlicher Stamme
AT OEAT OAT CAIlI ACAT Ol EAE - pO®@rIOIUA £QE A &AIEF A - A
[} p ©-Yepindungen(Bouvenget al,, 1962, Fuijii, 1984, Sowa, 1963.

Auch in den K. petricolaWT Exopolysacchariden wurden Spuren des Derivats 2,4,6
Mes-Glgp gefunden, welches den BiA O1 C O O U BGlugopyfamosk widerspiegelt.
Neben den genannten Derivaten konnten jedoch noch weitere detektiert werden. Das
Vorhandensein der Derivate 3,4,8Vies-Manp (2%) und 2,3,5Mes-Gaf (2,6%) lasst darauf
schlieBen, dasK. petricolaA95 noch mindestens ein weiteres Polymer prduziert, das
OEAE AGOAITTplomWOAT T O-Balakibfukangse Zisar@mensetzt. Die geringe
Menge der Manmse- und Galaktoseassoziierten sowie die hohe Menge der Glucose
assoziierten Bindungstypen lasst vermuten, dass die untersuchten Exopolysaccharailes
mindestens zwei unterschiedlichen Polymeren bestehen, hauptsachlich aus einem Glucan
und in geringerem Anteil aus einem Galaktomannan. Diese Hypothese wird durch extern
durchgefuhrte Analysen der Exopolysaccharide mittels analytischer
Gelpermeationscliomatographie (GPCgsizez exclusion chromatographySEC) gestitzt.
Demnach zeigen die extrahierten Polysaccharide ein sehr heterogenes Prffiteitenbach
et al, 2018). Allerdings sollte zukinftig auch eine praparative GPC durchgefiihrt werden.
Dabei werden die Polymere separakluiert, und die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Strukturanalyse kann fir jedes einzelne Polymer wiederholt werden. Nur so kann sicher
beurteilt werden, welche der gefundenen Monosaccharide und Bindungen zu welchem
Polymer gehéren. Fiur die praparative GPC ewden jedoch grof3e Mengen der
Exopolysaccharide bendtigt. Die Kultivierung als Biofilm spiegelt die naturliche
Lebensform des Pilzes am besten wer, allerdings eignet sich die Anzucht auf den Filtern
weniger, um ausreichend grol3e Mengen der EPS isolierea konnen.

Bereits in den FTIRI T AT UOAT jt18¢8¢8pq ETT1T OA&Ns !'T EAI
A O A-Konfigurationen der glykosidischen Bindungen gefunden werden. Bestétigt wurde
dies  zusatzlich durch  ebenfalls extern durchgeflihrte NMRnalysen
(Breitenbach et al, 2018). Demnach haben die genamen glykosidischen Bindungen
j po-Glgh | pClawGd A j-péwAET-Al | EECOOAOQEGIFhEAGA EpOop
Konfiguration vor. K. petricolg welcher innerhalb der Ascomyceten zur Klasse der
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Eurotiomyceten (Ordnung Chaetothyriale$ gehdort, produziert demnach hauptsachlich
A E FGlugan (~80%), welches dem Pullulan vor\. pullulanssehr dhnlich ist.A. pullulans
wird wiederum zur Klasse der Dothideomyceten gezahlt. Das zweite vaR. petricola
abgegebene Polymer Galaktomannan (~20%) istagegen dem vorExophiala jeanselmei
(ebenso Chaetothyriale$ produzierten Exopolysaccharid strukturell — &hnlich
(Sassakiet al, 2011). K. petricola A95, als gesteinsbewachsender Pilz und enger
Verwandter von Exophialasp., vereint demnach die Exopolysaccharifigenschaften von
Vertretern innerhalb seiner eigenen Klasse und Vertretern anderer Klassen der sehr

heterogenen Gruppe der schwarzen Hefe(Gueidanet al,, 2011, Ruibalet al, 2008).

Tabelle 4.4. Anteil glykosidischer Bindungen an Exopolysacchariden des K. petricola Wildtyps und

der Pigmentmutanten. Man, Mannose; Glc, Glucose; Gal, Galaktgse?yranoseform;f, Furanoseform; Sp,

Spuren.

Permethyliertes Knufia petricola A95 (Mol%) glykosidische
Alditolacetat - WT 3pdg| apks apkst pdg DI upsig| 3sdh Bindung
12346-MesGlcp | 78| 59| 90|  11,4] 96| 85 Glp p ¢
2,3,4,6-Mes-Manp 1,6 Sp 7,1 51 6,2 3,7 Manp- p ¢
2,3,5,6-Mey4-Galf 4,1 2,5 9,9 10,0 12,6 4,5 Gafj p ¢
3,4,6-Mes-Manp 2,0 1,6 7,9 8,8 9,0 17| ¢ ©®anpi p ¢
2,4,6-Mes-Glcp Sp Sp 7,3 6,5 9,8 1,7 0 9%-Glgi p ¢
2,3,6-Me3-Glcp 50,7 51,0 204 25,1 233 458 T OGlpi p¢
2,3,4-Me3-Glcp 22,1| 305| 145 10,1 10,0 19,0 @O Glpj p ¢
2,3,5-Mez-Galf 2,6 1,7 13,0 9,1 10,8 4,8 @ O -Gal§ p ¢
2,6-Me>-Glcp 4,7 4,3 2,7 8,7 4,6 8,0 o h 1-Glfl§ p ¢
2,4-Me>-Glcp 4,4 2,5 8,2 5.2 4,1 23| oh ¢Gl§j p ¢

Alle genannten glykosidischen Bindungen aus den Wildtygxopolysacchariden konnten

auch in denen der Pigmentmutanten nachgewiesen werderiTabelle 4.4), sodass
gualitative Unterschiede ausgeschlossen werden kénnen. Zum Teil wiesen diese jedoch
deutliche quantitative Abweichungen auf. Wie bereits bei den Ergebnissen der FFikhd
MonosaccharidAnalysen (4.2.2.1 und 4.2.2.2), unterschied sichauch in der

- AGEUI EAOOT carig1 @D AIOBA AIERABO x AOAT OlGkAmrd OT |
i p ©-@I§ als die hauptsachlichen Bindungen hatten mit 51% und 30,5% ebenfalls ein

annaherndes Verhéltnis von 2:1. Von den terminalen VerbindungenGlg (5,9%), T-Gaf
(25%) OT x EA  OT-Manpjj pohce@ Q hGal j ppPhox@P 4 h -Gigp(#,3%6h ung
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j p© o@lep @,5%) wurden zum Wildtyp vergleichbare Mengen detektiert. Spuren von
T-Manp OT A | -Bl& &kdiinten ebenfalls gefunden werden. Deutliche quantitatie
Unterschiede konnten jedoch, wie schon bei der FTIRInd MonosaccharidAnalyse bei
den Melanin- OOAT QK& pks¥ pdg OT A  Epligwfestgestellt werden. Das 2:1
6 AOERTI OT EQO AAO -GIge®TAOT iCBIH AG B R A q Bks MufakeOmits
20,4%und It hvbh Pkt pdgA @ OAT OA T EO cuhpb O1 Apdpmhpb
Mutante mit 23,3% und 10% weitestgehend dasselbe, im Vergleich zu Wildtyp und der
3pdg Mutante, jedoch nahm die Menge beider Bindungen an der Gesamtmenge aller
Bindungen deutlich ab. Dis spricht, wie bereits bei der Analyse des Wildtyps vermutet,
auch dafur, dass diese glykosidischen Bindungen Teil eines separaten Polymers sind. Die
"E1 AB1 CAI-GlpBP chAlq - B AlRCxAokeItmdgs wh x b q Oddd DI w3
(4,6%) sowie die Bindungj p© c@Blp &1 A A QpdgPMutarte (4,1%) und der
3pkst pdgMutante (5,2%) zeigten keine deutlichen Unterschiede zum Wildtyp. Mit 8,2%
xAO AEA " ET BSI®EC jAtcBiotige @ etwas hoherer Menge vorhanden.
Deutlich erhéht in den drei Melaninmuanten waren dagegen die terminalen
Verbindungen T-Glg (9% und 9,6%, 11,4%), TManp (7,1% und 6,2%, 5,1%) und TGaf
(9,9% und 12,6%, 10%)01 x EA -Mapf3 oxdh wb O1 A wb hGIqu(H,36uGch j p© o
whybh ¢hvu b @Gaf@Be ung B%,Q,1%).

| OOCAEAT A OIT AAO '11AEIi Anh AAOO AAO- 7EI AO
1 OAAT O1 A -GaldKkiomannap 7 pildet, zeigen die Ergebnisse der
Methylierungsanalyse, dass ein alleiniges Ausschalten der CarotineiRtoduktion keinen
Einfluss auf die Zusammenstzung der Exopolysaccharide zu haben scheint. Bei fehlender
Melanin-Synthese wird jedoch die Produktion oder die Sekretion des potentiellen
Galaktomannans erhoht. Eine Mdglichkeit stellt die aktive Erhdhung der Produktion
durch den Pilz dar, weil die durth Melanin gegebene Schutzwirkung gegen aul3ere
Einflisse fehlt. Ahnliche Schutzfunktionen konnten auch fur die extrazellulare Matrix
verschiedener Mikroorganismen nachgewiesen werden. Extrazellulare Proteine und
Polysaccharide, aber auch DNAchitzen mikrobielle Biofilme durch Wasserspeicherung
vor Austrocknung, bilden eine Barriere gegen antimikrobielle oder infektiose Substanzen
sowie toxische Metallionen und akkumulieren Nahrstoffe aus der Umwelt
(Flemming, 2017). Die vermehrte Abgabe on EPS und im Besonderen von
Exopolysacchariden kann demnach mdglicherweise ein Melanidefizit in den Mutanten

ausgleichen.
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Glycokonjugate, Zellwanehssoziierte Polysaccharide und Exopolysaccharide mit
GalaktofuranoseEinheiten wurden in vielen Mikroorganismen gefunden. Darunter
stellen humanpathogene Pilze einen erheblichen Anteil dafHeesemannet al, 2011,
Pedersen und Turco, 2003Peltier et al, 2008, Sassakiet al, 2002). Da GdlEinheiten
zudem ausschlief3lich von Mikroorganismen gebildet werden und bisher nicht in
Saugetieren gefunden werden konnten, haben sie in letzteren eine immunogene Aktivitat
und bilden einen wichtigen Ansatzpunkt bei der Diagnose von Infektionen
(Heesemannet al, 2011). Schmalhorstet al. (2008) konnten zeigen, dass die Fahigkeit
GalaktofuranoseEinheiten synthetisieren zu konnen, inA. fumigatuswichtig fur die
Virulenz des Pilzes ist. Innerhalb der Gruppe der schwarzen Hgefist das Galaktomannan
des humanpathogenen VertretersE. jeanselmeiund dessen immunogene Aktivitat
untersucht worden (Sassakiet al, 2011). Ein strukturell sehr &hnliches Polymer wird
auch vonK. petricolagebildet, der selbst aber kein pathogener Pilz ist. Es stellt sich daher
die Frage, welche Funktion das im Vergleich zum Hauptpolymer in geringen Mengen in
der Wildtyp EPS vorkommende Galaktomannan im Lebenszyklus und bei der
Materialbesiedlung des gesteinsbewachsermh Pilzes spielt. Die Zellwand und der sich
unmittelbar darum befindende extrazellulare Raum sind eng miteinander verbunden.
AuBerdem lassen sich besonders in Pilzen die strukturgebenden Zellwand
Polysaccharide und die extrazellularen Polysaccharide nichinmer strikt voneinander
trennen. Haufig werden diese aufgrund geringfiigiger struktureller Anderungen und
damit verbundener hoherer Loslichkeit in den extrazellularen Raum abgegeben
(Breitenbachet al, 2016). Neben der Bedeutung fur die Pathogenitét vieler Pilze wurde
auch eine essentielle Funktion G&beinhaltender Polysaccharide fur das ungestotrte
Wachstum, die Integrtat der Zellwand und die Adhasion von Hyphen irA. nidulans,
A. nigerund A. fumigatusnachgewiesen(Damveld et al, 2008, El-Ganiny et al, 2010,
Lamarre et al, 2009, Paulet al, 2011). Auch Melanin spielt unter anderem eine tragende
Rolle bei der Zellintegritat(Cordero und Casadevall, 2017 Das Ausschalten der Melanin
Synthese inK. petricolaflihrt vermutlich auch zu einer Neuanordnung der gesamten
Zellwand. Da diese strukturgebende Komponente in den Melaninmutanten fehlt, erhdhen
diesemadglicherweise die Synthese des ebenfalls strukturgebenden Galaktomannaom
die Stabilitat der Zellwand zu erhalten. InCryptococcus neoforman&onnte gezeigt
werden, dass Melanin vor allem an ZellwandPolysaccharide mit MannoseEinheiten
gebunden ist (Zhong et al, 2008). Da Melanin Uberwiegend wasserunldslich ist und
demnach bei den meisten Pilzen nicht in den extrazellularen Raum entweicht, wirden in
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diesem Fall auch die gebundenen Polysaccharide die Zelle nicht verlass&enn auch in

K. petricolaMelanin vornehmlich an Galaktomannan in der Zellwand gebunden ist, wirde
das Fehlen von Melanin in den Mutanten méglicherweise dazu fuhren, dass das Polymer
aufgrund hoherer Loslichkeit vermehrt als Teil der EPS nach aufR3en gelgtn Um diese
Hypothese zu Uberprifen sollte jedoch zukinftig die Struktur und Anordnung der

Zellwand-Komponenten des Wildtyps und der Pigmentmutanten untersucht werden.

4.2.3 Visualisierung und Charakterisierung der EPS durch Lektine

Neben derExtraktion und anschlieenden chemischen Analyse der Nta -Bestandteile
von Biofilmen kann eine Charakterisierung auch tber bildgebende Verfahren erfolgen.
Eine Reihe mikroskopischer Techniken haben sich dafiin der Vergangenheit bewahrt
(Neu und Lawrence, 201%. Unter diesen eignet sich die #nhvokale LaserScanning
Mikroskopie in Verbindung mit der FluoreszenzlLektin-Bindungsanalyse (FLBA)
besonders gut fiur die Untersuchung von gemischten (umweltrelevanten) BiofilmefNeu
und Lawrence, 2016. Lektine sind Kohlenhydratbindende Proteine, die in nahezu allen
Organismen, in Bakterien, Pflazen und Tigen, zu finden sind (Goldstein und
Hayes, 1978. Sie binden dabei an spezifische Kohlenhydrate, sodass die Bindung der
Lektine einen Hinweis auf die Zusammensetzung der komplexen Kohlenhydrate geben
kann (Neu und Kuhlicke, 2017. Allerdings ist zur Bindungsspezifitat vieler Lektine bisher
wenig bekannt. Haufig zeigen die Lektine auch eine bevorzugte Bindung an ein
Monosaccharid und werden gleichzeitig von einem andereinhibiert, wodurch es zu
Fehlinterpretationen kommen kann. Demnach kann die FLBA eine strukturelle
Charakterisierung der EZM durch chemische Methoden unterstiitzen, aber nicht als
alleinstehende Methode zur Strukturaufklarung herangezogen werden.

Zunachg sollte festgestellt werden, welche der Lektine aus der vorhanden
Bibliothek an Glycokonjugate der K. petricola Biofilme binden. Dafir wurde ein
FluoreszenzLektin-Bar-Coding (FLBC) (Neu und Kuhlicke, 2017 mit Biofilmen des
K. petricola7 E1 AOUPO O1T A A A O pkér Byl dirth@efutd 8d Korkte 3
sichergestellt werden, das ein Stamm mit allen Pigmenten und ein Stamm ganz ohne
Pigmente in dasScreeningeinbezogen werden konnte. Eine Ubersicht, welche Lektine
getestet worden sind, kann Anhang C entnommen werden. In Tabelle 4.5 sind alle Lektine
aufgelistet, die im Wildtyp uPA 717 AAO ET  Apkdd pdg Gebuhdedaben. Die

Starke der Bindung wurde anhand der Spannung im Photomultiplier klassifiziert.
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Esfiel jedoch auf, dass alle Bindungen im Screenini Tapelle 4.5. Ubersicht des Lektin
vergleichsweise schwach ausfielen. So wird Screenings vorK. petricolaWT und
iiblicherweise in ein starkes Signal bei 40800, ein kY oY

. : : . Lekti Wildt ksT pd
mittleres Signal bei 606800 und ein schwaches exin P SpEet P g‘

_ ) ) _ AAL ++ +++
Signal bei 8001000 unterteilt (Neu und Kuhlicke, AA
++
2017). Jedoch lag die Spannung bei allen f&treening
_ AMA ++
durchgefuhrten Messungen zwischen 800 und 1000. ASA "
Da dennoch visuelle Unterschiede in der Starke der BAN " i
Bindungen erkennbar  waren, wurde die BPA _
Klassifizierung dementsprechend innerhalb dieser [‘cajsepa ¥
Spanne angepasst und vorgenommen. Es wurden 12 csa + +
Lektine gefunden, die im Wildtypund 26 Lektine, die | DBA +
in der Pigmentmutante binden. Davon haben 16 | DSA +
Lektine ausschlieBlich an Glycokonjugate der | ECA +
Pigmentmutante gebunden. Dariiber hinaus banden | GNA + +
die zwei Lektine NPA und PMA nur im Wildtyp. Da GSl +
Lektine an spezifische Glycokonjugate in der EPS und HHA A -
an der Zellwand binden, gibt die selektive Bindung Al -
. . . - . MNA-G ++
einzelner Lektine nur in Biofilmen des Wildtyps oder
MPA | + ~
der Pigmentmutante einen Hinweis darauf, dass die
NPA +
Zusammensetzung derEPS in Verbindung mit der
PMA | ++
Zellwand durch Ausschalten der Pigmentsynthese
PSA ++ +
grundlegend veréndert wurde. Lektine, die im BTA "
Screening potentiell interessante Bindungsmuster RCA it Tt
gezeigt haben (AAL, AIA, GNA, RCA), nor Wildtyp SNA v
gebunden haben (PMA)oder eine besonars gute | gTa —
EPSFarbung zeigten (ASA, HHA, PSA), wurden flr ypa ++ +
eine genauere Analyse mittels FLBA ausgewahlt. Mit, UEAI +++
dieser wurde neben dem Wildtyp und der | WFA +
Doppelmutante auch die Melanin OOAT kA | WGA | ++ +++

untersucht. Tabelle 4.6 Iliset die ausgewahlten
Signalstarke {/oltage): ~ Uber 1000

+ 1000-950
Bindungsspezifitat und das jeweilige Bindungsmuster ++ 956900
+++ 900-800

Lektine auf und gbt eine Ubersicht (ber deren

in den K. petricolaBiofilmen.
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Die drei Lektine AAL, AIA und RCA haben gleichmaRig verteilte Strukturen der EZM
angefarbt, die nicht eindeutig der Zellwand oder EPS zugordheverden konnten
(Abb. 4.26). Wahrend AAL und RCA in jedem der drei untersuchten Stamme gebunden
haben, gab AIA nur in den beiden MelaniMutanten ein Signal. AAL bindet zudem
O b A U E £ERNéoBeEidhkiten) eine Deoxyhexose, die in den Polyszharid-Analysen
nicht gefunden wurde. Hierbei kann es sich aber um den Kohlenhydrdinteil eines
Glycokonjugats (Glycoprotein, Glycolipid) handeln, welchiebei der Extraktion der
ExopolysaccharidPolymere nicht erfasst worden ware. Die Lektine ASA, HHA diPSA
eigneten sich sehr gut, um EPS in den Biofilmen anzufarben (Abb. 4.26). Unter diesen drei
Lektinen hat ASA jedoch nur in den MelaniMutanten, nicht aber im Wildtyp gebunden.
Ein Ruckschluss auf die Struktur kann in diesem Fall nicht getroffen werdema die
Bindungsspezifitat von ASA nicht bekannt ist. Zudem war bei den meisten Lektinen keine
eindeutige Abgrenzung zwischen der Bindung der EPS und der Zellwand mdglich.
Besonders im Wildtyp ist die EPS sehr eng an die Zellen gebunden, sodass EPS und
Zdlwand haufig schwer unterscheidbar waren. Mit dem Lektin GNA wurden jedoch
immer wieder Doppelringe sichtbar, wobei der innere Ring vermutlich die Zellwand und
der &ulRere Ring die EPSlllle zeigte (Abb. 4.26 und 4.27). PMA war das einzige Lektin,
welches ausschlielich in den Biofilmen des Wildtyps gebunden hat (Abb. 4.26). Der
Verlust des Melanins in den Mutanten fiihrte sehr wahrscheinlich auch zu einem
grundlegenden Umbau der Zellwandstruktur. Die alleinige Bindung im Wildtyp zeigt, dass
durch das Ausschlten der Melanin-Synthese nicht nur Strukturen dazu gekommen sind,
beispielsweise eine grofere Menge EPS, sondern dass dadurch auch Strukturen,
maoglicherweise durch einen Umbau der Zellwand, verloren gegangen sind. Um welche
Substanzen es sich dabei hanttekann jedoch nicht genauer bestimmt werden, da auch
hier die Bindungsspezifitat nicht bekannt ist. Im gesamten Lekti®Screening fiel zudem
auf, dass die LektinL6sungen, welche auf die Biofilme gegeben wurden, nicht vollstandig
durch den Biofilm diffundieren konnten. So entstanden Abschnitte, in denen man die
Bindung des Lektins in Form des spezifischen Musters detektieren konnte, und andere
Abschnitte, in denen keinerlei Bindung zu sehen war. Eine Funktion der EZM vieler
Organismen ist die Wirkung als Dfusionsbarriere zum Schutz vor antimikrobiellen
Substanzen(Lewis, 2001). Demnach koénnte auch die Diffusion der Lektine durch die
untersuchten K. petricolaBiofilme durch eine solche BarriereFunktion beeintrachtigt

worden sein.
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K. petricola WT und/oder

Melaninm utanten. Fuc Fucose, Man Mannose, Glc Glucose, GlcNAabtylglucosamin

_ _ 3pks/  Bindungs- Spezielle
Lektin Organismus WT  3pks N _
3pdg spezifitat Eigenschaften
Aleuria aurantia Strukturen der EZM;
AAL | (Gemeiner X X X | |-Fuc OEAEOAAO Al
Orangebecherling) gleichmaRig verteilt
Artocarpus wie AAL, jedoch werden
AlA integrifolia X X unbekannt | andere Strukturen
(Jackfrucht) gefarbt
keine eindeutige
Allium sativum Abgrenzung von EPS
ASA X X unbekannt
(Knoblauch) und Zellwand (mehr
EPS in Doppelmutante)
Zellwand/
EPSDoppelringe z
Galanthus nivalis besonders im WT
GNA X X X 1-Man . _ _
(Schneegltckchen) sichtbar (innerer Ring =
Zellwand; aulRerer Ring
= EPS)
Hippeastrum hybrid
HHA _ X X X 1-Man gute EPSFarbung
(Amaryllis)
Polygonatum gute Zellwand-Farbung
multiflorum im WT, gelegentlich
PMA _ _ X unbekannt _
(Vielbltige auch kleine Mengen
Weillwurz) EPS gefarbt
) _ 1-Man, EPS in allen Stammen,
Pisum sativum - -
PSA X X X 1-Glc, Diffusion durch Biofilm
(Gartenerbse) ;
1-GIcNAc | oft unvollstéandig
o _ ungewohnliche
Ricinus communis
RCA X X X unbekannt | Struktur in EZM,
(Wunderbaum) )
reproduzierbar
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Wildtyp 3~pk ' 3pkst pdg

=
7 At

Abbildung 4.26. Bindung ausgewabhlter Lektine in K. petricola Wildtyp und Pigmentmutanten. Die

mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Lektine AALAIA, ASA, GNA, HHA, PMA, PSA und RCA wurden

UO OEAAAT 4AcA Al OAT "ET £EI T AT  HEOT Aoksk #d@gegefen id A AAO
die Bindung wurde mit konvokaler LaserScanningMikroskopie dokumentiert. Maf3stabsbalken = 10 pm.

(Fortsetzung au nachster Seite)
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3pkst pdg
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PMA

Abbildung 4.26. Fortsetzung
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Abbildung 4.27. Bindung des Lektins GNA in K. petricola
Wildtyp. Bei einigen Zellen des Biofilms wurden durch die
Bindung des Lektins GNA Doppelringe  sichtbar
(gekennzeichnet durch Pfeile). Der innere Ring zeig
mdglicherweise die Zellwand des Pilzes, der duRere Ring di
EPSHiuille.

4.2.4 Isolierung und Visualisierung extrazellularer Proteine

Um extrazellulare Proteine ausK. petricola Biofilmen zu extrahieren, wurden zwei
verschiedene Methoden verglichen. Bei den EPS des schwarzen Pilzes handelt es sich, wie
AAOAEOO ET 18¢8p n6EOOAI EOEAOOTI Ch %gQ@AEOEI I
fest an die Zellen gebundene EP&. petricolagibt sichtbar keine Substanzen in das
umliegende Medium ab. Zudem ist die Analyse der EZBsammensetzung in Biofilmen
besonders unter dem Aspekt der Materialverwitterung vorzuziehen, sodass eine Methode
gefunden werden sollte, die die Extraktion von extraellularen Proteinen aus Biofilmen
ermdglicht. Mit chemischen EP&Extraktionsmethoden kdénnen héaufig deutlich groRere
Mengen EPS abgeltst werden, jedoch bergen diese auch die Gefahr der vermehrten
Zelllyse (Liu und Fang, 2002Zorel et al,, 2015). Obgleich oftmals nur geringe Ausbeuten
mit physikalischen Extraktionsmethoden erzielt weden, konnten Zorel et al. (2015)
feststellen, dass die Menge und Zusammensetzung der extrahierten Proteine anaerober
Klarschlamme bei chemischen und physikalischen Extraktionsmethoden gleich blieb.

In dieser Arbeit wurden fir die Extraktion extrazellularer Proteine die milde
chemische Etraktion mit NaOH und Formaldehyd und die physikalische Extraktion
ausschlie3lich durch Zentrifugation verglichen. Die Zentrifugationsmethode hat dabei
den Vorteil, dass die Anzahl lysierter Zellen und damit die Kontamination mit
intrazellularem Material mdglichst gering gehalten wird. Die Menge extrahierten
extrazellularen Materials ist aber haufig ebenso geringZorel et al,, 2015). Aufgrund der
hohen Zellwand und Melanin-vermittelten Stabilitdt von K. petricolaZellen ist der Grad
der Lyse auch bei chemischer Extraktion gering (vgl. 4.2.1). Jedoobsteht bei dieser
Methode der Nachteil, dass Proteine bei der Extraktion ausgefallt werden kénnten. So

gleicht die Loslichkeit von Proteinen einer Vartigen Kurve, wobei die Loslichkeit bei
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einem pHWert am isoelektrischen Punkt des Proteins am geringsteist. Die gewéhlte
chemische Extraktionsmethode erfordert die Erhdéhung des phiVertes, um die
Dissoziation der EPS zu ermdglichefWingender et al, 1999). Extrazellulare Prokine,
deren isoelektrischer Punkt nahe des pHWerts liegt, gehen so wahrend der Extraktion
verloren. Eine chemische Extraktionsmethode mit NaOH und Formaldehyd wurde in
dieser Arbeit auch fur die Extraktion extrazellularer Polysaccharide verwendet (vgl.
42.1). Entsprechend war davon auszugehen, dass neben den Proteinen auch ein
betrachtlicher Anteil der Polysaccharide extrahiert wird, die in grof3erer Menge die
folgenden Analysen stéren konnen. Die chemischen Extrakte hatten aufgrund der
Polysaccharide einehohe Viskositéat, welche die weitere Aufarbeitung erschwerte.

Die Analyse der konzentrierten Proteinextrakte mit SD®AGE und anschlieRender
Farbung mit kolloidalem Coomassie lieferte zwolf Proteinbanden (Abb. 4.28). Zwei sehr
ausgepragte Banden bei ca.56und 33 kDa waren in allen Extrakten deutlich erkennbar.
Dariiber hinaus konnten vor allem in den durch Zentrifugation erhaltenen Extrakten elf
weitere schwache oder sehr schwache Banden identifiziert werden. Da die Banden in den
Zentrifugationsextrakten aber insgesamt starker waren, kann anhand der SEFAGE
nicht endgiltig darauf geschlossen werden, dass diese Proteine in den NaOH/FA
Extrakten nicht vorhanden waren. Die Menge chemisch extrahierter Proteine war im
Vergleich zur physikalischen Extraktion ingesamt geringer, sodass die ohnehin schon
niedrig konzentrierten Proteine auf dem Gel, aufgrund fehlender Sensitivitat, nicht
sichtbar gemacht werden konnten. Die Ergebnisse zeigen aber, dass bei der Extraktion
extrazellularer Proteine aus K. petricola Biofiimen die Herangehensweise mit
vergleichsweise aggressiven Methoden nicht zwingend nétig ist. Vielmehr konnte mit der
am geringsten invasiven Extraktionsmethode eine fur folgende Analysen ausreichende
Menge von Proteinen extrahiert und gleichzeitig & Gefahr des pHNert-abhéngigen
Verlusts einzelner Proteine vermindert werden. Auch das Bandenprofil beider Methoden

war vergleichbar.
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Abbildung 4.28. SDS-PAGE extrazelluléarer Proteine aus K. petricola Biofilmen. Proteine wurden aus
Biofilm -Suspensionen chemisch (NaOH+FA) oder physikalisch (Zentrifugation) extrahiert, mit
Ammoniumsulfat gefallt und konzentriert. Drei Replikate wurden bei jeder der Extraktionsmethoden
mitgefihrt. Pfeile zeigen die auf dem Gel gesehenen Banden. Einigaedga waren so schwach, dass sie auf

dem eingescannten Bild nicht mehr sichtbar sind. M Marker.

4.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die extrazellularen Substanzen des mikrokolonialen
Pilzes K. petricolaerstmals isoliert und die extrazellularen Polysaccharide strukturell
charakterisiert. Der Vergleich des Wildtyps mit verschiedenen Pigmentmutanten zeigte,
dass das Fehlen des Schutzpigmentes Melanin in den Zellen zu vermehrter AB8abe

oder Synthese in den Biofilmen fuihrte. ARerdem fiihrte dies auch zu einer Anderung der

A N A~ oA A~ . s s ~~ N

3000EOOO AAO ABOOAUATITI O1 ROAT 011 UOA-BIAcEMA OEAAS

OT A U0 x ¢ mbGalaktemannap fapgab, war der Anteil des potentiellen
Galaktomannans in der EZM der Pigmentmutanten delidh erhéht. Dagegen hatte das
Ausschalten der CarotinoidSynthese keinen Einfluss auf die Beschaffenheit der
extrazellularen Polysaccharide. Neben der strukturellen Analyse konnte eine
Veranderung in der EPSMenge und ihrer Struktur durch mikroskopische
Untersuchungen visualisiert werden. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse deuten
darauf hin, dass zwei Polymere Bestandteil der EZM sind, jedoch sollte dies in zuktinftigen
Analysen durch praparative GPC weiter untersucht werden. Dabei werden die einzelnen
Polymere aufgetrennt und separat eluiert. Danach konnen die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Strukturanalysen nochmals durchgefihrt werden, sodass die
Bindungstypen auch sicher den einzelnen Polymeren zugeordnet werden kdnnen.
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Die wahrend der Arbeit paralel mit den extrahierten EPS des Wildtyps durchgefiihrten
Rasterkraftmikroskopie-Experimente (AFM) ergaben,dass mit der EPS.6sung die
Korrosion von Oberflachen hervorgerufen werden kannBreitenbach et al, 2018). Da
neben extrazellularen Polysacchariden vor allem Enzyme bei der Interaktion mit dem
Substrat beteiligt sind, sollte zukinftig ebaso das Exoproteom des Pilzes charakterisiert
werden, um weitere Hinweise Uber die Beteiligung der EPS des Pilzes an
Verwitterungsprozessen am Substrat zu erhalten. Die Extraktion und Auftrennung
extrazellularer Proteine des K. petricola Wildtyps konnten in dieser Arbeit bereits
erfolgreich durchgefiihrt werden.

Bei Melanin, Carotinoiden und auch der EZM eines Biofilms handelt es sich um
Substanzen, fir die schon haufig eine bedeutende Rolle bei déoleranz gegenuber
Trockenstress, UVStrahlung und oxidaivem Stress in anderen Organismen
nachgewiesen wurde. Da vonK. petricola Stamme vorliegen, die entweder alle
Schutzpigmente und stattdessen geringere Mengen EPS produzieren, oder aber Defizite
in der Ausbildung von Schutzpigmenten haben, aber stattdesse@ermehrt EPS abgeben,
kénnte dahingehend die Anfalligkeit gegeniber diesen Stressarten in den Stammen
untersucht werden. Zum Beispiel ist moglicherneise die Toleranz der Melaninmitante
3pks gegeniber einzelnen Stresstypen durch die groRere Menge EPS ertdder aber
durch das Fehlen des Melanins verringert. Aul3erdem gibt es Hinweise, dass Organismen
die Zusammensetzung ihrer Carotinoide zur Abwehr schadlicher Einflisse auch
kurzfristig andern koénnen (Ehling-Schulz et al, 1997, Sakaki et al, 2002). Auch
Gorbushina et al. (2008) konnten bereits eine Akkumulation der Carotinoid-Vorstufe
Phytoen in K. petricolaZellen bei Trockenstress beobachterDie Rolle der Carotinoide
sollte bei entsprechenden Experimenten berucksichtigt werden, da héaufig ein
Zusammenspiel mehrerer Faktoren bei der Reaktion auf auf3ere Einfllisse vorliegt.
Gleiches gilt naturlich auch fur die anderen Mutanten. So lassen sich moglicherweise
Hinweise auf de Bedeutung von Melanin, Carotinoiden und EZM in Bezug auf die Toleranz
gegenuber verschiedene Stresstypen des sehr widerstandsfahigen schwarzen Pilzes

K. petricolafinden.
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A Plasmidkarten

1084243 repC

1920...1084 reph

Ppet+3xFLAG 8310...9384 pUR-oph2{1-4).xdna - 12055 nt

_|_

SpdSm 77608770

KmR 63227137

Al: pUR-cph2(1-4)

Ppet) 8940 9384

Spl/sm 77608770

pUR-cph2{5-8).2xdna - 10531 nt

_|_

KmR 63227137

A2: pUR-cph2(5 -6)

XVII



Anhang

B Infoblatter Farbfolien

r=sco

COLOR FILTER TECHNICAL DATA SHEET

SWATCHBOOK: E-COLOUR +

COLOR FILTER: #027 Medium Red COLORIMETRIC DATA
DESCRIPTION: Color Effects Lighting Filter. OBSERVER: CIE 1964 10°
TRANSMISSION = 3% or -5.1 stop loss SOURCE: * A’ (tungsten)
MIRED SHIFT = Not Applicable. °  'D6S5' (daylight)
CC EQUIVALENT = Not Applicable.
E-COLOUR + #027 Medium Red m":. CIE CHROMATICITY DIAGRAM
1 U 28310
® A s2041
8 45031]
L v ————
HUNTER LAB
™ SOURCE D8S
# @ L 20.014]
A 51814
é w B w0379|
. B CIE 1964
SOURCE A
o | Y ssm4
2 x o0ess
0.304)
10

1733
MATERIAL SPECIFICATIONS: AVAILABLE SIZES:
General Description:  Dye-Coated Polyester Film 20in. x 24 in. sheets (50cm x 80cm)
Substrate: PET (Polyethylene Terephthalate) W 21in.x 24 in. sheets (53 x 60cm)
Thickness: 3.0 mil {.003" or 75 micron) 24.in.x 25 ft. rolls (60cm x 7.62m)
W 48in.x 25 M. rolls (121cm x 7.62m)
Manufactured in: UK. 60in. x 20 ft. rolls (152 .4cm x 6,10m)

13.5 in. Diameter Glass (34.3cm) - Cut to order
mmvﬁu‘ogmm

Rights Rosorved

B1: Farbfolie #27
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SWATCHBOOK: E-COLOUR +
COLOR FILTER: #089 Moss Green
DESCRIPTION: Color Effects Lighting Filter.

TRANSMISSION = 31% or -1.7  stoploss

MIRED SHIFT = Not Applicable.
CC EQUIVALENT = Not Applicable.

COLOR FILTER TECHNICAL DATA SHEET

E.COLOUR + 8089 Moss Green

g

%2 ¥ &8 858 8 3 8 8

3

o

COLORIMETRIC DATA

OBSERVER: CIE 1964 10°

SOURCE: « A’ (tungsten)
°  'D6S' (daylight)

CIE CHROMATICITY DIAGRAM

00 0t 02 03 04 08 06 Or o8
(x)

MATERIAL SPECIFICATIONS:

General Description:  Dye-Coated Polyester Film
Substrate: PET (Polyethylene Terephthalate)
Thickness: 3.0 mil (.003" or 75 micron)

Manufactured in: UK.

B2: Farbfolie #89

AVAILABLE SIZES:

20in. x 24 in, sheets (50cm x 60cm)

211in. x 24 in. sheets (53 x 60cm)

24in. x 25 ft, rolls (60cm x 7.62m)

48in. x 25 1. rolls (121cm x 7.62m)

60 in. x 20 ft. rolls (152.4cm x 6.10m)

13.5 in. Diameter Glass (34.3cm) - Cut to order

Copyniht 2001, Rosco Laborakias (e
Ab Rights Rosoned.
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B3: Farbfolie #120
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