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1. Einleitung

1.1Cystische Fibrose und Pseudomonas aeruginosa

Mit dem Fortschritt der Medizin und dem steigenden Lebensstandard der Indust-
rienationen haben sich die Schwerpunkte und Aufgaben der Infektionsmedizin
gewandelt. Im Vordergrund stehen nicht mehr so sehr die obligat pathogenen
Keime, sondern vielmehr die Flora der Umwelt, der Haut und der Schleimhaute,
sowie des Intestinaltraktes, welche auf dem Boden akuter oder chronischer
Grunderkrankungen zu rezidivierenden Infektionen fuhrt. Aufgrund einer mittler-
weile oft weit fortgeschrittenen Resistenzlage gegenuber Antibiotika stellen sie
zunehmend ein ernsthaftes Problem dar, erinnert sei zum Beispiel an die in den
letzten Jahren immer haufiger auftretende Methicillinresistenz bei Staphylococ-
cus aureus (MRSA), oder die naturliche und erworbene Mehrfachresistenz von

P. aeruginosa.

Eine dieser Grunderkrankungen, die typischerweise mit einer chronischen Infektion ein-
hergeht, ist die Cystische Fibrose (CF). Mit einer Haufigkeit von 1:2500 Lebendgebur-
ten und einer Heterozygotenrate von 1:25, ist sie die hdufigste schwere erbliche Stoff-
wechselerkrankung in der kaukasischen Bevoélkerung [5] [13] [19]. Die Erkrankung wird
autosomal-rezessiv vererbt [37]. Die Pathogenese beruht auf einer Mutation in einem
Gen, welches fiir ein Transmembranprotein kodiert, der Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator (CFTR). Das betreffende Gen befindet sich auf dem langen Arm
von Chromosom 7 [27] [44] [45]. Es gibt mehr als 1000 Mutationen in diesem Gen, die
haufigste (in ca. 70% der Félle) ist jedoch der Verlust von drei Basenpaaren, welcher zur
Deletion der Aminosaure Phenylalanin in Position 508 des Proteins fiihrt. Dieses CFTR
ist ein Protein der Zellmembran, welches die Eigenschaften eines Chlorid-Kanals auf-
weist [2] [4] [6] [25][49]. Der Pathomechanismus beruht auf einer Stérung des Elektro-
lytflusses und damit auch der Mukussekretion in den Epithelien exokriner Organe [31]
[46].




Es kommt zur Bildung eines extrem zahen Mukus mit der Folge eines Sekret-
staus. So wird verstandlich, dass vor allem der Darm (Mekoniumileus), das
Pankreas (Pankreasfibrose) und die Atemwege davon betroffen sind. Fur die
Lunge bedeutet dies, dass es aufgrund der gestoérten Lungenclearence zu chro-
nischen endobronchialen Infektionen kommt, mit der Folge eines bronchiektati-

schen Emphysems und einer reaktiven Lungenfibrose [43].

Die fur die Bronchitiden und Pneumonien verantwortlichen Erreger zeigen eine
typische Altersverteilung. So sind Uber 70% der unter 4-jahrigen CF-Patienten
mit S. aureus und nur etwa 30% mit P. aeruginosa infiziert [42], wahrend bei
Erwachsenen P. aeruginosa mit 80% gegenuber S. aureus mit 30% deutlich
dominiert. Weitere haufig isolierte Keime sind Hamophilus influenzae und Myko-

bakterien, sowie Aspergillus-Arten [13].

Die fortschreitende Zerstérung des Lungengewebes ist mit 95% die haufigste
Todes- ursache der CF-Patienten. P. aeruginosa nimmt also als Erreger eine
herausragende Stellung im Krankheitsgeschehen von CF-Patienten ein [14]
[15]. Es handelt sich hier- bei um ein gramnegatives, 0,5-1 pm dickes und 1,5-
5,0 um langes, polar monotrich begeil3eltes und bewegliches Stabchenbakteri-
um. Das Vorkommen dieses Keimes ist ubiquitar, er bevorzugt feuchtes Milieu,
wie etwa Oberflachengewasser, Pflanzen und Lebensmittel, aber auch Beat-
mungsgerate, Waschbecken und sogar Desinfektionsmittel, wie quaternare
Ammoniumverbindungen oder 0,02% Chlorhexidinldosung [3]. Die meisten
Stamme produzieren unter geeigneten Bedingungen verschiedene Farbstoffe,
so das Pyocyanin oder das Pyoverdin [26], daher auch der veraltete Name
"Bacterium pyocyaneum" [18] [50]. Bei Kultur auf Schafblutagar zeigen die meis-
ten Stamme eine R-Hamolyse. Die Kolonien werden nach 12-20 h Bebrutung
sichtbar. Sie sind von grauer Farbe, flach, gelappt oder ausgefranst. Die optima-
le Wachstumstemperatur betragt 36£1°C. Das Krankheitsgeschehen wird zum
einen durch die Abwehrlage und zum anderen durch bestimmte Eigenschaften

der Erreger, Virulenzfaktoren zu bilden bestimmt. Hier sind das




Alginat, Hamolysine, Elastase, Alkalische Protease und das Exotoxin A von Be-
deutung. Das Alginat ist ein komplexes Exopolysaccharid, welches die Bakteri-
enkolonien mit einer Art Schleimhulle, nicht aber im Sinne einer echten Kapsel
umgibt. Chemisch ist es aus D-Mannuronsaure, L-Guluronsaure, sowie aus 2,3-
O-Acetyl-mannuronsaure aufgebaut (siehe Abb. 1.1) [29] [30]. Diese Polysac-
charidschicht stellt einen wirksamen Phagozytoseschutz dar und erweist sich
gleichzeitig als Diffusionsbarriere gegenuber Antibiotika, Desinfektionsmittel und
Komplementfaktoren. Manche Stamme produzieren extrem viel Alginat und
werden daher als mukoid bezeichnet. Typischerweise werden solche Stamme

gehauft aus der Lunge von CF-Patienten isoliert [14].
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Abb. 1.1 Struktur der Komponenten des Polysaccharids Alginat

Die Elastase und andere Exoproteasen von P. aeruginosa sind fur das patholo-
gisch anatomische Bild der Infektion mitverantwortlich. Es zeigt sich eine sero-
fibrindse, fibrinGs-eitrige oder hamorrhagische, nekrotisierende Entziindung der
Schleimhaute. Die Elastase ist relativ unspezifisch und spaltet auch andere Pro-
teine, wie Immunglobuline und Komplementfaktoren [18]. Diese Exoproteasen
sind als Antigen wirksam und bilden im infizierten Organismus Immunkomplexe,
welche sich im betroffenen Gewebe anreichern. Durch Bildung chemotaktischer
Substanzen werden Neutrophile Granulozyten angelockt, welche zusammen mit
durch die Immunkomplexe aktivierten Komplementfaktoren zu einer Entzin-

dung, der Typ Il Hypersensitivitatsreaktion fihren [10] [20].




1.2 Quorum Sensing

P. aeruginosa reagiert auf Veranderungen der Umweltbedingungen mit einer
Anderung der Genexpression. So induziert Umweltstress, wie O,-Mangel oder
H,0, die Alginatproduktion [33] [53]. Eines dieser Regulationsmechanismen ist
das sogenannte Quorum Sensing. Es handelt sich hierbei um ein inter- und in-
trazellulares Kommunikations- und Regulationssystem mittels Botenstoffen, den
Autoinducern. Ein derartiges System konnte bei vielen gramnegativen Bakterien
gefunden werden [23]. Bei P. aeruginosa ist vor allem das LasR/Lasl und das
RhIR/RhIlI wichtig. Lasl und Rhll sind die signalmolekilbildenden Enzyme. In
Verbindung mit den Transkriptionsfaktoren LasR und RhIR aktiviert das Signal-
molekul die Expression einer ganzen Reihe von Genen. Die Konzentration der
Signalmolekile steigt mit zunehmender Zellzahl an, ihr Effekt hangt also von der
Wachstumsphase ab. Es sind bisher 39 solcher Gene bekannt, die durch Au-
toinducer reguliert werden [28] [36] [51]. Diese Signalmolekule wirken sowohl in
der Zelle, als auch, in den Extrazellularraum abgegeben, in anderen Zellen , es
kommt zu einer positiven Riuckkoppelung, die Signalwirkung verstarkt sich selb-
standig, daher die Bezeichnung Autoinducer, so steigern sowohl Lasl, als auch
Rhll die Synthese von Rhll. Die von diesem System regulierten Gene werden in
vier Klassen unterteilt [51]. In der Klasse | befinden sich Genen, deren Expres-
sion hauptsachlich durch Lasl gesteigert wird, Rhll hat kaum einen Einfluss, die
Kombination beider Moleklle ist etwas effektiver, als Rhll allein. Hier befinden
sich unter anderem Gene, die fur eine Peptidsynthetase, flr ein polyaminbin-
dendes Protein und fur ein FAD-bindendes Protein kodieren. Die Gene der
Klasse Il werden nur von Lasl reguliert, die Kombination ist weniger effektiv.
Diese Gene kodieren unter anderem fir ein Transmembranprotein und fur En-
zyme der Pyoverdinsynthese. Die in der Klasse Il zusammengefassten Gene
werden durch beide Autoinducer stark aktiviert, die Kombination ist noch um ein
vielfaches effektiver. Diese Gene kodieren unter anderem fir die Rhll-Synthese,
fur Chloramphenicolresistenz und flir Cytochrom p450. Die Gene der Klasse IV
werden nur durch die Kombination von Lasl und Rhll effektiv aktiviert, hier be-

finden sich unter anderem Gene fur die Asparaginsynthese.
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Die Elastasesynthese wird von beiden Autoinducern gesteigert, der Effekt von
Lasl ist dabei ausgepragter, als der von Rhll [40]. Die Transkriptionsfaktoren
besitzen eine N-terminale Domane, welche den Autoinducer bindet, sowie eine
C-terminale Domane, welche mit der DNA interagiert. Chemisch sind die Au-
toinducer Homoserinlaktone mit einem Alkylrest, im Falle von Lasl handelt es
sich  um N-(3-oxododekanoyl)-homoserinlakton und von Rhll um N-
butyrylhomoserinlakton (siehe Abb. 1.2). Es konnte gezeigt werden, dass diese
Autoinducer die Expression von lasB, dem elastasekodierenden Gen, steigern,
wobei eine deutliche Hierarchie zu beobachten ist, in der Art, dass das Rhl-
System vom Las-System abhangt [38] [39] [40] (siehe Abb. 1.3.)

N/\/\/\/\

N-(3-oxododekanoyl)-homoserinlakton

i /Cl)\/\
N-butyrylhomoserinlakton

Abb. 1.2 Struktur von Lasl und Rhll

Es wurde jedoch noch ein weiteres Signalmolekul gefunden, welches nicht zu
den eigentlichen Autoinducern gezahlt wird, da dessen Synthese nicht dichte-
abhangig ist. Es handelt sich hierbei um 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon, das
Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) (siehe Abb. 1.4). Pesci et al. konnten

zeigen, dass auch das PQS die Elastaseexpression steigert [41].
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Autoinducersysteme LasR/ Lasl

und RhIR/ Rhll

Die Tatsache, dass es sich bei diesem Signalmolektl um ein Chinolon handelt,

ist insofern Uberraschend, als dass sich eine wichtige Antibiotikaklasse von den

Chinolonen ableitet, welche gerade zur Behandlung von Pseudomonasinfektio-

nen verwendet wird, die Gyrasehemmer [9]. Besonders die Fluor-Chinolone mit

einem Piperazinring an C7, so zum Beispiel das Ciprofloxacin (siehe Abb. 1.4),

haben sich als gut wirksam gegen P. aeruginosa erwiesen [47]. Angriffspunkt
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der Chinolone ist die bakterielle DNA- Topoisomerase (Gyrase), speziell die Un-
tereinheit A. Die Aufgabe der Gyrase besteht in der Einfuhrung einer negativen
Windung in die DNA-Helix, dies fuhrt zu einem hoheren energetischen Niveau in
Form von Torsionsenergie. Diese Energie wird fur alle Ablesevorgange, sowie
fur die Ausbildung der Superhelices (Supercoiling) bendétigt. Diese zusatzliche
Verdrillung der DNA-Helix ermoglicht es erst, das DNA-Molekul Uberhaupt in der
Bakterienzelle unterzubringen. Aufgrund der zentralen Rolle dieses Enzyms ha-
ben die neueren Gyrasehemmer eine bakterizide Wirkung sowohl auf ruhende,
wie auch auf proliferierende Keime. Sie wirken selektiv auf Bakterien, da der
Mensch dieses Enzym nicht besitzt. Der Vorteil der Chinolone ist zum einen die
Madglichkeit der peroralen Applikation, zum anderen die im Vergleich zu den A-
minoglykosiden geringere Toxizitat. Weiter ist die Gewebegangigkeit der Chino-
lone wesentlich besser, als die der 3-Laktame oder der Aminoglykoside, so dass
sie auch auf intrazellulare Erreger wirken [32] [47]. Kontraindiziert sind die Gyra-
sehemmer bei Schwangeren. Bei Kindern vor Abschluss des Langenwachstums
und bei Patienten mit zerebralen Krampfleiden sollten sie zurlckhaltend ver-
wendet werden, bei der Behandlung von Kindern mit CF ist die Anwendung je-
doch vertretbar [32] .

COOH
| 0O
H
K\N N
gy A
N
H
Ciprofloxacin 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS)

Abb. 1.4 Struktur des Antibiotikums Ciprofloxacin und des Signalmolekils PQS
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Die antibiotische Therapie von Pseudomonasinfektionen bei CF-Patienten ges-
taltet sich besonders schwierig, sie muss uber lange Zeitrdume hinweg durchge-
fuhrt und haufig wiederholt werden. Bei diesen Patienten ist es kaum mdglich,
alle Erreger zu eliminieren. Grund daflr ist zum einen der abnorme Mukus, zum
anderen das Exopolysaccharid Alginat von P. aeruginosa. In einem derartigen
Milieu herrschen schlechte Diffusionsverhaltnisse, so dass nicht Uberall ausrei-
chend hohe Antibiotikakonzentrationen erreicht werden. Es kommt dadurch zu
einem Bakterienwachstum bei subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen.
Die in dieser Arbeit verwendeten subinhibitorischen Ciprofloxacinkonzentratio-
nen sind also nicht nur ein experimenteller Gedanke, sondern eine in der Praxis

haufig auftretende Problematik.

1.3 Ziel der Arbeit

Da phanotypisch mukoide P. aeruginosa Stamme besonders haufig bei CF-
Patienten vorkommen, werden in dieser Arbeit die Virulenzfaktoren Alginat und
Elastase auf eine mdgliche Koppelung der Expression oder eine gegenlaufige
Regulation hin untersucht.

Aufgrund der Strukturahnlichkeit des Signalmolekiils PQS mit den Chinolonanti-
biotika soll zusatzlich der Einfluss subinhibitorischer Konzentrationen von
Ciprofloxacin auf die Synthese dieser Virulenzfaktoren als Umweltstress oder im
Sinne eines PQS-Agonismus /Antagonismus untersucht werden. Um die Bedeu-
tung der Autoinducer unter diesen Wachstumsbedingungen mitzuerfassen, wer-
den neben verschiedenen Wildtypen Mutanten mit Defekten in den Autoinducer-
systemen verwendet. Die Alginatsynthese wird mittels eines chemi-
schen/biochemischen Verfahrens bestimmt und durch ein immunologisches
bestatigt. Die Elastasesynthese wird mit einem weiteren immunologischen Ver-

fahren quantifiziert.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Stamme von P. aeruginosa

- PAO1: Wildtyp (1) [44]

- P. aeruginosa lasB: dieser Stamm ist eine elastasenegative Mutante [52],
es wird also uberhaupt keine Elastase gebildet (1)

- P. aeruginosa 711413.1, 711C4.1 und 7VI11405.1: hierbei handelt es sich um
Umweltisolate, wobei 711413.1 einen mukoiden Phanotyp aufweist (1)

- P3: Wildtyp (2)

- P2: Elternstamm von P4 und P34, Kanamycin 50 Resistenz (2)

- P4: Quorum Sensing Defekt-Mutante, der Tanskriptionsfaktor LasR wird nicht
gebildet, Tetracyclin 40 Resistenz, Kanamycin 50 Resistenz (2)

- P34: Quorum Sensing Defekt-Mutante, der Transkriptionsfaktor RhIR wird
nicht gebildet, Tetracyclin 40 Resistenz, Kanamycin 50 Resistenz (2)
(1): Institut fur Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene, Wilhelmstralde 31,
Universitat Tubingen, 72074 Tubingen, Deutschland
(2): School of Pharmaceutical Sciences, Institute of Infections and Immunity,
University of Nottingham, Nottingham NG7 2RD, England

2.2 Kulturen

2.2.1 Ubernachtkultur

Um eine Flussigkultur zu erhalten, wurden 10 ml TSB (Tryptone Soy Broth,
Oxoid Ltd, Basingstoke, England, 15 g in 500 ml Aqua bidest.) in ein 50 ml Kul-
turréhrchen (Falcon 352070, Becton Dickinson and Company, Franklinlakes,
NY, U.S.A.) gegeben. Das sterile Nahrmedium wurde mit einer Einzelkolonie
angeimpft und 18 Stunden lang in einem Schuttelbrutschrank bei 37 °C und 180
Umdrehungen pro Minute (UpM) inkubiert (Infors HT, Infors GmbH, Stuttgart,
Deutschland).
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2.2.2 Einfrierkultur

Dieses Verfahren diente dem langfristigen Aufbewahren von Bakterien. Hierzu
wurden 900 pl einer Ubernachtkultur mit 100 pl sterilen Glycerin (Merck AG,
Darmstadt, Deutschland) in ein 2 ml Réhrchen gegeben (Kryo-Rdhrchen, Grei-
ner Labortechnik GmbH, Frickenhausen) und die Kultur bei =73 °C (Tiefkuhltru-
he Colora UF85-460T, Stiel, Tubingen, Deutschland) gelagert.

2.2.3 Blutagarkulturen

Es handelte sich hier um ein Vollmedium und diente als Nahrboden zur Beurtei-
lung der Morphologie der Bakterienkolonien, sowie als Ausgangsmaterial, um
Einzelkolonien fir das Animpfen weiterer Medien zu gewinnen. Zur Herstellung
von Blutagarkulturen wurde das Verfahren des fraktionierten Beimpfens ange-
wandt. Mit einer im Bunsenbrenner ausgegliuhten Metallose wurde eine geringe
Menge Bakteriensuspension aus einer Einfrierkultur entnommen und anschlie-
Rend auf 1/3 der Flache des Blutagar ausgestrichen. Mit einer weiteren sterilen
Ose wurde aus einer Ecke des ersten Drittels heraus ein weiteres ausgestri-
chen, mit dem letzten Drittel wurde ebenso verfahren. Dann wurde der Agar bei

37 °C 18 h lang in einem Brutschrank inkubiert.

2.3. Alginatbestimmung

Zur Bestimmung des Exopolysaccharids Alginat wurden die zu untersuchenden
Pseudomonas-Stamme auf Selektionsplatten zwei Tage kultiviert und die syn-
thetisierte Alginatmenge mit einem Carbazol-Assay quantifiziert. Als Bezugs-
groflie wurde die entsprechende Bakterienmenge als Proteinmasse mittels Pier-

ce-Assay bestimmt.
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2.3.1 Herstellung von Pseudomonas-Selektions-Platten.

Als Nahrmedium wurde 22,5 g Pseudomonas Isolation Agar (PIA) (Difco Labo-
ratories, Detroit, MI, U.S.A.) mit 490 ml Aqua dest. und 10ml Glycerin angesetzt
und bei 121 °C 20 min lang autoklaviert. Der beim Abkuhlen erstarrte Agar wur-
de in einer Mikrowelle (Panasonic, Tokio, Japan) bei 440 Watt 15 min lang er-
hitzt und in einem Wasserbad bei 40 °C (Fryka-Therm FT800, Fryka Kaltetech-
nik, Esslingen, Deutschland) warm gehalten. Fur die antibiotikumfreie Kontrolle
wurde 1 ml steriles Aqua dest. und 9 ml flussiger PIA in eine Petrischale
(Cellstar 633171, Greiner) gegeben und die Flussigkeiten durch vorsichtiges
Kippen ca. eine Minute lang gemischt. Fur die antibiotikumhaltigen Platten wur-
de zunachst eine Verdunnungsreihe von 0,9 bis 500 ug Ciprofloxacin pro ml mit
sterilem Aqua dest. in Zweierschritten erstellt. Als handelsubliche Infusionslo-
sung lag das Ciprofloxacin in einer Konzentration von 2 mg/ml vor (Ciprobay,
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland). Auch hier wurde 1ml der Antibiotikumlo-

sung mit 9 ml Agar in eine Petrischale gegeben und vermischt.

2.3.2 Animpfen der PIA-Platten und Gewinnung der Proben

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur der Pseudomonas-Stamme angesetzt.
Von dieser wurde eine Verdinnung mit sterilem 0,9 % NaCl auf eine photomet-
rische optische Dichte (OD) von 0,05 bei 600 nm hergestellt (Ultrospec i,
Pharmacia LKB, Freiburg, Deutschland), was einer Bakterienzahl von 5 x 10%/ml
entsprach. Als Referenzwert diente reines 0,9 % NaCl. Von dieser Suspension
wurden 100 pl auf den vorbereiteten Agar pipettiert, dann wurde die Suspension
mit einem Glasspatel, welcher zuvor in 70% Ethanol getaucht und abgeflammt
wurde, gleichmaRig ausgestrichen. Die solcherart angeimpften Agarplatten wur-

den bei 37 °C in einem Brutschrank 48 h lang bebrutet.

Zur Alginat- und Proteinbestimmung mussten die Bakterien moglichst vollstan-
dig samt Exopolysaccharid von der Agarplatte geldst werden. Dazu wurden 5 mi
steriles Aqua dest. auf die Kultur gegeben, die Bakterienmasse durch vorsichti-
ges Kippen 5 min lang abgelOst und die entstandene Suspension abpipettiert,

wobei darauf zu achten war, dass kein Agar mit aufgenommen wurde.
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Ebenso wurde mit einer unbeimpften Agarplatte verfahren, die Losung diente als
Referenzwert zur Bearbeitung der Rohdaten des Carbazol-Assays. Das Resultat
wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert (Oak Ridge Centrifuge Tubes,
Nalge Company, Rochester, NY, USA) und bei 8000 UpM 30 min lang bei 4 °C
ohne Bremse zentrifugiert (J2HS, Beckmann Instruments, Inc., Palo Alto, Ca,
USA). Der Uberstand wurde abpipettiert und nochmals 30 min bei 8000 UpM
zentrifugiert. Das beim ersten Vorgang entstandene Bakterienpellet wurde mit 4
ml 5 % Trichloracetat gelést und in ein 10 ml-Kulturréhrchen (Cellstar
163160,Greiner) pipettiert. Nach dem zweiten Zentrifugierschritt wurde der algi-
nathaltige Uberstand abpipettiert und in einem 10 ml Kulturréhrchen auf Eis zur
weiteren Bestimmung verwahrt. Das Ubriggebliebene Pelett wurde in 1 ml Trich-
loracetat geldst und der ersten Portion hinzugefiigt, wobei auch diese Proben

auf Eis gelagert wurden.

2.3.3. Alginatbestimmung

Verwendet wurde der Carbazol-Assay nach May/Chakrabarty [34] mit geringfu-
gigen Modifikationen. Zunachst wurde eine Boratstammlésung hergestellt
(24,749 H3BO3 + 45 ml 4 M KOH (Sigma) auf 100 ml Aqua bidest.), diese diente
als Ausgangsmaterial fur die Boratarbeitslosung, welche fur jeden Assay neu
hergestellt wurde. Hierfir wurde die Stammlésung langsam erwarmt, um aus-
kristallisiertes Material wieder in Losung zu bekommen. Ein Teil der Boratlosung
wurde mit 40 Teilen 95,7 % H,SO4 (Sigma) (v/v) verdinnt und auf Eis gelagert,
die 0,1 % (w/v) Carbazollésung (Sigma) wurde mit 99,9% Ethanol hergestellt
und ebenfalls auf Eis gelagert. In gekuhlte Safe-Lock-Cups (Epppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland) wurden 870 ul Boratarbeitsldsung
mit 101 pl des alginathaltigen Uberstandes gegeben, 4 sec lang gevortext (Vor-
tex Genie 2, Bender & Hobein, Zurich, Schweiz), 29 ul Carbazollésung hinzuge-
geben und das ganze wurde nochmals 4 sec lang gevortext. Anschlie®end wur-
den alle Cups 30 min lang in einem Heizblock bei 55 °C inkubiert (Ori-Block 001,
Techne, Roland Vetter, Ammerbuch, Deutschland). Nach dieser Zeit wurde der

Inhalt der Cups in Halb-Mikro-Kuvetten gegeben und die Absorption bei
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530 nm gemessen, als Referenzwert diente 870 ul Boratarbeitslésung + 101 pl

Aqua dest.+ 29 yl Carbazollésung.

2.3.4 Pierce-Assay

Um eine Bezugsgrofe zur gemessenen Alginatmenge zu erhalten, wurde die
entsprechende Proteinmasse mittels Pierce-Assay bestimmt (BCA Protein As-
say, Pierce, Rockford, Il, USA). Die Arbeitslosung wurde fur jeden Assay neu
angesetzt, indem 50 Teile des Reagenz A mit einem Teil des Reagenz B ange-
mischt wurden. Fur die eigentliche Messung wurden 50 pul der proteinhaltigen
Trichloracetatlosung in Halb-Mikro-Kuvetten mit 950 pl der Arbeitslésung gege-
ben. Die Ansatze wurden genau 30 min lang bei 37 °C inkubiert und dann sofort
die Absorption bei 562 nm gemessen, als Leerwert diente hier 950 yl Arbeits|o-

sung mit 50 pl Aqua dest.

2.3.5 Eichkurven fur den Carbazol- und Pierce-Assay
Um aus den gemessenen Absorptionen die jeweilige Protein- und Alginatmasse

bestimmen zu kdnnen, wurde flr beide Assays eine Standardkurve erstellt.

Fir die Proteinbestimmung wurde Albumin (Albumin, Bovine, Sigma Steinheim)
in einer Konzentration von 50 ug/ml bis 2000 pg/ml in Aqua bidest. gelést und
der Pierce-Assay durchgefuhrt. Die gemessenen Absorptionen bei 562 nm wur-

den in einem Diagramm aufgetragen (siehe Abb. 2.1).

Zur Ermittlung einer Absorptionseichkurve wurde Alginat (Sigma) in Konzentra-
tionen von 10 ug/ml bis 1000 ug/ml in Aqua bidest. geldst und wie beschrieben
der Carbazol-Assay durchgefuhrt, auch diese Messwerte wurden in einer Eich-

geraden dargestellt (siehe Abb. 2.2).

2.3.6 Berechnung der Alginat- und der Proteinmasse aus den Rohdaten
Von den Absorptionswerten der Carbazol-Assays wurde als Referenzwert der

Absorptionswert einer unbeimpften Agarplatte abgezogen. Die Differenz wurde
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mittels Eichkurve in die entsprechende Alginatkonzentration in ug/ml umgerech-
net. Die Alginatkonzentration wurde ins Verhaltnis zur Proteinmasse gesetzt,
wobei der resultierende Wert in pug Alginat/ ug Protein angegeben wurde. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse wurden in Abhangigkeit
der Antibiotikumkonzentration in Diagrammen dargestellt. Das Signifikanzniveau

wurde mittels Student T-Test fur unpaare Daten und zweiseitiger Fragestellung

errechnet.

OD 530 nm
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Abb. 2.1 Eichkurve fur Alginat
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Abb. 2.2 Eichkurve fir Protein

2.4. Indirekter Immunfluoreszenztest (IIFT)

Der IIFT dient dem Nachweis eines bestimmten, fixierten Antigens mittels eines
spezifischen Antikorpers. Dieser Antikorper wird, wenn das Antigen vorhanden
ist, gebunden und somit ebenfalls immobilisiert. Der Nachweis erfolgt mit einem
zweiten Antikorper, der gegen den ersten gerichtet ist. Dieser zweite Antikdrper
ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, welcher im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar wird. Durch Intensitatsmessung der Fluoreszenz kann das Antigen se-

miquantitativ bestimmt werden.

2.4.1 Alginatbestimmung durch IIFT, Gewinnung und Bearbeitung der Proben

Als Proben wurden P. aeruginosa -Stamme auf ciprofloxacinhaltigen PIA-Platten
kultiviert, analog der Probengewinnung fur den Carbazol-Assay. Nach zwei Ta-
gen Bebrutung wurde je eine Bakterienkolonie mit einer ausgeglihten Metallose

von dem Agar entnommen. Verwendet wurden Kulturen, die auf anti-
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biotikumfreien PIA und solche, die bei 2 MHK (Minimale Hemmkonzentration)

gewachsen waren.

2.4.2 Durchfihrung des IIFT

Die Bakterienkolonie wurde auf einem Objekttrager mit 10 pyl PBS ausgestri-
chen, insgesamt je Probe zwei Objekttrager, einen fur den Nachweis, den ande-
ren fur die Negativkontrolle. Nach dem Trocknen wurden die Bakterien mit 50 pl
Formalin 4 % 10 min lang fixiert. Dann wurde das Formalin mit einer Wasser-
strahlpumpe wieder abgesaugt, 50 yl PBS hinzugefligt und wieder abgesaugt,
dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Um unspezifische Bin-
dungsstellen abzusattigen, wurde auf das Praparat Schweineserum, 1/10 mit
PBS (v/v) verdinnt, gegeben (Dako A/S, Glostrup, Danemark). Nach 30 min
Inkubationszeit in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur wurde das Pra-
parat, wie oben beschrieben, mittels Wasserstrahlpumpe und PBS gewaschen.
Dann wurde auf ein Praparat der erste Antikdrper gegeben, nicht jedoch auf die
Negativkontrolle. Als Antikdrper wurde anti-Alginat IgG aus Kaninchen verwen-
det, welches 1/20 (v/v) mit PBS verdunnt war (freundliche Gabe von Gerald B.
Pier, Channing Laboratory, Harvard Medical School, Boston, Mass., U.S.A.).

Es wurden 50 ul der Antikorperlosung auf das Praparat gegeben, eine Stunde
lang inkubiert und anschliel3end wieder gewaschen. Dann wurde der zweite An-
tikdrper hinzugegeben und zwar sowohl fur den Alginatnachweis, als auch fur
die Kontrolle. Es handelte sich hierbei um einen, mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 gekoppelten Antikdrper, der aus Ziegen gewonnen worden und gegen Ka-
ninchen-IgG gerichtet war (Dianova-Immunotech Vertriebsgesellschaft mbH.,
Hamburg, Deutschland). Dieser Antikérper wurde 1/500 mit PBS verdlnnt, 50 ul
auf das Praparat gegeben und dann 30 min lang inkubiert. Zum Schutz des
lichtempfindlichen Farbstoffs wurde von nun an im Dunkeln gearbeitet. Nach
weiterem Waschen wurde ein Farbstoff hinzugegeben, welcher DNA markiert,

um die einzelnen Bakterien lokalisieren zu konnen. Verwendet wurde dazu Di-
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amidino-phenylindol-2HCI (DAPI) (Serva) in einer Verdinnung von 1/1000. Von
dieser Farbstofflosung wurden 50 ul aufgetragen, 5 min lang inkubiert und wie-
der gewaschen, nun aber mit Aqua dest. Nach dem Trocknen wurde das Prapa-
rat mit einem Einbettmedium (Dako) und einem Deckglas versehen. Nach 24
Stunden war das Medium ausgehartet und das Praparat konnte mit einem Fluo-
reszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) untersucht wer-
den. Durch Bestimmung der Intensitat der Fluoreszenz (Wincam 2.2 Densitome-
ter, Cybertech, Berlin, Deutschland) konnten Rickschlisse auf Konzentrations-

unterschiede des Alginats pro Bakterium gezogen werden.

2.5 Radio-Immuno-Assay (RIA)

Der RIA ist ein hochsensibles und spezifisches quantitatives Nachweisverfahren
fur ein bestimmtes Antigen mittels eines spezifischen Antikorpers, welcher mit

1'?° radioaktiv markiert wurde.

Prinzip:

Eine Mikrotiterplatte wurde mit Antikdrper (IgG) gegen das zu bestimmende
Antigen beschichtet. Diese Platte wurde mit einer Eichreihe bekannter Antigen-
konzentrationen, sowie einer Probe ohne Antigen als Leerwert und Verdun-
nungsreihen der zu untersuchenden Probe inkubiert. Das Antigen wurde an die
Antikorper gebunden und somit immobilisiert. Danach wurde der markierte Anti-
korper hinzugegeben, inkubiert und der nicht gebundenen Anteil abgewaschen.
Mit der gemessenen Radioaktivitat konnte anhand der Eichreihe die Antigen-

menge quantifiziert werden.

2.5.1 Radioaktive Markierung der Antikorper (lodierung)
Die Markierung des gereinigten IgG, welches gegen Elastase von P. aeruginosa
gerichtet war (Institut fir Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene, Tubingen)

erfolgte nach der Chloramin-T-Methode nach Hunter und Greenwood [21]. Zu
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nachst wurden 10 pl der Antikorpersuspension in einer Konzentration von 10
mg/ml mit 20ul 0,4 M Na-Phosphatpuffer, pH 7.4 (Merck) und 10 pl Nal'®
(1mCi) (Amersham Buchler GmbH und CoKG, Braunschweig) versetzt. Durch
Zugabe von 10 pl einer Chloramin-T-Lésung (Merck) in einer Konzentration von
1mg/ml wurde der lodierungsvorgang gestartet und nach 45 sec mit 10 pl einer
Natriumdisulfidlosung (1mg/ml, Merck) gestoppt. Um die iodierten Antikorper zu
stabilisieren, wurde 200 pl Rinderalbuminlésung (BSA) 5 % in PBS hinzugefugt.

I'2° abzutrennen, wurden die markierten Antikdrper in

Um das nicht gebundene
eine PD10-Saule (1,5 x 8 cm) mit einem Flussigkeitsvolumen von 2,5 ml gege-
ben, dann wurde die Saule mit 25 ml BSA gespult und das I1gG mit 2,5 ml BSA
eluiert. Das freie 1'*° blieb in der Saule zuriick. Die Antikdrpersuspension wurde
mit BSA 5 % auf eine Aktivitat von 100000 counts per minute (CPM) pro 100 ul

verdunnt, um eine gebrauchsfertige Arbeitslésung zu erhalten.

2.5.2 Herstellung der RIA-Platten

Als Tragermaterial wurden Mikrotiterplatten (Falcon Microtest Il 96-Slot-Platten,
flexibel, Becton Dickinson) verwendet. Die Slots wurden jeweils mit 100 pl einer
Antikorpersuspension (10 ug/ml in PBS mit Azid) beschichtet, dann mit Falcon
Microtest Il Flexiblelid abgedeckt und 24 h lang bei Raumtemperatur inkubiert,
damit die Antikorper an der Oberflache der Slots anhaften. Der Antikérper war
gereinigtes Kaninchen IgG gegen Pseudomonaselastase. Als nachstes wurden
die Platten dreimal mit PBS mit Azid gewaschen und mit 100 yl BSA 5 % pro
Slot abgesattigt (BSA 5%, 5 g BSA in 100 ml PBS mit Azid). Diese Mikroti-
terplatten wurden mit Klebefolie (Permacel, Multimed Wicke GmbH, Postfach
1344, 73221 Kirchheim u. Teck ) verschlossen und bei 4°C bis zum weiteren

Gebrauch verwahrt.

2.5.3 Gewinnung der Proben
Die zu untersuchenden Pseudomonas-Stamme wurden in Flissignahrmedien

mit unterschiedlichen Konzentrationen an Ciprofloxacin 18 h lang kultiviert. An
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geimpft wurde mit Bakterien einer Ubernachtkultur, welche bei 6000 UpM 10
min lang zentrifugiert wurde (Heraeus Minifuge RF, Heraeus Instruments GmbH,
70736 Stuttgart, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 5
ml PBS aufgelost und wieder zentrifugiert, dieser Vorgang wurde insgesamt
dreimal wiederholt und diente dazu, extrazellulare Elastase aus dem Medium zu
entfernen. Die solcherart gewonnene Bakteriensuspension wurde auf eine OD
von 0,05 mit PBS verdunnt und jeweils 50 pl davon wurden zum Animpfen der
Medien verwendet. Als antibiotikumfreie Kontrolle diente 4,5 ml TSB mit 500 I
sterilem Aqua dest. Fur die antibiotikumhaltigen Proben wurden zunachst
Ciprofloxacinverdiinnungen in Zweierschritten von 15,6 bis 0,45 pg/ml mit Aqua
dest. hergestellt. Davon wurden jeweils 500 pl in 4,5 ml TSB gegeben, was einer
Endkonzentration von 1,56 bis 0,045 ug/ml entsprach. Die angeimpften Proben
wurden in 50 ml Gefalken bei 180 UpM und 37 °C 18 h lang inkubiert. Die antibi-
otikumfreie Kontrolle diente als Referenzwert, die erste und zweite Verdin-
nungsstufe, bei der es zum Bakterienwachstum kam, sowie eine Konzentration,
die 1/10 der Stufe entsprach, bei der gerade noch kein Wachstum zu beobach-
ten war, wurden als Proben verwendet, das entsprach dann einer Antibiotikum-
konzentration von 2, ¥4 und 1/10 MHK. Von diesen Proben wurde jeweils 1ml in
sterile Safe-Lock-Cups pipettiert, um damit die Zellzahl zu bestimmen, der Rest
(4ml) bei 6000 UpM 10 min lang zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und

das Bakterienpellet verworfen.

Zur Herstellung der Proben mit PQS als Zusatz, wurden 65 ug synthetisches
PQS (freundliche Gabe von P. Williams, Institute of Infections and Immunity,
Nottingham, England) in 65 yl Methanol 99% geldst und dies in 5 ml TSB gege-
ben, was einer Endkonzentration von 50 yM entsprach, wie auch von Pesci et

al. beschrieben [41].

2.5.4 Durchfuhrung des RIA
Von dem elastasehaltigen Uberstand wurden nun Verdiinnungsreihen von 10

bis 10 mit PBS mit Azid in 10er Schritten erstellt. Um die gemessene Radioak
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tivitat quantifizieren zu kénnen, wurde eine derartige Verdinnungsreihe mit ge-
reinigter Elastase (1mg/ml) als Eichreihe erstellt (Nagase Biochemicals Ltd, Fu-
kuchiyama Factory, Fukuchiyama City, Japan), wobei hiervon 102 bis 107 ver-
dinnt wurde. Als Leerwert wurde das Nahrmedium TSB in denselben Verdin-
nungen verwendet. Die vorbereiteten Mikrotiterplatten wurden nun geéffnet und
das BSA 5 % mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt, dann 100 pl PBS mit
Azid in die Slots gegeben und wieder abgesaugt, der Vorgang wurde insgesamt
dreimal wiederholt. Nun wurden die Proben aufgetragen. Die erste Reihe war
die Eichreihe mit den bekannten Elastasekonzentrationen, wobei immer in zwei
Slots die gleiche Konzentration aufgetragen wurde, um eine Doppelmessung zu
ermoglichen. Die zweite Reihe enthielt die TSB-Verdunnungen, die folgenden
dann die Proben. Wichtig war, dass fur jeden RIA eine neue Eichreihe erstellt
wurde, da die Aktivitat der markierten Antikdrper gemafl dem radioaktiven Zer-
fall standig abnahm. Weiterhin sei noch angemerkt, dass samtliche Arbeiten mit
radioaktiven Materialien unter Beachtung der Sicherheitsvorschriften in daflr
geeigneten Raumen stattfanden. Die beladenen Mikrotiterplatten wurden an-
schliefend mit Folie wieder abgeklebt, wobei darauf zu achten war, dass keine
Fllssigkeit von einem Slot in einen anderen gelangte. Die Platten wurden nun
18 h lang bei 4 °C inkubiert und dann wieder in der oben beschriebenen Art und
Weise dreimal gewaschen. Um die gebundene Elastase zu detektieren, wurden
100 pl der markierten Antikorpersuspension pro Slot hinzugegeben und die Plat-
ten wieder abgeklebt. In einem flr radioaktive Materialien geeigneten Kuhl-
schrank wurden die Mikrotiterplatten dann wieder 18 h lang bei 4 °C inkubiert.
Nach den 18 h wurde der nicht gebundenen Anteil an Antikdrpern durch dreima-
liges Waschen entfernt, wobei jedoch keine Wasserstrahlpumpe, sondern einen
Sauger fur radioaktive Stoffe verwendet wurde. Die gewaschenen Platten wur-
den wieder abgeklebt, dann die einzelnen Slots ausgeschnitten und ein Gam-
macounter damit bestickt, um die Aktivitat in counts per minute (CPM) zu mes-
sen (Multicrystal Gammacounter LB2101, Berthold, Wildbad, Deutschland). An-

hand der Eichreihe konnte nun nach Abzug
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des Leerwertes unter Bertcksichtigung der Verdinnungsstufe die Elastase in

Mg/ml bestimmt werden.

2.5.5 Zellzahlbestimmung (CFU)

Um eine BezugsgroRe fur die ermittelte Elastasekonzentration zu erhalten, wur-
de die entsprechende Zellzahl der einzelnen Proben bestimmt. Dazu wurde10 pl
der Kultur in 990 pl steriles PBS ohne Azid gegeben und dann jeweils in 10er
Schritten bis zu einer Konzentration von 10® in sterilen Safe-Lock-Cups ver-
dinnt. Von diesen Verdunnungen wurden jeweils 100 ul auf Mduller-Hinton-
Testagar mit einem abgeflammten Glasspatel

ausgestrichen. Die Agarplatten wurde anschliefend 24 h lang bei 37 °C in ei-
nem Brut-

schrank kultiviert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Verdlinnungsstufe ausge-
zahlt, bei der die einzelnen Kolonien gut voneinander abzugrenzen waren. Die
ausgezahlte Kolonienzahl wurde dann mit dem Kehrwert der Verdinnung und
dann noch mit dem Faktor 10 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten

(colony forming units, CFU).

2.5.6 Umrechnung und Darstellung der Daten
Um eine ubersichtliche Zahl zu erhalten, wurde die ermittelte Menge an Elasta-
se auf 10° Zellen pro ml umgerechnet. Die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen wurden in Abhangigkeit von der Antibiotikumkonzentration dargestelit.
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3. Ergebnisse

Die zu den jeweiligen Ergebnissen gehorenden Abbildungen und Fotographien

befinden sich unter 3.3 Abbildungen.

3.1. Alginatsynthese von P. aeruginosa

3.1.1 Bestimmung der Alginatsynthese mittels Carbazolassay ohne Zusatz von

Ciprofloxacin

Die absoluten Alginatwerte wurden auf die Proteinmasse bezogen und als ug
Alginat pro ug Protein dargestellt. Es zeigte sich eine moderate Alginatsynthese
der Wildtypen PAO1, P3, 711C4.1, 7VIII1405.1, sowie der LasR- und der RhIR-
Negativmutanten, einschlieRlich deren Elternstamm P2. Der elastasenegative
Stamm lasB, sowie der Wildtyp 711413.1 zeichneten sich durch eine starke Algi-
natsynthese aus, so dass hier von einem mukoiden Phanotyp gesprochen wer-
den kann. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.1 und in Tabelle 3.1 dargestellt. Alle
Untersuchungen wurden nach zweitagiger Bebrttung auf PIA bei 37°C durchge-
fuhrt.

Tabelle 3.1 Alginatsynthese von P. aeruginosa

Stamm AIqinatsvnthese1 Stamm Alginatsynthese-

MW SD n MW SD n
PAO1 0,068 +0,033 3 lasB 0,117 2
P2 0,041 £0,019 3 711413.1 0,147 + 0,053 3
P3 0,036 2 711C4 1 0,031 £ 0,006 3
P4 0,025+ 0,009 4 7VI11405.1 0,017 £ 0,008 3
P34 0,036 £ 0,018 4

"ug Alginat / pug Protein; Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der

Messungen (n);
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3.1.2 Einfluss subinhibitorischer Ciprofloxacinkonzentrationen auf die Alginat-

synthese von P. aeruginosa, Bestimmung mittels Carbazolassay

Bei den untersuchten Stammen liel} sich die Alginatsynthese durch subinhibito-
rische Konzentrationen des Antibiotikums induzieren. Das Ausmal} der Alginat-
synthese zeigte das Maximum bei der hochsten Ciprofloxacinkonzentration mit
Ausnahme von lasB, hier erreichte sie ihr Maximum bei ¥4 MHK. Bei niedrigeren
Konzentrationen ging die Produktion wieder auf Normalwerte zurlick. Insgesamt
variierte der Umfang der induzierbaren Alginatsynthese von Stamm zu Stamm
um etwa den Faktor 9, es reagierten also nicht alle Stdmme mit gleicher Intensi-
tat auf das Antibiotikum. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2; 3.3 und Abb. 3.2 -
3.9 dargestellt. Alle Untersuchungen wurden nach zweitagiger Bebritung auf
PIA bei 37°C durchgefihrt.

Tabelle 3.2 Alginatsynthese von P. aeruginosa bei subinhibitorischen
Ciprofloxacinkonzentrationen

Alginatsynthese!

Stamm n H.O Y2 MHK Ya MHK 1/8 MHK 1/16
MHK

MW SD Mw SD MW SD MW  SD MW
SD
PAO1 3 0,059+0,038 0,277+0,178 0,295+0,108 0,116+0,028 0,060+0,011
P2 3 0,041+0,019 0,443+0,174 0,179+0,074 0,089+0,041
P3 2 0,036 1,000 0,463 0,482 0,100
P4 4 0,025+0,009 0,174+0,070 0,099+0,069 0,051+0,016 0,048+0,022
P34 4 0,036+0,018 0,734+0,477 0,505+0,226 0,117+0,087
LasB 2 0,117 0,373 0,405 0,091 0,078

! Mg Alginat / ug Protein; Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK),
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der Messungen (n)

3.1.2.1 PAO1
Die MHK fur diesen Stamm betrug auf PIA 1,56 ug Ciprofloxacin/ml. Bei 72 MHK
fand sich eine Erhdhung der Alginatsynthese um das 5-fache (p = 0,05), bei V4
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MHK war es ebenfalls das 5-fache (p < 0,01) und bei 1/16 MHK schliel3lich wie-
der der Ausgangswert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2 dargestellt.

3.1.2.2 P2

Die MHK dieses Elternstammes von P4 und P34 betrug 0,78 ug Ciprofloxa-
cin/ml. Hier erreichte die Alginatsynthese ihr Maximum bei 72 MHK mit dem 11-
fachen des Ausgangswertes (p < 0,05), bei der niedrigsten gemessenen Kon-
zentration von 1/8 MHK immer noch das 2-fache. Die Ergebnisse sind in Abb.

3.3 dargestellt.

3.1.2.3 P3

Dieser Wildtyp zeigte einen ausgepragten Anstieg der Alginatsynthese mit dem
28-fachen bei 2 MHK, dem 13-fachen bei V4 (p = 0,07) und 1/8 MHK gegenuber
der antibiotikumfreien Kontrolle. Die MHK betrug 3,12 pg Ciprofloxacin/ml. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.4 dargestellt.

3.1.2.4 P4

Die LasR-negative Mutante zeigte eine dem Elternstamm vergleichbare Zunah-
me der Alginatsynthese mit dem 7-fachen bei %2 (p < 0,01) und dem 4-fachen
bei 4 MHK. Die MHK war mit 1,56 ug Ciprofloxacin/ml jedoch geringflgig hoher,
als die von P2. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.5 dargestellt.

3.1.2.5 P34

Die RhIR-negative Mutante zeigte mit 0,78 pg Ciprofloxacin/ml die gleiche
MHK, wie der Elternstamm P2, die induzierbare Alginatsynthese war jedoch mit
dem 20-fachen bei %2 MHK (p < 0,05) und dem 14-fachen bei %2 MHK (p < 0,01)
gegenuber der Kontrolle deutlich ausgepragter, als bei ihrem Elternstamm. Die

Ergebnisse sind in Abb. 3.6 dargestellt.

-30 -



3.1.2.6 lasB

Die elastasenegative Mutante zeigte von allen untersuchten Stammen die ge-
ringste Steigerung der Alginatproduktion. Sie betrug nur das 3-fache fur 72 MHK
(p = 0,11) und das 4-fache fur a MHK (p = 0,65), bei 1/8 MHK war sie wieder
auf dem Niveau des Ausgangswertes, aufgrund der geringen Unterschiede und
der Streuung konnte keine signifikante Induktion der Alginatsynthese festgestellt
werden. Die MHK war mit 6,25 pg Ciprofloxacin/ml deutlich hdher, als die der

anderen untersuchten Stamme. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.7 dargestellt.

Um einen direkten Vergleich des Verhaltens der untersuchten Stdmme unter
subinhibitorischen Ciprofloxacinkonzentrationen zu erhalten, wurden die absolu-
ten Messergebnisse der Alginatsynthese in Prozent der Mittelwerte der antibioti-
kumfreien Kontrolle (=100 %) in Tabelle. 3.3 und in Abb. 3.8 und Abb. 3.9 dar-
gestellt.

Tabelle 3.3 Alginatsynthese von P. aeruginosa bei subinhibitorischen Ciproflo-
xacin-

Konzentrationen

Alginatsynthese!
Stamm o MHK Ya MHK
MW SD n MW SD n

PAO1 470+ 300 3 500180 3
P2 1080+ 430 3 440+180 3
P3 2780 1 1290 2
P4 690+ 280 4 400+x270 4
P34 2040+1320 4 1400+ 630 4
lasB 320 2 350 1

' Alginatsynthese in % zur Kontrolle; Mittelwert (MW), Standardabweichung
(SD),

Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK), Anzahl der Messungen (n)
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3.1.3 Bestimmung der Alginatsynthese mittels Indirektem Immunfluoreszenztest
(IIFT)

Der IIFT ist vor allem ein qualitatives Verfahren zum Nachweis eines bestimm-
ten Antigens. Durch Auswertung der Fluoreszenzintensitat konnen jedoch semi-

quantitative Ruckschlisse gezogen werden.

Untersucht wurden die Stamme PAO1, P2 und P4 nach zweitagigem Wachstum
auf PIA mit 2 MHK Ciprofloxacin und ohne Antibiotikum. Die Intensitat wurde
mittels Win-cam 2.2 Densitometer bestimmt. Es konnte eine verstarkte Intensitat
der Fluoreszenz und damit indirekt eine gesteigerte Alginatsynthese bei Wachs-
tum auf antibiotikumhaltigem Medium im Vergleich zur Kontrolle gemessen wer-
den. Die Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz geht nicht linear mit der Zu-
nahme des Antigens einher, da der Antikorper die Oberflache und nicht das Vo-
lumen markiert. Daher konnte eine gesteigerte Alginatsynthese nachgewiesen
werden, eine quantitative Auswertung war jedoch nicht
maoglich. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 dargestellt. Exemplarisch wurde die
Fluoreszenzmarkierung fur den Stamm P2 ohne Antibiotikum, bei 2 MHK und
als Kontrolle ohne den ersten Antikorper in Abb. 3.10, Abb. 3.11 und Abb. 3.12
fotographisch dargestellt. Es war eine deutlich ausgepragtere Fluoreszenz um
die zentral gelegene Zellgruppe in Abb. 3.11 im Vergleich zu Abb. 3.10 zu er-
kennen, entsprechend einer vermehrten Alginatsynthese unter Ciprofloxaci-
neinfluss. Das Fehlen eines DAPI-Nachweises trotz vorhandener Immunfluores-
zenz erklart sich durch das Vorhandensein von Antigen, wie etwa Zelloberfla-
chen und dem Fehlen von DNA. Als Nachweis, dass der zweite Antikorper tat-
sachlich nur an den ersten Antikorper bindet, wurde in Abb. 3.12 der erste Anti-
korper nicht hinzugegeben, es war trotz Vorhandensein von Zellen, wie aus der

DAPI-Farbung ersichtlich, keine Fluoreszenz zu erkennen.
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Tabelle 3.4 Bestimmung der Alginatsynthese mittels IIFT

Fluoreszenzintensitat’

Stamm H,O % MHK?
MW SD n MW SD n

PAO1 97 + 11 6 121+29 5

P2 75 +21 5 99 +7 4

P4 87 + 10 8 120+ 17 7

! Intensitat in IE;?> Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK), Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der Messungen (n)

3.2. Elastasesynthese von P. aeruginosa

3.2.1 Bestimmung der Elastasesynthese mittels RIA ohne Zusatz von
Ciprofloxacin

Alle Werte sind in pg Elastase pro ml Flissigmedium, bezogen auf eine Zellzahl
von 10° pro ml angegeben. Die Wildtypen PAO1, 7VIII405.1 und P3, sowie der
Elternstamm P2 zeigten eine moderate Elastaseproduktion. Die elastasenegati-
ve Mutante lasB wurde einmal untersucht und wie zu erwarten war, konnte kei-
ne Elastase nachgewiesen werden. Die LasR-negative Mutante P4 produzierte
sehr wenig Elastase, etwa 1/80 im Vergleich zum Elternstamm P2, die gemes-
senen Werte befanden sich nahe der unteren Nachweisgrenze. Die RhIR-
negative Mutante P34 zeigte ebenfalls eine verminderte Elastasesynthese, etwa
1/10 gegenuber dem Elternstamm. Die Wildtypen 711413.1 und 71IC4.1 zeigten
mit dem 2-bis 4-fachen gegenuber den anderen Wildtypen eine ausgepragte
Elastaseproduktion. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.13 und in Tabelle 3.5 darge-
stellt. Alle Untersuchungen wurden nach 18 h Bebritung in TSB bei 37°C
durchgefuhrt.
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Tabelle 3.5 Elastasesynthese von P. aeruginosa

Stamm Elastasesynthese' n
MW SD
PAO1 10,73£10,4 4
P2 6,100+2,51 3
P3 8,150 2
P4 0,075£0,01 3
P34 0,575 2
las B < 0,001 1
711413.1 25,80+11,6 3
711C4 1 22,40+3,56 3
7VIII405.1 2,033+0,55 3

' ug Elastase / ml; Mittelwert (MW), Standardabweichung
(SD), Anzahl der Messungen (n)

3.2.2 Einfluss subinhibitorischer Ciprofloxacinkonzentrationen auf die

Elastasesynthese von P. aeruginosa

Die untersuchten Stamme reagierten mit der Elastasesynthese unterschiedlich
auf subinhibitorische Ciprofloxacinkonzentrationen im Nahrmedium. Die Wildty-
pen PAO1, P3 und 7VIII405.1, sowie der Elternstamm P2 und die RhIR-negative
Mutante P34 zeigten einen Anstieg der Elastasesynthese. Die Ergebnisse der
LasR-negativen Mutante P4 sind wenig aussagekraftig, da alle Messwerte im
unteren Bereich der Nachweisgrenze lagen. Die Stamme 711413.1 und 711C4.1,
welche ohne Zusatz von Ciprofloxacin relativ hohe Elastasewerte aufwiesen,
zeigten unter Einfluss des Antibiotikums einen Abfall der Elastasesynthese. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.6; 3.7 und in Abb. 3.14 — 3.21; dargestellt. Die

MHK war bei allen untersuchten Stammen im Flussigmedium TSB
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niedriger, als in PIA. Alle Untersuchungen wurden nach 18 h Bebrutung bei

37°C durchgefuhrt.

Tabelle 3.6 Elastasesynthese von P. aeruginosa bei subinhibitorischen

Ciprofloxacinkonzentrationen

Elastasesynthese!

Stamm H>O Y2 MHK Ya MHK 1/10 MHK
MW SD n MW SD n MW SD n MW SD
n
PAO1 10,73+10,4 4 117,5¢42,1 4 30,50 2 8,333+3,06 3
P2 6,100+2,51 3 135,3+69,4 4 38,50 2 5900+1,61 3
P3 8,150 2 146,0£¢58,1 3 117,5 2 17,63%6,09 3
P4 0,075+0,01 3 0,390+0,21 4 0,955 2 1,566+0,21 3
P34 0,575 2 7,925+6,50 4 2,700 2 1,500+0,20 3
7114131 25,80+11,6 3 12,80+5,56 3 6,900+4,41 3 24,87+9,20 3
711C4.1 22,40+3,56 3 7,350 2 4,450 2 -
7VI11405.1 2,033+0,55 3 - 14,85 2 3,300 2

' ug Elastase / ml; Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK),
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der Messungen (n)

3.2.2.1 PAO1

Dieser Wildtyp zeigte einen Anstieg der Elastasesynthese um das 11-fache bei
2 MHK (p < 0,01), bei ¥4 MHK war sie immer noch um das 3-fache erhdht und
bei 1/10 MHK lagen die Werte wieder im Normbereich. Die MHK betrug 0,09 ug
Ciprofloxacin/ml. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.14 dargestellt.

3.2.2.2P2

Der Elternstamm fir P4 und P34 zeigte ebenfalls eine deutliche Zunahme der
Elastasesynthese mit dem 22-fachen im Vergleich zur Kontrolle bei %2 MHK (p <
0,05), auch hier lagen die Werte bei 1/10 MHK wieder im Normbereich. Die
MHK betrug 0,045 pg Ciprofloxacin/ml. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 darge-

stellt.
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3.2.2.3P3

Der Wildtyp P3 reagierte auf %2 MHK mit einem den Stammen PAO1 und P2
vergleichbaren Anstieg der Elastasesynthese, hier um den Faktor 18 (p = 0,05),
bei /4 MHK immer noch um den Faktor 14 und bei 1/10 MHK noch um den Fak-
tor 2. Die MHK betrug 0,09 ug Ciprofloxacin/ml. Die Ergebnisse sind in Abb.
3.16 dargestellt.

3.2.2.4 P4
Die Elastasesynthese dieses LasR-negativen Stammes war so gering, dass die
gemessenen Schwankungen nicht aussagekraftig waren. Die MHK betrug 0,09

Mg Ciprofloxacin/ml.

3.2.25P34

Dieser RhIR-negative Stamm zeigte bei %2 MHK eine um das 14-fache (p = 0,21)
und bei ¥4 MHK um das 4-fache (p < 0,05) erhdhte Elastasesynthese die mit
abnehmender Ciprofloxacinkonzentration wieder zurlickging. Die MHK betrug

0,045 ug Ciprofloxacin/ml. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.17 dargestellt.

3.2.2.6 711413.1

Dieser Wildtyp zeigte bei %2 MHK einen Abfall der Elastasesynthese auf 50%
des Ausgangswertes, bei 4 MHK waren es noch 30% (p = 0,06). Bei 1/10 MHK
stieg die Synthese wieder in den Normbereich. Die MHK betrug 0,78 ug
Ciprofloxacin/ml, die Ergebnisse sind in Abb. 3.18 dargestellt.

3.2.2.7 711C4 1

Auch dieser Wildtyp reagierte auf %2 MHK mit einem Abfall der Elastasesynthese
auf 30% (p < 0,05), bei 2 MHK waren es noch 20% (p < 0,01) im Vergleich zur
Kontrolle. Die MHK betrug 1,56 ug Ciprofloxacin/ml, die Ergebnisse sind in Abb.
3.19 dargestellt.
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3.2.2.8 7VI111405.1

Dieser Wildtyp zeigte bei 74 MHK einen Anstieg der Elastasesynthese auf das 7-
fache der Norm (p = 0,09), der bei 1/10 MHK wieder auf das 2-fache zuruckging.
Die MHK betrug 1,56 pg Ciprofloxacin/ml, die Ergebnisse sind in Abb. 3.20 dar-
gestellt.

FUr den direkten Vergleich der untersuchten Stdmme unter subinhibitorischen
Ciprofloxacinkonzentrationen wurden die absoluten Elastasesynthesewerte in
Prozent der antibiotikumfreien Kontrolle (=100%) in Tabelle 3.7 und in Abb. 3.21

dargestellt.

Tabelle3.7 Elastasesynthese von P. aeruginosa bei subinhibitorischen
Ciprofloxacinkonzentrationen
Elastasesynthese!
Stamm Y2 MHK Ya MHK
MW SD n MW SD n

PAO1 1100+ 400 4 290 2
P2 2220+ 1140 4 630 2
P3 1790+ 710 3 1450 2
P34 1380+ 1120 4 470 2
711413.1 50+ 20 3 30+20 3
711C4.1 30 2 20 2
7V111405.1 750 2

'Elastasesynthese in % zur Kontrolle; Mittelwert (MW), Standardabweichung
(SD), Anzahl der Messungen (n), Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin
(MHK)
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3.2.3 Einfluss von 50uM PQS auf die Elastasesynthese von P. aeruginosa

Die Untersuchung wurde exemplarisch mit dem Wildtyp P3 durchgeflhrt, das
Nahrmedium war TSB bei 37°C und 18 h Bebriitung. Es konnte keine Anderung
der Elastasesyntheserate mittels RIA bei 50uM PQS gemessen werden, alle
Werte lagen im Bereich der Kontrolle, die Ergebnisse sind in Tabelle 3.8 darge-

stellt.

Tabelle 3.8 Einfluss von 50ug PQS auf die Elastasesynthese von

P. aeruginosa

Elastasesynthese’

Stamm H.O 50uM PQS
MW SD n MW SD n
P3 8,150 2 8,200+ 0,78 3

' ug Elastase / ml ; Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der

Messungen (n)

3.3 Einfluss der Alginatsynthese auf die Elastaseexpression von

P. aeruginosa

3.3.1 Vergleich der Alginatproduktion mit der Elastasesynthese von

P. aeruginosa ohne Zusatz von Ciprofloxacin

Die absoluten Alginatwerte, dargestellt in ug Alginat pro pg Protein wurden in
Abhangigkeit zur Elastasesynthese in ug Elastase pro ml und 10° Zellen darge-
stellt. Es wurden die Mittelwerte der einzelnen Stamme miteinander verglichen.
Um die Ergebnisse auf eine mdgliche Korrelation zwischen der Alginat- und der
Elastasesynthese hin zu untersuchen wurden die Werte in einem Diagramm
aufgetragen und der Produktmoment-Korrelationskoeffizient nach Pearson be-

stimmt. Sollte eine positive Korrelation vorliegen sollten Werte im Bereich von
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r=+ 1, bei einer negativen Korrelation Werte im Bereich von r = — 1 vorliegen.
Der Korrelationskoeffizient dieser Werte zeigte mit r = 0,411, dass die Alginat-
und die Elastasesynthese nach diesen Ergebnissen nicht miteinander korrelie-
ren, es besteht also weder eine gleichsinnige, noch eine inverse Koregulation.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.9 und in Abb. 3.22 dargestellt.

Tabelle 3.9 Vergleich der Alginat- und der Elastasesynthese von P. aeruginosa

Stamm Alginatsynthese! Elastasesynthese?
MW  SD n MW SD n

PAO1 0,059+ 0,033 3 10,73+ 10,4 4
P2 0,041+ 0,019 3 6,100+ 2,51 3
P3 0,036 2 8,150 2
P4 0,025+ 0,009 4 0,075+ 0,01 3
P34 0,036+ 0,018 4 0,575 2
LasB 0,117 2 < 0,001

7114131 0,147+ 0,053 3 25,80+ 11,6 3
711C4 1 0,031+ 0,006 3 22,40+ 3,56 3
7VI11405.1 0,017+ 0,008 3 2,033+ 0,55 3

' ug Alginat / pg Protein; 2 ug Elastase / ml; Mittelwert (MW), Standardabwei-
chung (SD), Anzahl der Messungen (n)

3.3.2 Vergleich der Alginat- und Elastasesynthese von P. aeruginosa mit Zusatz

von subinhibitorischem Ciprofloxacin

Alle untersuchten Stadmme reagierten auf subinhibitorisches Ciprofloxacin mit
einer Induktion der Alginatsynthese. Falls eine inverse Koregulation vorliegen
sollte, so ware eine verminderte Elastaseexpression zu erwarten. Die Stamme
PAO1, P2, P3, P34 zeigten eine Steigerung der Elastasesynthese, der Stamm
P4 produzierte weiterhin nur sehr wenig Elastase. Die Mittelwerte der Alginat-
und Elastasesynthese wurden miteinander verglichen und der Korrelationskoef-

fizient wurde bestimmt. Dieser zeigte mit r = -0,086 fur 2 MHK keine Korrelation
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dieser beiden Parameter. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.10 und in Abb. 3.23
dargestellt.

Tabelle 3.10 Vergleich der Alginat- und Elastasesynthese von P. aeruginosa

unter subinhibitorischen Ciprofloxacinkonzentrationen

2 MHK Y4 MHK
Stamm  Alginat!- Elastase?- Alginat - Elastase-
synthese
MW  SD n MW  SD n MW  SD n MW
SD n

PAO1 0,277+0,178 4 117,5+ 42,1 4 0,295+ 0,108 4 30,50
2

P2 0,443+ 0,174 3 135,3£ 69,4 4 0,179+ 0,074 3 38,50
2

P3 1,000 1 146,0+ 58,1 3 0,463 2 117,5
2

P4 0,174+ 0,070 4 0,390+ 0,21 4 0,099+ 0,069 4 0,955
2

P34 0,734+ 0,477 4 7,925+6,50 4 0,505+ 0,226 4 2,700
2

' ug Alginat / pg Protein; 2 ug Elastase / ml; Mittelwert (MW), Standardabwei-

chung (SD), Anzahl der Messungen (n), Minimale Hemmkonzentration Ciproflo-
xacin (MHK)
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a. b.

Abb. 3.10 Antibiotikumfreie Kontrolle von P2 a: Alginat- b: DNA-Nachweis

a.
Abb.3.11 Wachstum von P2 bei 2 MHK Ciprofloxacin a: Alginat-
b: DNA-Nachweis

a. b.

Abb. 3.12 Negativkontrolle a: IIFT ohne den ersten Antikorper b: DNA-Nachweis
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4. Diskussion

4.1 Regulation der Virulenzfaktoren Alginat und Elastase von

P. aeruginosa

Das Ausmal der Alginatsynthese ist keine konstante Grole, sondern variiert je
nach Stamm, auch kann der gleiche Stamm bei unterschiedlichen Wachstums-
bedingungen unterschiedliche Phanotypen aufweisen. Es sind verschiedene
Stimuli der Alginatsynthese bekannt. So konnten Worlitzsch et al. zeigen, dass
anaerobe Wachstumsbedingungen zu einer gesteigerten Alginatsynthese flhren
[53]. Deretic et al. konnten einen alginatinduzierenden Effekt von erhdhten
NaCl-Konzentrationen auf P. aeruginosa nachweisen. Kalai et al. fanden, dass
H,0, als toxisches Sauerstoffradikal, wie es von Neutrophilen Granulozyten zur
Abwehr bakterieller Infektionen freigesetzt wird, ebenfalls die Alginatsynthese
induziert [8] [33]. Das algD-Genprodukt nimmt eine SchlUsselstellung in der Al-
ginatsynthese ein. Die Expression von algD lasst sich durch NaCl steigern,
wenn gleichzeitig eine Mutation in einem muc-Genort (muc-2) vorliegt. Phanoty-
pisch ist dieser Stamm mukoid. Liegt eine Mutation in einem anderen Genort
(muc-23) vor, so fuhrt dies zur einer verminderten algD Expression und damit zu
einer reduzierten Alginatsynthese. Die Expression von algD wird von dem Gen-
produkt von algR reguliert. Dieses Genprodukt ist homolog zu anderen Regula-
tormolekiilen, welche eine Reihe von Genen aktivieren, die auf bestimmte Um-
weltreize reagieren [8]. Die Elastasesynthese von P. aeruginosa wird von ver-
schiedenen Systemen reguliert. Whiteley et al. und Pearson et al. konnten zei-
gen, dass sowohl das LasR/Lasl-, als auch das RhIR/Rhll-System die Expressi-
on von lasB und damit die Elastasesynthese steigern [36] [40] [51]. Pesci et al.
konnten zeigen, dass PQS die Expression des lasB-lacZ-Fusionsgen induziert.
Da lacZ fur R-Galactosidase kodiert, konnte Uber dessen Enzymaktivitat indirekt

auf die Expression von lasB und damit der Elastase geschlossen werden [41].
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In dieser Arbeit wurde die Alginat- und die Elastasesynthese verschiedener P.
aeruginosa-Stamme bestimmt. Ein Teil dieser Stamme waren Wildtypen, andere
wiesen Defekte in der Elastasesynthese oder im Quorum Sensing System auf.
Die Alginat- und die Elastasesynthese wurde miteinander verglichen und auf
einen Einfluss dieser beiden Virulenzfaktoren, sowie die Auswirkungen eines
defekten Quorum Sensing Systems hin untersucht. Weiter wurde ein Teil dieser
Stamme bei subinhibitorischen Ciprofloxacinkonzentrationen kultiviert, um den
Einfluss dieses Antibiotikums auf die Regulation dieser Virulenzfaktoren zu un-

tersuchen.

4.2 Regulation der Alginatsynthese von P. aeruginosa

Der Wildtyp 711413.1 zeigte eine ausgepragte Alginatproduktion bei mukoidem
Phanotyp. Auch der elastasenegative Stamm lasB zeigte eine starke Alginat-
synthese, so dass auch hier von einem mukoidem Phanotyp gesprochen wer-
den kann. Die Stamme PAO1, P2, P3, P34, 711IC4.1 und 7VI111405.1 zeigten eine
moderate Alginatproduktion. Weiter konnte gezeigt werden, dass sich die Algi-
natsynthese des Elternstammes P2 nur unwesentlich von der der RhIR-
negativen Mutante P34 unterscheidet, RhIR scheint also keinen Einfluss auf die
Alginatsynthese zu haben. Der LasR —negative Stamm P4 zeigte eine niedrigere
Alginatproduktion im Vergleich zum Elternstamm P2, ein Einfluss ist also denk-

bar, aber allenfalls gering.

4.3 Einfluss subinhibitorischer Ciprofloxacinkonzentrationen auf die

Alginatsynthese von P. aeruginosa

Unter Einfluss subinhibitorischer Ciprofloxacinkonzentrationen konnte bei allen
untersuchten Stammen eine Zunahme der Alginatsynthese festgestellt werden.
Die Induktion war konzentrationsabhangig, bei niedrigeren Antibiotikumkonzent-
rationen erreichte sie wieder den Ausgangswert. Besonders ausgepragt war

dieser Effekt bei Stammen, die ohne Antibiotikum relativ wenig Alginat produ-
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zierten, so bei P2, P3 und P34. Der Stamm P4 zeigte ebenfalls nur eine mode-
rate Alginatsynthese, diese konnte durch das Antibiotikum jedoch nicht so stark
gesteigert werden wie bei dem Elternstamm P2, mdglicherweise als Folge des
LasR — Defektes. Auch der Stamm lasB reagierte mit einer nur geringen Steige-
rung der Alginatsynthese. Da der Stamm jedoch schon relativ mukoid war, ist
die vergleichsweise geringe Zunahme maoglicherweise mit dem Erreichen einer
maximale Syntheserate zu erklaren. Auch bei dem Stamm PAO1 konnte eine
deutliche Induktion der Alginatsynthese gefunden werden, allerdings war diese
nicht so ausgepragt, wie von Dossinger [11] beschrieben. Die Alginatsynthese
war bei allen untersuchten Stammen deutlich ausgepragter, als die von Dossin-
ger bei Gentamicin und Ceftazidim gemessenen Werte [11], der Effekt Iasst sich
also mit dem Chinolon Ciprofloxacin, nicht aber mit dem Aminoglykosid Genta-

micin oder dem Cephalosporin Ceftazidim erzeugen.

Das Auftreten von mukoiden Phanotypen koénnte durch den Selektionsdruck,
den das Antibiotikum ausubt, erklart werden, da bekannt ist, dass Antibiotika die
Entstehung resistenter Stamme durch Selektion bewirken [47]. Da das Alginat
eine Diffusionsbarriere fur Antibiotika darstellt, ware eine ausgepragte Polysac-
charidhille ein Selektionsvorteil. Andererseits konnte Dossinger [11] zeigen,
dass andere Antibiotika, wie Aminoglykoside und Cephalosporine nur geringen
Einfluss auf die Alginatsynthese haben, Ichimiya et al. [22] konnten eine Reduk-
tion der Alginatbildung durch Makrolide feststellen [12] [54]. Da die konzentrati-
onsabhangige Alginatinduktion bei Ciprofloxacin besonders ausgepragt war,
sprechen diese Ergebnisse flr eine biologische Aktivitat als Stressfaktor, wie
H,O, oder anaerobes Milieu, oder moglicherweise in Form einer Interaktion mit
dem Rezeptor fur das PQS [41].

4.4 Regulation der Elastasesynthese von P. aeruginosa

Der Stamm P4 synthetisiert den Autoinducer Lasl, es fehlt jedoch der entspre-

chende Transkriptionsfaktor LasR, daher verfugt dieser Stamm Uber kein funk
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tionsfahiges LasR/Lasl-System. Es konnte mittels RIA nur eine sehr geringe
Elastasesynthese nachgewiesen werden. Ebenfalls eine verminderte Elastase-
synthese zeigte der Stamm P34, diese war jedoch hoher, als die von P4. Insge-
samt war die Syntheseleistung beider Stamme sehr viel geringer, als die des
Elternstammes P2. Der Stamm P34 synthetisiert den Autoinducer Rhll, es fehlt
der Transkriptionsfaktor RhIR, das LasR/ Lasl-System ist intakt. Diese Ergeb-
nisse erganzen die Arbeiten von Pearson et al. [40]. Sie konnten zeigen, dass
der Ausfall des Signalmolekils Lasl zu einem Abfall der Elastasesynthese flhrt,
ebenso das Fehlen von Rhll. Der Ausfall von Lasl zeigte sich dabei als schwer-
wiegender. Es ist also fur ein intaktes Autoinducersystem und damit einer un-
eingeschrankten Elastasesynthese sowohl der Transkriptionsfaktor, als auch
das Signalmolekll notwendig. Im Gegensatz zu Pearson et al. wurde nicht die
Enzymaktivitat der Elastase mittels Kongo-Rot-Assay bestimmt, sondern die
Elastase durch RIA quantifiziert. Diese Methode ist sehr viel spezifischer und
sensitiver, da auch andere Proteasen von P. aeruginosa Elastin spalten und
damit bei einem Kongo-Rot-Assay, der auf Elastinspaltung basiert, falsch positi-
ve Ergebnisse liefern. So konnten Wolz et al. zeigen, dass der elastasenegative
Stamm lasB aufgrund der alkalischen Protease trotzdem noch eine elastolyti-
sche Aktivitat aufweist [52].

4.5 Einfluss subinhibitorischer Ciprofloxacinkonzentrationen auf die
Elastasesynthese von P. aeruginosa

Unter subinhibitorischen Ciprofloxacinkonzentrationen zeigten die Stamme
711413.1 und 71IC4.1 einen starken Abfall der Elastasesynthese, die mit abneh-
mender Antibiotikumkonzentration im Nahrmedium wieder anstieg. Diese Er-
gebnisse entsprechen denen von Dalhoff et al. und Grimwood et al. [7] [16]. Die
Syntheseraten des Stammes P4 war weiterhin so niedrig, dass eine Beurteilung
der gemessenen Werte nicht mdglich war, der Stamm P34 zeigte eine Induktion
der Elastasesynthese, die Werte des Elternstammes P2 wurden jedoch nicht

erreicht. Der Ausfall von LasR oder RhIR war also durch das Antibiotikum nicht
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kompensierbar. Die Stamme PAO1, P2, P3, und 7VIlI1405.1 zeigten eine ver-
mehrte Elastasesynthese, es kam zu einer Induktion. Die untersuchten Stamme
reagierten also nicht einheitlich auf das Antibiotikum. Grimwood et al. konnten
zeigen, dass bei einem mukoiden Stamm die Elastasesynthese nicht durch
Ciprofloxacin reduziert wurde, diese Tatsache lasst darauf schlielen, dass der
Einfluss des Antibiotikums auf die Elastaseproduktion stammabhangig ist [17].
Im Gegensatz zu Grimwood et al. wurde auch hier nicht der Kongo-Rot-Assay,

sondern der spezifischere und sensitivere RIA verwendet.

Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedliche Elastaseproduktion mag sein,
dass manche Stamme auf Umweltstress, in diesem Fall das Antibiotikum, mit
einer vermehrten Elastasesynthese reagieren, andere jedoch nicht. Da das PQS
chemisch den Chinolonantibiotika verwand ist, ware aufgrund dieser Ergebnisse
ein partieller Agonismus des Ciprofloxacins denkbar, das bei geringen PQS-
Konzentrationen die noch freien Rezeptoren besetzt, dessen Wirkungen teilwei-
se imitiert und so zu einer Elastaseinduktion fuhrt. Bei hohen PQS-Spiegeln
konkurriert es jedoch mit diesem um das Bindemolekul und verdrangt es, besitzt
aber nur ein Teil dessen biologischer Wirksamkeit und fuhrt daher zu einem Ab-
fall der Synthese. So zeigten die Stamme mit einer hohen Elastasesynthese
einen Abfall des Enzyms, wahrend solche mit niedriger Produktion mit einer In-
duktion reagierten. Das Phanomen des partiellen Agonismus ist auch bei ande-
ren Pharmaka bekannt, so besitzt der B-Blocker Pindolol eine gewisse adrener-
ge Wirkung, die als intrinsic sympathomimetic activity (ISA) bezeichnet wird, die
sehr viel starkere Wirkung der physiologischen Liganden der B-Rezeptoren Ad-

renalin und Noradrenalin wird jedoch blockiert [32].

Far die von Pesci et al. festgestellte Induktion von lasB-lacZ durch synthetisches
PQS bei einer Konzentration von 50 uM konnte kein Korrelat mittels RIA fur E-
lastase gefunden werden. Eine Erklarung waren die physikochemischen Ei-
genschaften von PQS, welches sehr lipophil ist und daher moglicherweise im

Nahrmedium TSB nicht ausreichend I6slich war.
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4.6 Regulation von Alginat im Vergleich zur Elastasesynthese

Der elastasenegative Stamm lasB zeigte eine starke Alginatproduktion, so dass
von einem mukoiden Phanotyp gesprochen werden kann, Elastase konnte mit-
tels RIA nicht nachgewiesen werden. Dies steht in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Mohr et al. [35], die bei vier von finf mukoiden Stdmmen eine
nur geringe Aktivitat des lasB —Promotors fanden, die vier Stamme zeigten also
eine ausgepragte Alginatsynthese, bei gleichzeitig geringer Elastasesynthese.
Andererseits zeigten die nicht-mukoiden Phanotypen der Stamme keine ver-
starkte Elastasesynthese. Es wurde eine gegenlaufige Koregulation von Elasta-
se und Alginat parallel oder vor dem alginatkodierenden Gen vermutet. Die
LasR- und RhIR- negativen Mutanten P4 und P34 zeigten ebenfalls eine geringe
Elastasesynthese, aber auch nur eine moderate Alginatproduktion. Der Wildtyp
711413.1 zeigte einen mukoiden Phanotyp bei gleichzeitig ausgepragter Elasta-
sesynthese. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Kamath et
al., die zeigen konnten, dass eine sehr ausgepragte Produktion von Elastase die
Alginatsynthese sowohl in mukoiden, als auch in nicht-mukoiden Stammen sti-
muliert [24]. Weiter konnte gezeigt werden, dass eine Induktion der Alginat-
synthese der Stamme PAO1, P2, P3 und P34 durch Ciprofloxacin nicht zu ei-
nem Abfall der Elastasesynthese fuhrt. Ciprofloxacin induziert bei diesen Stam-
men gleichzeitig die Elastasesynthese. Der Stamm P4 zeigte ebenfalls eine In-
duktion der Alginatsynthese auf Ciprofloxacin, die Elastasesynthese blieb wei-
terhin gering. Diese Ergebnisse lassen keinen Zusammenhang im Sinne einer
gegenlaufigen Koregulation von Alginat- und Elastasesynthese, wie von Mohr et
al. vermutet, erkennen. Da bekannt ist, dass algR, welches die Alginatsynthese
kontrolliert, anderen Molekulen homolog ist, welche die Reaktion auf Umwelt-
stress regulieren und Ciprofloxacin bei den Stammen PAO1, P2, P3 und P34
gleichsinnig eine Induktion der Virulenzfaktoren Alginat und Elastase bewirkt, ist

zu vermuten, dass es Ubergeordnet als Stressfaktor auf beide Systeme wirkt.
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Aufgrund dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass keine inverse Koregu-
lation der Virulenzfaktoren Alginat und Elastase bei den untersuchten Stammen
vorliegt. Das bedeutet, dass eine derartige Regulation stammabhangig ist, oder
dass diese beiden Virulenzfaktoren grundsatzlich unabhangig voneinander regu-
liert werden. Weiter konnte gezeigt werden, dass Ciprofloxacin die Alginat-
synthese von P. aeruginosa induzieren kann. Dabei hat das Autoinducersystem
kaum (LasR) oder gar keinen Einfluss (RhIR) auf dessen Synthese und dessen
Induzierbarkeit durch das Antibiotikum. Es konnte aul’erdem gezeigt werden,
dass Ciprofloxacin die Elastasesynthese bei manchen Stammen reduzieren, bei
anderen auch induzieren kann. Die Stamme P4 und P34, welche ein defektes
Autoinducersystem besitzen, zeigten keine wesentliche Anderung der Elasta-
seproduktion, wahrend deren Elternstamm P2 mit einer deutlich gesteigerten
Elastasesynthese auf Ciprofloxacin reagierte. Das bedeutet, dass die Struktur,
auf die Ciprofloxacin einwirkt in der Signaltransduktionskette fur die Elasta-
seexpression den Autoinducern vorangeschaltet ist. Bei der chronischen Infekti-
on von CF-Patienten mit P. aeruginosa sind weitere Faktoren bekannt, die die
Alginatsynthese induzieren, wie das H,O, Neutophiler Granulozyten oder das
anaerobe Milieu im Mukus [33] [53]. Daher besteht unter Umstanden ein additi-
ver oder synergistischer Effekt dieser Faktoren mit subinhibitorischem Ciproflo-
xacin. Hinsichtlich der Therapie einer Infektion durch P. aeruginosa mit Ciproflo-
xacin konnte sich neben der bakteriziden Wirkung eine mogliche Reduktion des
Virulenzfaktors Elastase bei subinhibitorischer Antibiotikumkonzentration als
vorteilhaft erweisen. Allerdings ist eine derartige Wirkung nicht bei allen Stam-
men zu erwarten. Weiterhin kdnnte eine zusatzliche Induktion des Virulenzfak-
tors Alginat durch Ciprofloxacin die weitere Therapie der Infektion erschweren,
wenn es nicht gelingt, den Erreger zu eliminieren. Diese Ergebnisse beziehen
sich auf eine relativ geringe Anzahl von Stammen. Daher werden weitere Unter-
suchungen mit einer grélleren Anzahl von Stammen, unter anderem auch mit
zusatzlich veranderten Bedingungen, wie etwa anaerobes Milieu notwendig

sein.
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5. Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa besitzt ein Quorum Sensing System, welches neben
dem bakteriellen Wachstum auch die Produktion von Virulenzfaktoren wie Algi-
nat und Elastase reguliert. Das Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) induziert
ebenfalls die Expression von Elastase. Da PQS der Antibiotikaklasse der Chino-
lone chemisch nahe verwandt ist, kdnnen diese Antibiotika in subinhibitorischen
Konzentrationen, wie sie bei der Therapie von chronischen Infektionen zu finden
sind, moglicherweise analog dem PQS die Expression von Virulenzfaktoren mo-
difizieren. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die Expres-
sion von Alginat und Elastase von P. aeruginosa gegenlaufig oder gleichsinnig
reguliert, ob subinhibitorische Konzentrationen des Chinolons Ciprofloxacin de-
ren Expression induzieren und ob das Autoinducersystem dabei eine Rolle
spielt. Labor- und Patientenisolate von P. aeruginosa wurden mit und ohne
Ciprofloxacin in subinhibitorischer Konzentration inkubiert. Zusatzlich wurden
Mutanten mit defektem Autoinducersystem eingesetzt. Die Bestimmung der Al-
ginatkonzentration erfolgte biochemisch mit Hilfe des Carbazol-Assays sowie
immunologisch mit einem Alginat-Antikorper. Die Elastasekonzentrationen wur-
den radioimmunologisch ermittelt. Die Alginatproduktion aller untersuchten
Stamme wurde unter subinhibitorischem Ciprofloxacin induziert. Der Defekt im
Autoinducersystem &ul3erte sich lediglich in einer leicht reduzierten Alginat-
synthese. Der Einfluss von subinhibitorischem Ciprofloxacin auf die Elastase-
konzentrationen war uneinheitlich: bei vier Stdmmen wurde die Elastase hoch-,
und bei zwei weiteren Stdammen herunterreguliert. Die Mutanten konnten nur
geringfugige Mengen an Elastase produzieren. Eine mit der erhdohten Expressi-
on von Elastase durch PQS vergleichbare Induktion durch subinhibitorisches
Ciprofloxacin konnte nur bei einem Teil der verwendeten Stdmme nachgewie-
sen werden. Eine vermehrte Alginatproduktion dagegen wurde bei allen Stam-
men erreicht. Damit konnte belegt werden, dass Alginat und Elastase nicht ge-

genlaufig koreguliert werden und dass Ciprofloxacin nur teilweise analoge
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Auswirkungen wie PQS besitzt. Ein Defekt im Autoinducersystem lasst sich
nicht dadurch kompensieren. Die Struktur, auf welche Ciprofloxacin einwirkt ist
also den Autoinducern vorangeschaltet. Da bei der chronischen Infektion von
CF-Patienten durch P. aeruginosa verschiedene Faktoren nachgewiesen wer-
den konnten, welche die Alginatsynthese steigern und nach den Ergebnissen
dieser Arbeit Ciprofloxacin ebenfalls dessen Synthese induzieren kann, sollten
bei einer Therapie mit diesem Antibiotikum subinhibitorische Konzentrationen

durch eine geeignete Dosis oder eine Kombinationstherapie vermieden werden.
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A Tabellen

Tabellen |

Die Tabellen zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen, sowie die Ein-
zelmessungen der Alginatbestimmung mittels Carbazolassay, weiterhin sind die
Ciprofloxacinkonzentrationen, die der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) bei

Wachstum auf PIA entsprechen fir die einzelnen Stamme angegeben.

Tabelle I.1. MHK- Bestimmung der untersuchten Stamme auf PIA

nach zwei Tagen Bebritung:

Stamm: Ciprofloxacin
pg/ml der MHK
PAO1 1,56
P2 0,78
P3 3,12
P4 1,56
P34 0,78
las B 6,25

Tabelle I. 2. Mittelwerte und Standardabweichungen der Alginatbestimmung

mittels Carbazolassay nach zwei Tagen Bebritung:

Alginatsynthese?

Stamm n H.O Y2 MHK Ya MHK 1/8 MHK 1/16
MHK

MW SD MW SD MW SD MW  SD MW
SD
PAO1 3 0,059+0,038 0,277+0,178 0,295+0,108 0,116+0,028 0,060+0,011
P2 3 0,041+0,019 0,443+0,174 0,179+0,074 0,089+0,041
P3 2 0,036 1,000 0,463 0,482 0,100
P4 4 0,025+0,009 0,174+0,070 0,099+0,069 0,051+0,016 0,048+0,022
P34 4 0,036+0,018 0,734+0,477 0,505+0,226 0,117+0,087
LasB 2 0,117 0,373 0,405 0,091 0,078

! Mg Alginat / pug Protein; Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK),
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der Messungen (n)
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Tabelle 1.3.

Dargestellt ist die Ciprofloxacinkonzentration in ug/ml, die Absorption bei 530
nm des Carbazol- Assays, die Absorption bei 562 nm des Pierce- Assays 1:1
und 1:10 verdinnt, da bei hoher Proteinkonzentration die Messwerte ungenau
wurden, die um den Leerwert korrigierte Absorption des Carbazol- Assays, die
absolute Alginatkonzentration in pg/ml, die absolute Proteinkonzentration in
pg/ml und den Quotienten Alginat/Protein. Die Alginatbestimmung erfolgte nach

zwei Tagen Bebrutung.

Stamm: las B

Konzentration OD 530nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat ug/ml Protein pg/ml Alginat/Protein

in ug/ml’ Alginat Protein 1:1

Leerwert 0,294

0 0,96 1,172 0,666 310 1925 0,161
3,12 0,417 0,148 0,123 65 225 0,289
1,56 0,932 0,447 0,638 300 740 0,405
0,78 0,833 1,116 0,539 255 1825 0,14
0,39 0,767 1,202 0,473 225 1975 0,114
0,18 0,993 1,208 0,699 330 1975 0,167
0,09 0,944 1,544 0,65 305 2550 0,12

Leerwert 0,462

0 0,854 1,512 0,392 180 2475 0,073
3,12 0,81 0,22 0,348 160 350 0,457
1,56 0,71 2,175 0,248 120 3575 0,034
0,78 0,588 0,976 0,126 65 1600 0,041
0,39 0,664 1,462 0,202 100 2400 0,042
0,18 0,462 1,535

0,09 0,854 1,549 0,392 180 2550 0,051

! Ciprofloxacin
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Stamm: PAO1

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat

in ug/ml’
Leerwert
0

0,78
0,39
0,18
0,09

Leerwert
0

0,78
0,39
0,18
0,09

Leerwert
0

0,78
0,39
0,18
0,09

Leerwert
0

0,78
0,39
0,18
0,09

Alginat
0,095
0,359
0,28
0,446
0,585
0,291

0,171
0,325
0,251
0,431
0,503
0,465

0,123
0,693
0,301
0,45
0,52
0,479

0,114
0,533
0,201
0,415
0,461
0,492

Protein 1:1 Protein 1:10

1,505
0,115
0,229
1,189
1,491

1,464
0,112
0,391
1,046
1,414

1,355
0,186
0,301
1,046
1,395

1,559
0,285
0,376
0,994
1,276

0,218
0,007
0,021
0,077
0,128

0,197
0,01

0,041
0,098
0,169

0,154
0,016
0,033
0,109
0,144

0,178
0,019
0,037
0,1

0,155

0,264
0,185
0,351
0,49

0,196

0,154
0,08
0,26
0,332
0,294

0,57

0,178
0,327
0,397
0,356

0,419
0,087
0,301
0,347
0,378

pg/ml

130
90
160
220
95

75
40
130
155
140

270
85

150
185
170

200
40

145
165
175

Protein

pg/ml

3500
175
360
1400
2000

3200
180
650
1600
2600

2500
300
495
1750
2450

2950
460
620
1600
2500

Alginat/

Protein

0,037
0,514
0,444
0,157
0,048

0,023
0,222
0,2

0,097
0,054

0,108
0,283
0,303
0,106
0,069

0,068
0,087
0,234
0,103
0,07

! Ciprofloxacin
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Stamm: P2

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in ug/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml  Protein
Leerwert 0,301

0 0,771 1,805 0,232 0,47 225 3800 0,059
0,39 0,53 0,204 0,035 0,229 110 330 0,333
0,18 0,841 0,861 0,107 0,54 255 1410 0,181
0,09 0,826 1,28 0,212 0,525 250 3500 0,071
Leerwert 0,201

0 0,371 1,592 0,238 0,16 80 3800 0,021
0,39 0,396 0,169 0,012 0,195 95 270 0,352
0,18 0,509 0,843 0,086 0,308 145 1385 0,105
0,09 0,56 1,682 0,174 0,359 170 2850 0,06
Leerwert 0,167

0 0,485 1,528 0,233 0,318 150 3700 0,041
0,39 0,355 0,085 0,01 0,188 90 140 0,643
0,18 0,748 0,663 0,064 0,581 270 1070 0,252
0,09 0,889 1,163 0,149 0,722 340 2500 0,136

! Ciprofloxacin

Stamm P3

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in pg/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,182

0 0,432 1,41 0,195 0,25 115 3200 0,036
1,56 0,186 0,042 0,002

0,78 0,244 0,068 0,006 0,062 30 100 0,3
0,39 0,422 0,201 0,019 0,24 115 325 0,354
0,18 0,547 0,905 0,117 0,365 170 2000 0,085
0,09 0,551 1,238 0,182 0,369 170 3000 0,057

! Ciprofloxacin
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Stamm P3

Konzentration OD 530nmOD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in ug/ml’ Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml ug/ml Protein
Leerwert 0,172

0 0,394 1,444 0,188 0,222 105 3000 0,035
1,56 0,27 0,039 0,001 0,098 50 50 1

0,78 0,277 0,05 0,004 0,105 50 80 0,625
0,39 0,468 0,143 0,016 0,296 140 230 0,609
0,18 0,495 0,776 0,094 0,323 150 1300 0,115
0,09 0,585 1,199 0,147 0,413 195 2450 0,08

! Ciprofloxacin

Stamm: P4

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in pg/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,119

0 0,366 1,572 0,233 0,247 115 3700 0,031
0,78 0,395 0,334 0,039 0,276 135 520 0,25
0,39 0,393 0,984 0,132 0,274 135 2000 0,068
0,18 0,381 1,418 0,203 0,262 130 3250 0,04
0,09 0,398 1,463 0,227 0,279 135 3500 0,039
Leerwert 0,125

0 0,322 1,636 0,25 0,197 95 4000 0,024
0,78 0,34 0,562 0,072 0,215 100 900 0,111
0,39 0,396 1,247 0,185 0,271 135 2900 0,047
0,18 0,397 1,418 0,21 0,272 135 3500 0,037
0,09 0,38 1,64 0,244 0,265 130 3900 0,033

! Ciprofloxacin
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Stamm: P4

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in pg/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,239

0 0,448 1,261 0,178 0,209 100 3000 0,033
0,78 0,347 0,197 0,034 0,108 50 310 0,161
0,39 0,382 0,517 0,078 0,143 70 850 0,082
0,18 0,494 0,957 0,13 0,255 120 2100 0,057
0,09 0,735 1,25 0,179 0,496 240 3000 0,08
Leerwert 0,283

0 0,347 1,351 0,182 0,064 35 3000 0,012
0,78 0,232 0,034 0,008 0 0

0,39 0,472 0,286 0,036 0,189 90 450 0,2
0,18 0,628 0,937 0,144 0,345 160 2250 0,071
0,09 0,535 1,271 0,182 0,252 120 3000 0,04

! Ciprofloxacin

Stamm: P34

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in ug/ml’ Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,492

0 0,595 1,538 0,203 0,103 50 3250 0,015
0,39 0,524 0,123 0,01 0,032 20 200 0,1
0,18 0,76 0,206 0,019 0,268 130 350 0,371
0,09 0,668 0,874 0,094 0,176 80 1425 0,056
Leerwert 0,346

0 0,581 1,61 0,208 0,235 110 3250 0,034
0,39 0,509 0,074 0,006 0,163 80 125 0,64
0,18 0,535 0,212 0,021 0,189 90 350 0,257
0,09 0,45 0,888 0,099 0,104 50 1700 0,029

! Ciprofloxacin
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Stamm: P34

Konzentration
in ug/ml’
Leerwert

0

0,39

0,18

0,09

Leerwert
0

0,39
0,18
0,09

OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pyg/ml pg/ml  Protein
0,255

0,562 1,227 0,154 0,307 145 2500 0,058
0,567 0,072 0,014 0,312 145 125 1,16
0,695 0,178 0,02 0,44 205 300 0,683
0,889 0,848 0,093 0,634 300 1500 0,2
0,214

0,433 1,384 0,168 0,219 100 2750 0,036
0,534 0,083 0,014 0,32 150 145 1,034
0,812 0,24 0,028 0,598 280 395 0,709
0,79 0,76 0,085 0,576 275 1500 0,183

! Ciprofloxacin

Stamm: 711413.1

Konzentration ~ OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/
in pg/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,113

0 0,285 0,03 0,172 88 500 0,176
0 0,291 0,29 0,178 90 500 0,18

0 0,273 0,044 0,16 60 700 0,086
Stamm: 711C4.1

Konzentration ~ OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/
in pg/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml Protein
Leerwert 0,113

0 0,258 0,159 0,145 70 2510 0,028
0 0,247 0,151 0,134 65 2500 0,026
0 0,31 0,155 0,197 95 2510 0,038

1

ohne Zusatz von Ciprofloxacin
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Stamm: 7VI11405.1

Konzentration OD 530nm OD 562 nm OD 562 nm Alginat kor. Alginat Protein Alginat/

in ug/ml1 Alginat Protein 1:1 Protein 1:10 pg/ml pg/ml  Protein
Leerwert 0,113

0 0,178 0,147 0,065 20 2480 0,008
0 0,227 0,154 0,114 55 2510 0,022
0 0,225 0,144 0,112 52 2470 0,021

1

ohne Zusatz von Ciprofloxacin
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Tabellen Il

Intensitatsmessung der Fluoreszenz des IIFT auf Alginat (IE) nach zwei Tagen

Bebritung mit und ohne Ciprofloxacin. Abklrzung: AB = Antibiotikum

Stamm: PAO1 Stamm:P2

ohne AB 1/2 MHK' ohne AB 1/2 MHK
85 86 47 103
108 140 93 89
88 129 65 101
90 96 71 103
112 155 97

96

Stamm:P4

ohne AB 1/2 MHK

83 147

82 126

86 130

84 106

110 95

90 122

76 111

84

' Minimale Hemmkonzentration (MHK) Ciprofloxacin
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Tabellen I

Tabelle 111.1. MHK - Bestimmung der untersuchten Stamme in TSB
nach 18 h Inkubation:

Stamm: Ciprofloxacin Stamm: Ciprofloxacin
pg/ml der MHK pg/ml der MHK

PAO1 0,09 P34 0,045

P2 0,045 7114131 0,78

P3 0,09 711C4.1 1,56

P4 0,09 7VI11405.1 1,56

Tabelle 111.2. Mittelwerte und Standardabweichungen der

Elastasebestimmung mittels RIA:

Elastasesynthese!
Stamm H-,O Y2 MHK Ya MHK 1/10 MHK
MW SD n MW SD n MW SD n MW SD

n

PAO1 10,73+10,4 4 117,5¢42,1 4 30,50 2 8,333+3,06 3
P2 6,100+2,51 3 135,3+69,4 4 38,50 2 5,900+1,61 3
P3 8,150 2 146,0£¢58,1 3 117,5 2 17,63%6,09 3
P4 0,075+0,01 3 0,390+0,21 4 0,955 2 1,666+0,21 3
P34 0,575 2 7,92546,50 4 2,700 2 1,500+0,20 3
7114131 25,80+11,6 3 12,80+5,56 3 6,900+4,41 3 24,87+9,20 3
711C4.1 22,40+3,56 3 7,350 2 4,450 2 -

7V111405.1 2,033+0,55 3 - 14,85 2 3,300 2

' ug Elastase / ml; Minimale Hemmkonzentration Ciprofloxacin (MHK),
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Anzahl der Messungen (n)
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Tabelle III.3.

Da die Bindungskapazitat der Antikorper bei ca. 10 000 CPM abgesattigt war
und der Leerwert je nach Messreihe zwischen 70 und 220 CPM lag, wurden die
Proben so verdunnt, dass die Messwerte in diesem Bereich lagen. Dargestellt
ist die Ciprofloxacin- konzentration in MHK (AB-Konz), die Zellzahl der unver-
dinnten Probe pro ml (CFU), die Verdinnungsstufe der Probe, die gemessene
Aktivitat in CPM, die um den Leerwert korrigierte Aktivitat, die anhand des Refe-
renzwertes ermittelte Elastasekonzentration in yg/ml und, um die Ergebnisse
vergleichen zu kdnnen, die auf die gleiche Zellzahl von 10° /ml umgerechnete
Elastasekonzentration (ug Ela/ml x 10° Zellen). Leerwert und Referenzwert wur-
den fur jede Messreihe neu bestimmt, da die Aktivitat gemass dem radioaktiven
Zerfall standig abnahm. Die Bestimmung wurde nach 18 h Inkubation durchge-

fuhrt. Abklrzungen: Ela = Elastase; CPM = counts per minute;

Leerwert: 221 CPM Referenzwert: 0,01ug Ela/ml = 1904 CPM

Stamm: Zusatz im CFU Verdiinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml ug Ela/mix10° Zellen
Medium :
lasB H20 3,6x10" 10 529 308 0,016  <0,001

Leerwert: 150 CPM Referenzwert: 0,01ug Ela/ml = 1640 CPM

Stamm: Zusatz im CFU Verdiinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml ug Ela/mix10° Zellen
Medium :
P3 H20 1,1x10"°  10™ 2101 1951 119 10,8
50uM PQS 1,4x10"  10™ 1922 1772 108 7,7
50uM PQS 1,9x10" 10 2573 2423 148 7,8
50uM PQS 1,5x10" 10 2380 2230 136 9,1
P4 H20 1,4x10"° 10 4381 4231 0,258 0,018
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Leerwert: 110 CPM Referenzwert: 0,01ug Ela/ml = 1110 CPM

Stamm: AB-Konz. CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml g Ela/mix10° Zellen

PAO1 0 55x10° 103 3196 3081 27,6 5
1/2 MHK" 2x10® 10 3547 3434 30,8 154
1/2 MHK  4x10®  10°® 2363 2253 23 58
P2 0 1,6x10"° 10™ 1664 1554 139 8,7
1/2 MHK  1,4x10®  10°® 3773 3663 33 236
1/2 MHK  4x10®  10°® 3651 3441 31 78
P3 1/2 MHK  8x10®  10* 1142 1032 93 116
P4 0 2x10° 10 517 407 0,036 0,018
1/2 MHK  3x10®8 10 1208 1098 0,099 0,33
P34 0 5,8x10° 1072 2348 2233 2 0,35
1/2 MHK  4x10® 1072 820 710 0,64 1,6

! Minimale Hemmkonzentration (MHK) Ciprofloxacin

Leerwert: 80 CPM Referenzwert: 0,1ug Ela/ml = 7400 CPM

Stamm: AB-Konz. CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml ug Ela/mix10° Zellen

PAO1 0 3,3x10"° 10* 6483 6403 860 26
1/2 MHK" 3,1x10® 107 3199 3119 43 139
12 MHK  4,1x10® 107 3728 3648 49 119
1/4 MHK  4,6x10° 10 1389 1309 177 38
1/4 MHK  3,6x10° 107 6319 6239 84 23

! Minimale Hemmkonzentration (MHK) Ciprofloxacin
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Leerwert: 80 CPM Referenzwert: 0,1ug Ela/ml = 7400 CPM

Stamm: AB-Konz. CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml pug Ela/mix10° Zellen

P2 0 5,4x10" 10* 2455 2375 321 5,9
1/2 MHK" 2,6x10° 103 2364 2284 31 119
1/2 MHK  2,5x10® 10 2071 1991 27 108
1/4 MHK  3,4x10° 10™ 1255 1175 159 47
1/4 MHK  3x10° 103 6707 6627 89 30
P3 0 6,7x10" 10* 2802 2722 368 55
1/2 MHK  6,2x10® 10 5129 5049 68 109
1/2 MHK  4,6x10° 10 7338 7258 98 213
1/4 MHK  2,5x10° 10™ 2825 2745 370 148
1/4 MHK  2,7x10° 10™ 1826 1746 236 87

Stamm: AB-Konz. CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela pg/ml ug Ela/mix10° Zellen

P4 0 4,1x10" 1072 5781 5701 8 0,19
1/2 MHK  6,5x10® 10 3355 3275 0,44 0,68
1/2 MHK  6,3x10° 10 959 879 0,12 0,19
1/4 MHK  6,4x10° 107 4197 4117 5,6 0,87
1/4 MHK  5,1x10° 1072 4002 3922 53 1,04
P34 0 2,2x10" 107 1404 1324 18 0,8
172 MHK  4,3x10® 107 4258 4178 5,6 13
172 MHK  4,4x10% 107 4691 4611 6,2 14
1/4 MHK  3,4x10° 107 750 670 9 2,6
1/4 MHK  3,2x10° 107 752 672 9 2,8

' Minimale Hemmkonzentration (MHK) Ciprofloxacin
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Leerwert: 80 CPM Referenzwert: 0,01ug Ela/ml = 2050 CPM

Stamm: AB-Konz.

PAO1 O
0
P2 0

P4 1/2 MHK'

P34 1/2 MHK

Stamm: AB-Konz.

71C41 0
0
0
1/2 MHK
1/2 MHK
1/4 MHK
1/4 MHK

7VIII405.10
0
0
1/4 MHK
1/4 MHK

CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela ug/ml ug Ela/mix10° Zellen

2,9x10"° 10*
1,3x10"° 10™

1,3x 10"° 10™

1,7x10° 107

2,4x10° 103

CFU Verdiinnung
6,4x10° 10*
6,9x10° 10™
6,5x10° 10™
1,2x10% 107
1,1x10% 107
1,4x10° 107
9,6x10° 10

8,6x10° 10™
9,1x10° 10*
8,2x10° 10*
5x10° 107
1,2x10% 107

1/10 MHK 2,7x10° 10™
1/10 MHK 1,2x10° 10™

2471 2391
2140 2060

1059 979

1350 1270

1617 1537

CPM CPM kor.
2485 2405
3569 3489
3314 3234
190 110

311 231

1151 1071
1108 1028

524 444
448 368
331 251
159 79

618 538
155 75

210 130

117
100

48

0,62

7,5

Ela pg/mi
117

170

157

0,54

1,13

5,2

5

22
18
12
0,39
2,62
3,7
6,3

4
7,7

3,7

0,36

3.1

ug Ela/mix10° Zellen
18,3

24,7

24,2

4,5

10,2

3,7

5.2

2,6
2
1,5
7,8
21,9
1.4
5,2

! Minimale Hemmkonzentration (MHK) Ciprofloxacin
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Leerwert: 70 CPM Referenzwert: 0,01ug Ela/ml = 1300 CPM
Stamm: AB-Konz. CFU Verdinnung CPM CPM kor. Ela yg/ml g Ela/mix10° Zellen

7114131 0 59 x10° 10 3076 3006 231 39,2
0 6,7x10° 10™ 1687 1617 124 18,5
0 6,9x10° 10 1839 1769 136 19,7
1/2 MHK ~ 1,8x10° 107 2230 2160 16,6 9,2
12 MHK ~ 1,1x10° 107 2811 2741 21,1 19,2
1/2 MHK ~ 2,3x10° 107 3067 2997 23,1 10
1/4 MHK ~ 1,8x10° 107 2863 2793 21,5 11,9
1/4 MHK  9x10°  10° 4281 4211 32,4 3,6
1/4 MHK  6x10°  10° 4148 4078 31,4 5,2
1/10 MHK  4,5x10° 10 2092 2022 155 34
1/10 MHK 9,5x10° 10 1992 1922 148 15,6
1/10 MHK 6,2x10° 10 2081 2011 155 25
PAO1 110 MHK 4,4x10" 10™ 3174 3104 238 54
1/10 MHK  2,4x10" 10 3684 3614 278 11,5
1/10 MHK 3,5x10"° 10™ 3762 3692 284 8,1
P2 1/10 MHK 6,1x10" 10™ 3372 3302 254 4,2
1/10 MHK 3,1x10" 10™ 2525 2455 189 6,1
1/10 MHK 3,3x10" 10™ 3244 3174 244 7.4
P3 1/10 MHK 1,2x10"® 10 3509 3439 265 22,1
1/10 MHK 1,3x10" 10™ 3607 3537 271 20,1
1/10 MHK 2,3x10" 10™ 3285 3215 247 10,7
P4 1/10 MHK 8x10° 107 1934 1864 14 1,8
1/10 MHK 1,1x10" 107 2022 1952 15 1,4
1/10 MHK 8,7x10° 107 1813 1743 13 1,5
P34 1/10 MHK 1,1x10" 107 2539 2479 19 1,7
1/10 MHK 1,5x10" 107 2938 2878 22 1,5
1/10 MHK 1,5x10" 107 2604 2534 19 1,3
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