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Vertreter der
Gattung Janthino-
bacterium beim
Bewachsen einer
Pilzhyphe. Die
netzartigen Struk-
turen stellen Teile
des Biofilms dar.
Die Biofilmbil-
dung wird durch
Quorum Sensing
gesteuert und
kann durch Quo-
rum-Quenching-
MaRnahmen ver-
hindert werden.

Die mit einem
griinen Pfeil
markierten Begriffe
werden im Glossar
auf Seite 148 er-
kldrt.
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Sprachstorungen in der Welt der Mikroben

Quorum Quenching

CHRISTEL VOLLSTEDT | WOLFGANG STREIT

Bakterien haben eine Art ,,Sprache*” ent-
wickelt — das Quorum Sensing (QS) -
durch die sie in der Lage sind, ihre Art-
genossen wahrzunehmen und gemein-
schdftlich zu handeln. Viele Prozesse, die
zur Pathogenitdt oder Virulenz von
Bakterien fiihren, werden (iber Quorum
Sensing gesteuert. Unter Quorum Quen-
ching (QQ) versteht man Mechanismen,
die diese Sprache und damit das gemein-
schdftliche Handeln stéren. Quorum
Quenching stellt eine vielversprechende
Strategie dar, in die Kommunikation

von pathogenen Bakterien einzugreifen
und dadurch ihre Pathogenitdt abzu-
schwdchen.
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Online-Ausgabe unter:

ie Art und Weise wie Bakterien kommunizieren wird
Dals Quorum Sensing (QS) bezeichnet. Bakterielle QS-
Systeme bestehen meist aus zwei zentralen Komponen-
ten, einem Rezeptor, dem Signalempfinger und einer
Synthase, dem Enzym, das die Signalmolekiile, auch Quo-
rum-Sensing-Signal oder » Autoinducer (AD) genannt, pro-
duziert. Bei einer niedrigen Populationsdichte verteilen
sich die von den Bakterien produzierten und nach auen
abgegeben Autoinducer in der Umgebung, ohne von den
Nachbarzellen wahrgenommen zu werden. Steigt die An-
zahl der Bakterien, akkumulieren diese Signalstoffe im
Medium. Ist ein bestimmter Schwellenwert an Signal-
molekiilen tiberschritten, wird dies von den Zellen in der
Umgebung erkannt, und es kommt zur Expression be-
stimmter Zielgene (Abbildung 1). Auf diesem Weg konnen
bei steigender Zellzahl eine Reihe von bakteriellen Aktivi-
titen wie z. B. die Resistenz gegen Antibiotika, die Biofilm-
bildung, die Biolumineszenz und die Sekretion von » Viru-
lenzfaktoren reguliert werden [1].
Quorum Sensing ist sowohl bei Gram-negativen als
auch bei Gram-positiven Bakterien verbreitet und wurde
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erstmals bei dem Meeresbakterium  ABB. 1 | QUORUM SENSING BEI BAKTERIEN

Aliivibrio (Vibrio) fischeri beschrie-
ben. In A. fischeri wird die Biolumi-
neszenz Uber QS reguliert. Im Laufe
der Evolution hat sich eine Vielzahl

a) Geringe
Zelldichte

*

unterschiedlicher Mechanismen mit
verschiedenen QS-Signalmolekiilen
entwickelt. Die hiufigsten AI-Mole-
kiile sind die N-Acyl-Homoserinlak-
tone (AHLs) bei Gram-negativen Bak- Hohe
terien. Sie bestehen aus einer Acyl- Zelldichte
kette, die liber eine Amidbindung mit -
einem Homoserinlaktonring verbun- @ '
den ist (Abbildung 2). Aufgrund der
verschiedenen Varianten dieser Ver- - @
bindungen mit unterschiedlicher Acyl- s
kettenlinge und unterschiedlichen
Substitutionen dienen die AHLs zur
artspezifischen Kommunikation. Im "
Gegensatz zu den AHLs hat sich mit — e
dem Autoinducer-2 (AI-2) ein Al ent-

wickelt, der die Kommunikation zwi-

Zielgene

Expression

Zielgene

schen Organismen unterschiedlicher ) Mechanismus des Quorum Sensing (QS). Bei geringer Zelldichte liegt der Autoinducer (Al, blau)

Arten zuldsst. Der AI-2 kommt sowohl

ebenfalls in geringer Konzentration vor (oben). Das Rezeptorprotein kann die Transkription der

Zielgene nicht induzieren. Mit steigender Zellzahl nimmt die Konzentration des Autoinducers zu

bei Gram-negativen als auch bei Gram-

(unten). Wird ein Schwellenwert (Quorum) iiberschritten, kommt es zur Bindung des Autoinducers
positiven Bakterien vor und gilt als  an den Rezeptor, und die Zielgene kénnen transkribiert werden. b) Einfluss des QS auf die Gen-
eine Art Universalsprache. Die Syn-  expression in Janthinobacterium sp. Durch die Deletion der Autoinducersynthase kénnen keine

these von AL-2 wurde in einer Reihe  Signalmolekiile mehr produziert werden, und die QS-gesteuerte Expression der Zielgene, in die-

von Gram-positiven und Gram-nega-

murium und Vibrio cholerae sowie  schieden in der Koloniestruktur deutlich wird.

beim hyperthermophilen Archaeon

Pyrococcus furiosus nachgewiesen.

In Vibrio bharveyi ist der AI-2 z.B. an der Induktion der
Biolumineszenz beteiligt. In pathogenen E. coli-Stimmen
wird die Produktion von Virulenzfaktoren durch AI-2-
Molekiile reguliert. Strukturell handelt es sich bei dem AI-2
um einen Furanosylboratdiester, dessen Synthese durch
eine S-Ribosylhomocysteinase katalysiert wird (z. B. LuxS).
Ein Rezeptor fiir AlI-2-Molekiile wurde in zahlreichen Bak-
terienspezies identifiziert, was die Vermutung, dass AI-2 zur
interspezifischen Kommunikation genutzt wird, bekriftigt
[2]. Neben dem AI-2 verwenden Gram-positive Bakterien
zur Kommunikation zyklische und lineare Oligopeptide
als Signalmolekiile, die sogenannten Autoinducer-Peptide
(AIP), die iiber spezielle Transportsysteme aus der Zelle
transportiert werden. Im Zytosol werden die AIPs zunichst
als Vorstufen (oder Pro-AIPs) synthetisiert und dann ab-
hingig vom jeweiligen Organismus intrazellulir oder ex-
trazellular weiter modifiziert [3]. Transmembrane Histidin-
sensorkinasen detektieren die AIPs nach Erreichen eines
bestimmten Schwellenwertes und geben das Signal tiber
ein » Zweikomponentensystem in die Zelle weiter, wo-
durch die Expression u.a. von Virulenz-, Kompetenz- und
Sporulationsgenen induziert wird. Bei Stapbylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes und Clostridium perfringens sind AIP-
basierte QS-Systeme gut charakterisiert.

Neben den bereits beschriebenen QS-Signalen wurden
weitere Signalmolekiile entdeckt. Das pflanzenassoziierte
Bakterium Xanthomonas campestris und auch human-
pathogene Stimme wie Pseudomonas aeruginosa und
Burkbolderia cenocepacia, produzieren cis-11-Methyl-2-
dodecensiure, den sogenannten Diffusible Signal Factor

IN KURZE

sem Fall des violetten Farbstoffs Violacein, wird reduziert. Die Violaceinproduktion im Wildtyp-
. . . o Stamm (oben) wird sichtbar in der Verfirbung der Kolonie. In der QS-Mutante (unten) ist dies
tiven Bakterien, einschlieflich der  geytlich reduziert (Aufnahme nach 72-stiindigem Wachstum). AuRerdem fiihrt das Fehlen des
Krankheitserreger Salmonella typbi-  Signalmolekiils zu einem verinderten Koloniewachstum auf Agarplatten, was in den Unter-

- Die Sprache der Bakterien wird als Quorum Sensing bezeichnet und erfolgt (iber

Signalmolekdile, die Autoinducer genannt werden.

- Erkennen die Bakterien eine ausreichende Anhdufung der Signalmolekiile und

damit weiterer Artgenossen, werden Prozesse gestartet, die oftmals fiir den Wirt

pathogen sind.

- Diese Prozesse kénnen unterdriickt werden, indem die bakterielle ,,Unterhaltung

gestart wird. Dies wird als Quorum Quenching bezeichnet.

“

- Molekiile und Enzyme, die das Quorum Sensing stéren, kénnten die Antibiotika

der Zukunft sein und Infektionen vermeiden.
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Einen Ubersichts-
artikel zum
Quorum Sensing
finden Sie in
BiuZ 6/2020.
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(DSF), um unter anderem den Ubergang zwischen einer
planktonischen und einer Biofilm-assoziierten Lebens-
weise zu regulieren. In P. aeruginosa wurde neben den
herkommlichen AHL-Signalen auch 2-Heptyl-3-hydroxy-4-
chinolon (PQS) als Quorum-Sensing-Signal identifiziert.
Es wurde gezeigt, dass PQS die Expression des Virulenz-
faktors LasB kontrolliert. Der humanpathogene Erreger
Escherichia coli (EHEC) O157:H7 produziert ein weiteres
QS-Signal, den Autoinducer 3 (AI-3), der ma3geblich an der
Expression der Virulenzgene beteiligt ist. Die membran-
gebundene Histidinkinase QseC nimmt neben dem AI-3
auch die Wirtshormone Adrenalin und Noradrenalin wahr,
was fiir einen moglichen , Cross-Talk“ zwischen Bakterium
und Wirt spricht [4]. In einer kiirzlich veroffentlichten
Studie wurde gezeigt, dass sich Al-3-Analoga aus Produk-
ten der Threonin-Dehydrogenase (Tdh) sowie unvollstin-
digen » Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Reaktionen ableiten
und in einer groflen Anzahl von Gram-positiven und Gram-
negativen Krankheitserregern gebildet werden konnen
[5]. Zusitzlich wurden weitere Signalmolekiile wie Indol,
zyklische Dipeptide (2,5-Diketopiperazine, DKP) und
3,5-Dimethylpyrazin-2-ol (DPO) beschrieben, die sich
von Aminosiuren ableiten und die Virulenz und Biofilm-

bildung in einigen Organismen verstirken, aber auch re-
duzieren konnen.

Wie die Kommunikation unterbrochen wird:
Sprachstorung bei Bakterien
Wird der Prozess des QS gestort, spricht man von Quorum
Quenching (QQ). An diesem Prozess konnen Enzyme oder
chemische Komponenten beteiligt sein, die auf unter-
schiedliche Weise die Kommunikation der Bakterien hem-
men. Aufgrund dieser Inhibition wird dann beispielsweise
die Sekretion von Virulenzfaktoren, das Infektionsverhal-
ten oder auch die oft unerwiinschte Biofilmbildung ge-
hemmt. QQ kann von den Zellen eines mikrobiellen
Habitats zum einen dazu genutzt werden, um die eigens
produzierten Signalmolekiile wieder abzubauen und zu
verwerten, oder um Signalkaskaden von konkurrierenden
Organismen zu storen und sich somit einen Wachstums-
vorteil zu verschaffen [6]. Da viele Prozesse, die mit der
Pathogenitit der Bakterien zu tun haben, iiber Quorum
Sensing reguliert werden, ist die Unterbrechung der Sig-
nalkaskade durch Enzyme oder chemische Inhibitoren
eine geeignete Strategie, um z.B. bestimmte Infektionen
zu verhindern. So wird Quorum Quenching zunehmend

ABB. 2 | STRUKTURELLE VIELFALT VON BAKTERIELLEN QUORUM-SENSING-SIGNALMOLEKULEN
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Dargestellt sind einige Autoinducer-Signalmolekiile und deren Vorkommen in den unterschiedlichen Organismen

mit den dazugehorigen Syntheseenzymen.
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interessanter, um neue Antiinfektionstherapien zu ent-
wickeln. Anders als beim Einsatz von Antibiotika, die auf
wachstumsbezogene Prozesse der Organismen abzielen
und damit einen hohen Selektionsdruck auf den Organis-
mus ausuben, der zu Antibiotikaresistenzen fuhren kann,
hat die Storung des Quorum Sensing durch Quorum Quen-
ching zwar Auswirkungen auf die Virulenz und die Patho-
genitit der Organismen, wirkt meist aber nicht todlich.
Quorum Sensing kann in Organismen auf unterschiedliche
Art gestort oder unterbrochen werden: durch die Hem-
mung der Biosynthese des QS-Signals, durch die Blockie-
rung der Rezeptoren, den Transport des QS-Signals und
die damit verbundene Weiterleitung sowie durch die Zer-
storung des Molekiils selbst (Abbildung 3).

Blockade der Signalsynthese
Die Unterbrechung der Autoinducersynthese kann durch
die Hemmung der Synthese der Vorliufermolekiile oder
durch Hemmung der Autoinducersynthase selbst erfolgen.
AHLs bestehen im Allgemeinen aus einem Homoserinlak-
tonring und einer Acylseitenkette mit 4 bis 18 Kohlenstoff-
atomen (Abbildung 2). S-Adenosylmethionin (SAM) ist das
Hauptaminosiuresubstrat fiir den Homoserinlaktonring,
wihrend die Acylkette von einem 6-Kohlenstoff-Acyl-ACP
(Acyl-Carrier-Protein) abgeleitet ist. Da SAM und Acyl-ACP
essentielle Komponenten des anabolen Stoffwechsels der
Organismen sind, ist eine komplette Inhibition fiir die Zelle
todlich. Das zeigt beispielsweise der Einsatz von Triclosan
zur Hemmung der Acyl-ACP-Biosynthese. So ist Triclosan in
hohen Dosen fiir Bakterien todlich, wihrend es in einer
subletalen Konzentration die AHL-Synthese hemmt. Als
SAM-Substratanaloga zur Inhibierung der AHL-Synthese sind
z.B. Butyryl-S-Adenosylmethionin (butyryl-SAM) und Sine-
fungin beschrieben. Letzteres wirkt beispielsweise bakte-
riostatisch gegeniiber Pneumokokken und vermindert die
Biofilmbildung sowie die Produktion von Al-2. Unterschied-
liche Screeningmethoden fiihrten zur Identifizierung neuer
Inhibitoren der Autoinducersynthasen.

Im Gram-negativen pflanzenpathogenen Bakterium
Burkbolderia glumae, dem Erreger der Reiskornfiule, ist
das QS-System Tofl/TofR an der Produktion des Virulenz-
faktors Toxoflavin beteiligt. Toxoflavin verursacht neben
der Reiskornfiule auch Welkesymptome an verschiede-
nen Kulturpflanzen wie z.B. Tomate und Paprika. Die
gezielte Suche nach AHL-Antagonisten fiihrte zur Identifi-
zierung des Tofl-Inhibitors J8-C8, der ein kompetitiver
Inhibitor des Acyl-ACP-Carriers ist und die Toxoflavinpro-
duktion unterdriickt. Ein weiteres Screening ergab, dass
indolhaltige Molekiile, wie das Tryptophanderivat Indol-
3-Essigsdure (das Pflanzenhormon Auxin), die AHL-Synthase
Bmall aus Burkbolderia mallei hemmen. An der Synthese
des Autoinducer-2 sind zwei Enzyme beteiligt: die Nukleo-
sidase MTAN (auch Pfs genannt) und LuxS. Es konnte ge-
zeigt werden, dass das Enzym MTAN durch den Einsatz
unterschiedlicher Immucillin-A-Derivate inhibiert wird.
Immucilline sind synthethisch hergestellte Nukleosidana-
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ABB. 3 | QUORUM-QUENCHING-MECHANISMEN IN
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loga, die die AlI-2-Produktion unterdriicken kénnen, was
wiederum zur Reduktion der Biofilmbildung fithrt. Die
Aktivitit von LuxS lisst sich auch noch auf anderem Wege
inhibieren. Fiir verschiedene synthetisch hergestellte
LuxS-Substratanaloga wurde gezeigt, dass sie als kompeti-
tive Inhibitoren von LuxS wirken und somit die bakteriel-
le Kommunikation storen. Damit stellen sie eine vielver-
sprechende Klasse antibakterieller Wirkstoffe dar. Auch
die Synthese kleiner Peptide, die aufgrund ihrer Homolo-
gie an das katalytische Zentrum von LuxS binden, fiihrte
zu einer abgeschwichten Virulenz in dem Gram-negativen
Pathogen Edwardsiella tarda.

Das Pseudomonas-Chinolon-Signal (PQS) und 2-Heptyl-
4-hydroxychinolin (HHQ) sind an der Produktion der
Virulenzfaktoren und der Biofilmbildung in P. aeruginosa
beteiligt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Derivate
der Anthranilsiure die Produktion von HHQ und PQS
hemmen. Des Weiteren wurden iiber ein Screening kleine
Molekiile identifiziert, die ein Schliisselenzym PqsD in der
Synthese der Signalmolekiile hemmen, was zu einer star-
ken Reduktion der Biofilmbildung in P. aeruginosa fiihrt.
Auch das von dem Pilz Candida albicans produzierte
Farnesol fiihrt bei P. aeruginosa zu einer geringeren Pro-
duktion von PQS und Pyocyanin. Andere verwandte Iso-
prenoidverbindungen hemmten die PQS-Produktion schon
bei mikromolaren Konzentrationen, was darauf hindeutet,
dass verwandte Verbindungen an Interspeziesinteraktio-
nen mit P. aeruginosa beteiligt sein konnten. Im Gegen-
satz zu den Studien, die die Blockierung der Autoinducer-
synthese in Gram-negativen Bakterien betreffen, ist die
Anzahl der Studien in Gram-positiven Organismen eher
gering. Die Autoinducer der Gram-positiven Organismen
sind modifizierte Oligopeptide. Die Enzyme, die an ihrer
Herstellung beteiligt sind, sind ribosomale Proteine und
Peptidasen, die fiir das Wachstum und Uberleben der Zel-
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len essentiell sind. Unter anderem wurden Strukturanaloga
und ein pilzlicher Sekundirmetabolit (das Cyclohexanon
Ambuic acid) identifiziert, welche die Biosynthese von
zyklischen Peptiden in verschiedenen Gram-positiven Spe-
zies wie Staphbylococcus aureus oder Listeria innocua
hemmen.

Blockierung des Rezeptors
Eine andere wirksame Strategie zur Verminderung der
QS-gesteuerten bakteriellen Virulenz und Infektion ist die
Inaktivierung von Rezeptoren durch Strukturanaloga der
Signalmolekiile. Antagonisten blockieren die Rezeptor-
bindestelle und verhindern so die Bindung des QS-Signals.
Durch die dadurch verinderte Konformation des Signal-
Rezeptor-Komplexes kann dieser nicht mehr an die Pro-
motorbereiche seiner Zielgene binden - die Expression
wird unterdriickt. Sehr viele natiirliche und auch synthe-
tische Molekiile, die QS-Rezeptoren blockieren, wurden
bereits identifiziert. Bromierte Furanone gehorten zu den
ersten kleinen Molekiilen, die als Inhibitoren des Quorum
Sensings identifiziert wurden. Bromierte Furanone der Rot-
alge Delisea pulchra binden an verschiedene Rezeptoren,
darunter LuxR, und verhindern so ein QS-kontrolliertes
Verhalten wie » Schwirmen bei Serratia liquefaciens
oder die Biolumineszenz bei A. fischeri und V. barveyi.
In P. aeruginosa werden die Rezeptoren LasR und RhIR
durch Flavonoide inhibiert, wodurch die Produktion von
Virulenzfaktoren unterdriickt wird. Zwei Hydroxyleinhei-
ten am Flavon-A-Ring sind dabei fiir die starke Hemmung
entscheidend [7]. Meta-Brom-Thiolakton (mBTL), ein De-
rivat des nativen Homoserinlaktons, hemmt sowohl die
Produktion des Virulenzfaktors Pyocyanin als auch die
Biofilmbildung durch Hemmung der QS-Rezeptoren LasR
und RhIR in P. aeruginosa. Ebenfalls wurde gezeigt, das
mBTL Caenorbabditis elegans und menschliche Lungen-
epithelzellen vor der Abtotung durch P. aeruginosa
schiitzen kann. Ein Screening mehrerer Extrakte aus Pflan-
zen- und Lebensmittelprodukten auf hemmende Eigen-
schaften gegeniiber des Quorum Sensings von P. aerugi-
nosa fuhrte zur Identifizierung von Iberin, einem Isothio-
cyanat, welches von vielen Pflanzen aus der Familie der
Brassicaceae produziert wird. Iberin verhindert die Bin-
dung von C4-Homoserinlakton an den Rezeptor RhIR, wo-
durch die Expression der durch Quorum Sensing regulier-
ten Gene blockiert wird. Auch synthetisch hergestellte
Dihydropyrrolon-(DHP)-Analoga oder Lactamderivate kon-
nen als QS-Inhibitoren fungieren und die Biofilmbildung
inhibieren [8].

Auf der Suche nach Strukturanaloga des Al-2-Molekiils
konnten viele Molekiile identifiziert werden, die das Quo-
rum Sensing unterbinden. Verwendete man die synthe-
tischen AI-2-Analoga Isobutyl-DPD bzw. Phenyl-DPD in
Kombination mit Antibiotika, fiihrte dies zur nahezu voll-
stindigen Beseitigung bereits vorhandener Biofilme von
E. coli bzw. P. aeruginosa, die zuvor in MikroflieSkam-
mern angezogen worden waren. Die Beseitigung von Bio-
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filmen ist fir die Medizin eine grof3e Herausforderung.
Hier stellt der kombinierte Einsatz von Antibiotika zusam-
men mit QS-Inhibitoren einen vielversprechenden Ansatz
dar. Auch fiir das V. barveyi-Rezeptorprotein LuxP wur-
den mehrere synthetische DPD- oder AI-2-(S-THMF-Borat)-
Analoga identifiziert, die mit dem natiirlichem AI-2-Signal
um die Bindung an LuxP konkurrieren.

QS-Systeme der Gram-positiven Organismen verwen-
den typischerweise sezernierte Oligopeptide (AIP) und
Zweikomponentensysteme, die aus membrangebundenen
Sensorkinaserezeptoren und zytoplasmatischen » Tran-
skriptionsfaktoren bestehen, um die Genexpression zu
regulieren. Im QS-System von Staphylococcus aureus de-
tektiert die Sensorkinase AgrC das AIP-Signal und phos-
phoryliert den Antwortregulator AgrA, der wiederum in
seiner phosphorylierten Form an die Promotorregion der
QS-Zielgene binden kann und die Transkription induziert.
In einem Hochdurchsatzscreening wurde der Quorum-
Sensing-Inhibitor Savirin (S. aureus virulence inhibitor)
identifiziert. Savirin blockiert die Bindung des Antwortre-
gulators AgrA an die Promoterregion der Zielgene und
hemmt damit das Quorum Sensing in S. aureus. Auf diese
Weise in ihrer Kommunikation gestorte S. aureus-Bakteri-
en verursachten im Mausmodell weniger Gewebeschiden
als Bakterien, die zum Quorum Sensing in der Lage waren.

Der Gram-positive Mikroorganismus Clostridium per-
fringens verursacht Krankheiten wie den Gasbrand und
Lebensmittelvergiftungen beim Menschen. Die Produktion
der daran beteiligten Toxine wird durch das Zweikompo-
nentensystem VirSR reguliert. Das QS-Signal ist hierbei ein
fiinfgliedriges Thiolaktonpeptid. Durch den Austausch
zweier Aminosiuren in diesem Molekiil, die fiir die Rezep-
torbindung und Signalweiterleitung wichtig sind, konnte
die Transkription des Toxingens (pfoA) in einem virulen-
ten Stamm von C. perfringens abgeschwicht werden [9].
Hochdurchsatzscreenings und computergestiitzte Suchen
nach kleinen Molekiilen haben die Liste der bekannten
» Agonisten und » Antagonisten verschiedener QS-Systeme
erweitert. Aufbauend auf den bekannten hemmend wir-
kenden Verbindungsklassen konnen jetzt neue inhibito-
rische Verbindungen entwickelt werden.

Blockierung des Signaltransports
Autoinducer konnen entweder frei durch die Zytoplasma-
membran diffundieren oder aktiv aus der Zelle transpor-
tiert werden, wo sie von membrangebundenen Zweikom-
ponentensystemen erkannt oder durch ABC-Transporter
importiert werden. Der opportunistisch-pathogene Mikro-
organismus P. aeruginosa verpackt das Signalmolekiil
2-Heptyl-3-hydroxy-4-chinolon (PQS) in Membranvesikel,
die einen Austausch innerhalb einer Population ermog-
lichen. Stort man diesen Verpackungsvorgang, kann der
Autoinducer nicht mehr transportiert werden und ist
nahezu unwirksam. In Escherichia coli wird der AI-2 nach
seinem Transport in die Zelle von der Al-2-Kinase LsrK
phosphoryliert. Wird das Enzym LstK (zusammen mit
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ATP) einer Bakterienkultur zugegeben, phosphoryliert die
Kinase extrazellulire Al-2-Molekiile, die dann aufgrund
ihrer negativen Ladung nicht mehr in die Zellen transpor-
tiert werden und somit die Expression QS-gesteuerter
Gene nicht mehr induzieren konnen. Antikorper konnen
Quorum-Sensing-Molekiile binden und dadurch den Sig-
naltransport storen. Der Antikorper AP4-24H11 richtet sich
beispielsweise gegen AIP-4 aus S. aureus und RS2-1G9
gegen 3-0x0-C12-HSL aus P. aeruginosa. Auch fir das
Apolipoprotein B konnte gezeigt werden, dass es AIP-1
aus S. aureus binden kann.

Enzymatische Zerstérung der Signale
Eine sehr gut untersuchte Moglichkeit das bakterielle Quo-
rum Sensing zu storen, ist der Abbau der Signalmolekiile.
AHIL-Signale konnen auf mehreren Wegen von Enzymen
abgebaut werden. Laktonasen und Decarboxylasen spal-
ten bzw. hydrolysieren den Laktonring. Acylasen und Dea-
minasen trennen den Homoserinlaktonteil und die Acyl-
seitenkette, wihrend Oxidoreduktasen die AHLs modfi-
zieren, indem sie die Acylkette am dritten oder distalen
Kohlenstoff oxidieren bzw. reduzieren, ohne die AHLs
abzubauen (Abbildung 4). Enzyme, die AI-2 oder das 2-Al-
kyl-4-(1H)-Chinolon-Signalmolekiil verindern, stellen zwei
weitere Enzymfamilien dar, die fiir das enzymatische Quo-
rum Quenching verantwortlich sind. AHL-abbauende En-
zyme sind hinsichtlich ihrer Aminosiuresequenz und ihrer
Struktur sehr divers und werden in Bakterien, Archaeen
und Eukaryoten gefunden. Der hiufigste enzymatische
Abbau erfolgt durch AHL-Laktonasen, die in verschiedene
Proteinfamilien eingeteilt werden konnen: Aminohydro-
lasen, Paraoxonasen und Metallo-B-Laktamasen. AHL-ab-
bauende Enzyme wurden erstmals im Jahr 2000 detektiert,
als in einem Bacillus-Stamm das Gen aiiA fiir ein 250 Ami-
nosdure langes Protein aus der Gruppe der Metallohydro-
lasen identifiziert wurde, dessen Expression die Patho-
genitit des Pflanzenschidlings Pectobacterium caroto-
vorum reduzierte [10]. Da AHLs von Gram-positiven
Mikroorganismen wie Bacillus zwar nicht gebildet wer-
den, durchaus aber eine antibakterielle Wirkung auf diese
haben konnen, geht man davon aus, dass die Expression
von aiiA in Bacillus zum Abbau der AHLs fiihrt und somit
einen detoxifizierenden Effekt hat [11]. Die Laktonase
QsdR1 aus Sinorbizobium fredii zeigt - wie AiiA - die
typische » HXHXDH-Zinkbindungsdomine und kann die
» Motilitit und Biofilmbildung bei P. aeruginosa hemmen.
Des Weiteren zeigt QsdR1 einen Einfluss auf die kompeti-
tive Besiedlung der Wurzeln in der Rhizosphire von Kuh-
erbsenpflanzen (Vigna unguiculata), was auf die Bedeu-
tung von QS fiir die Wirtsinfektion hindeutet [12].

Kurze Zeit nach der Identifizierung von AiiA wurde
ein Variovorax paradoxus-Stamm identifiziert, der in der
Lage ist, AHL-Molekiile als einzige Energie- und Stickstoff-
quelle zu nutzen. Das Enzym, das fiir die Umsetzung ver-
antwortlich ist, ist eine Acylase. AHL-Acylasen spalten Al-
Signale an der Amidbindung und setzen die Fettsiure und
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ABB. 4 | FUNKTIONSWEISE VON QUORUM-QUENCHING-ENZYMEN
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a) Identifizierung von QQ-Enzymen mit Hilfe des Reporterstamms C. violaceum
CV026. Durch Zugabe von Signalmolekiilen wie C6-HSL bildet CV026 einen
violetten Farbstoff (Violacein). Wird das Signalmolekiil jedoch durch ein QQ-
Enzym abgebaut, kann die Violaceinsynthese nicht mehr erfolgen. b) Funkti-
onsweise der unterschiedlichen QQ-Enzyme. Abb. 4a modifiziert nach [16].

den Homoserinlaktonring frei. Wihrend die Laktonase-
reaktion in saurer pH-Losung zur Bildung von AHL umge-
kehrt werden kann, konnen die Acylaseprodukte nicht zu
funktionellen AHLs regenerieren. Dartiber hinaus kann die
durch die AHL-Acylase produzierte Fettsiure schnell me-
tabolisiert und das Homoserinlakton als Stickstoffquelle
verwendet werden [13]. In vielen Organismen wie P. aeru-

ginosa, Ralstonia-Stimmen und Streptomyces-Arten wur-

den weitere AHL-Acylasen gefunden. Auch wenn die AHL-
Acylasen strukturell viele Ahnlichkeiten zueinander auf-
weisen, unterscheiden sie sich doch hinsichtlich ihres
Substratspektrums. Wihrend PvdQ aus P. aeruginosa und
AhIM aus Streptomyces sp. keine oder nur sehr geringe
Aktivitit gegenliber AHLs mit Acylketten kiirzer als acht
Kohlenstoffatome aufweisen, baut AiiD aus Ralstonia sp.
effektiv langkettige AHLs und auch kurzkettige AHLs ab,
wenn auch mit geringerer Effizienz.
AHL-Oxidoreduktasen modifizieren die 3-Oxo-Gruppe
der AHLs und erzeugen entsprechende 3-Hydroxyderivate.
Durch diese Modifikation werden die AHL-Signale nicht
zerstort; es dndert sich nur die Effizienz, mit der das Sig-
nalmolekiil von seinem kognitiven Rezeptor erkannt wird.
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GLOSSAR

Agonist: Molekiil, das durch die Besetzung eines Rezeptors
die » Signaltransduktion in der zugehdrigen Zelle aktiviert.
Ein Agonist kann sowohl eine zelleigene Substanz sein, als
auch eine nicht-zelleigene Verbindung, die einen bestimmten
Signalstoff in seiner Wirkung imitiert bzw. ersetzt.

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen: Enzyme, die die tRNA
(Transfer-RNA) mit der entsprechenden Aminosdure beladen,
wodurch Aminoacyl-tRNA entsteht. Der Prozess erfolgt in
zwei Schritten. Zundchst wird die Aminoséure unter ATP-
Verbrauch zu Aminoacyl-AMP aktiviert. Im ndchsten Schritt
findet die Ubertragung auf die tRNA statt. Fiir die unter-
schiedlichen Aminosduren gibt es jeweils eine spezifische
Aminoacyl-tRNA-Synthetase.

Antagonist: Molekiil, das an einen Rezeptor bindet und die
Bindung der natiirlich vorkommenden Liganden somit
blockiert, wodurch die daraus resultierenden Effekte aufge-
hoben werden.

Autoinducer: Signalmolekiile, die als Reaktion auf Anderun-
gen in der Populationsdichte von den Zellen produziert
werden. Mit zunehmender Dichte der Bakterienzellen steigt
auch die Konzentration des Autoinducers. Dies fiihrt wieder-
um zur Expression bestimmter Zielgene.

Motilitdt: Beschreibt die Bewegungsfdhigkeit von Organis-
men und Zellorganellen.

Schwidrmen: Bezeichnet die gemeinschaftliche Bewegung
von Zellen auf Oberfldchen. Es dient der Ausbreitung und der
Nutzbarmachung von Ndéhrstoffquellen in der Umgebung.

Signaltransduktion: Prozess, bei dem ein duReres Signal
von der Zelle wahrgenommen und in das Zellinnere weiter-
geleitet wird. Auf diesem Weg kommt es zur Umwandlung
des Signals und zur Auslésung einer Zellantwort.

Transkriptionsfaktor: Protein oder Molekiil, das fiir die
Initiation der RNA-Polymerase bei der Transkription von
Bedeutung ist. Transkriptionsfaktoren kénnen an Proteine
oder direkt an die DNA binden und so den Promotor akti-
vieren oder reprimieren.

Virulenzfaktor: Stoffwechselprodukt oder Strukturelement,
das die krankmachende Wirkung von Mikroorganismen
hervorruft.

Zinkbindungsdomdne: Als Zinkbindungsdomdne wird in
einem Protein eine bestimmte Aminosdureanordnung be-
zeichnet, die die Bindung von Zinkionen erméglicht. Metallo-
enzyme wie die Laktonasen bendétigen die Bindung dieser
lonen fiir ihre katalytische Aktivitdt. Das Zinkbindemotiv der
Laktonasen wird im Einbuchstaben-Aminosdurencode als
HXHXDH angegeben. Das H steht fiir die Aminosdure Histidin
und das D fiir Asparaginsdure. Die Stellen, die durch ein X
markiert sind, kbnnen von unterschiedlichen Aminosduren
besetzt werden.

Zweikomponentensystem: Wichtiges System, das der
Wahrnehmung und Ubertragung von Umweltreizen bei
Bakterien dient. Es besteht aus zwei Komponenten, der
Sensorkinase und dem Antwortregulator. Die Sensorkinase
liegt in der Zellmembran und nimmt den Umweltreiz wahr.
Sie leitet den Reiz an den Antwortregulator weiter, der da-
durch aktiviert wird. Der Regulator kann nun an Zielpromo-
toren binden und dadurch eine Reaktion der Zelle ausl6sen.
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BpiB09 ist eine Oxidoreduktase, die die Reduktion von
3-Ox0-HSL zu 3-Hydroxy-HSL katalysiert. Wird das entspre-
chende Gen fiir dieses Enzym in P. aeruginosa exprimiert,
so fiihrt dies zu einer geringeren Produktion von Pyocya-
nin und zu einer verringerten Motilitit und Biofilmbildung
[14]. In einer Metagenombank konnte ebenfalls ein Enzym
(QQ-2) identifiziert werden, das hohe Ahnlichkeit zu Oxi-
doreduktasen zeigt. QQ-2 scheint AHL und AI-2-Signal-
molekiile zu QS-inaktiven Hydroxyderivaten zu reduzie-
ren. Immobilisiert auf Glasoberflichen hemmt QQ-2 wirk-
sam die Biofilmbildung des Krankheitserregers Klebsiella
oxytoca sowie von klinischen K. pneumoniae-Isolaten
aus Patienten mit Harnwegsinfektionen [15].

Angesichts steigender Fille von im Krankenhaus er-
worbenen bakteriellen Infektionen und der globalen Pri-
valenz bakterieller Resistenzen ist die Erforschung neuer
Wege zur Bekimpfung bakterieller Infektionen von ent-
scheidender Bedeutung. Der selektive evolutionire Druck,
der durch die Wirkungsweise herkOmmlicher Antibiotika
auf Bakterien ausgeiibt wird, hat zu einem Anstieg und der
Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen gefiihrt. Neue
therapeutische Ansitze zur Bekimpfung bakterieller In-
fektionen und Resistenzen sind daher erforderlich. Das
Quorum Quenching stellt langfristig vermutlich eine sehr
gute Alternative zu den bekannten Antibiotikawirkstoffen
dar, um mikrobielles Wachstum zu regulieren. Dabei hat
es den Vorteil, dass es eben nicht die Zellen totet, sondern
sehr spezifisch in deren Wachstums- und Infektionspro-
zesse eingreift und diese tiberschreibt. Vor diesem Hinter-
grund kann man davon ausgehen, dass QS-spezifische
Wirkstoffe grundsitzlich deutlich weniger Nebenwirkun-
gen aufweisen als Antibiotika. Bis diese Wirkstoffe zur
Bekimpfung von mikrobiellen Infektionen zum Einsatz
gelangen, ist es allerdings noch ein sehr weiter Weg.

Zusammenfassung

Bakterien sind in der Lage, ihre Artgenossen in der Umge-
bung (iber unterschiedliche Signalmolekiile wahrzunehmen
und (ber bestimmte Signalwege auf steigendes Zellwachs-
tum gemeinschaftlich zu reagieren. Bezeichnet wird dieser
Vorgang als Quorum Sensing und stellt ein Art bakterielle
Sprache dar. Bei pathogenen Organismen fiihrt diese Kom-
munikation meist zu Prozessen, die fiir den Wirt, wie z.B.
uns Menschen, nicht wiinschenswert sind. Zu diesen Prozes-
sen gehort beispielsweise die Biofilmbildung auf Implanta-
ten oder Kathetern, und das Anschalten von Virulenzfak-
toren, die zu Lungenentziindungen und vielen weiteren
Infektionskrankheiten fiihren. Bisher versucht man dieser
Infektionen durch die Behandlung mit Antibiotika Herr zu
werden. Dies fiihrt allerdings nicht selten zur Entstehung
von Antibiotikaresistenzen bei den Bakterien. In der Natur
gilt jedoch: Wo es Signale gibt, gibt es auch Wege diese zu
zerstéren. Dieser Vorgang wird als Quorum Quenching
(QQ) bezeichnet und stellt einen geeigneten Ansatz dar, um
das pathogene Verhalten von Organismen ohne den Einsatz
von Antibiotika zu vermindern oder gar zu verhindern.
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Summary

Speech disorders in the world of microbes
Bacteria are able to sense their conspecifics in the environ-
ment via different signalling molecules and to react collec-
tively to increasing cell growth via certain signalling path-
ways. This process is called Quorum Sensing and is a kind of
bacterial language. In pathogenic organisms, this usually
leads to processes that are not desirable for the host, such
as us humans. These processes include, for example, biofilm
formation on implants or catheters as well as induction of
virulence factors that enable the development of pneumo-
nia and many other infectious diseases. Until now, treat-
ment with antibiotics has been used to try to control these
infections, but this often leads to antibiotic resistance in the
bacteria. In nature, however, where there are signals, there
are also ways to destroy them. This process is called Quo-
rum Quenching (QQ) and is a suitable approach to reduce
or even prevent the pathogenic behaviour of organisms
without the use of antibiotics.

Schlagworte:
Bakterielle Kommunikation, Quorum Sensing, Autoinducer,
Signalblockade, Quorum Quenching.
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