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3D-Architektur von Biofilmen

Bakterielle Megastadte
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What makes a multicellular aggregate of bacterial cells a biofilm is the
presence of an extracellular polymeric matrix. Besides being protective,
matrix components such as amyloid curli fibres and cellulose in
Escherichia coli also assemble into a complex architecture that is con-
trolled by RpoS and c-di-GMP. This confers extreme cohesion and elastici-
ty to macrocolony biofilms. As a consequence, these biofilms behave like
tissues, i. e. they buckle up into intricate morphological structures during

growth.
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B Wir kennen Bakterien als Erreger von
gefiirchteten Infektionskrankheiten sowie als
friendly bacteria in unserem Mikrobiom — aber
als geniale Baumeister von mikrobiellen
~Megastadten“? In vielzelligen Aggregaten
umgeben sich bakterielle Zellen mit einer
selbstproduzierten extrazelluliren Matrix,
die ihnen Schutz vor Umweltstress, Antibio-
tika oder den Attacken unseres Immunsys-
tems bietet. Daher sind Biofilme mit vielen
chronischen Infektionskrankheiten assozi-
iert. Dartiber hinaus ist die Matrix ein Bau-
material, das Biofilmen Kohasion und Elasti-
zitdt und damit gewebedhnliche Eigenschaf-
ten verleiht. Zelluldres ,Gedrdnge*“ fiihrt

daher bei Koloniebiofilmen zur Auffaltung in
makroskopisch-morphologische Muster. Die-
se werden im Englischen als wrinkled, rugose
oder rdar bezeichnet (Letzteres steht fir
rough, dry and red on Congo Red plates). Sie
bestehen bei ndherem Hinsehen aus unter-
schiedlich zusammengesetzten Mustern aus
langen, hohen Stegen, dicht ineinander ver-
schlungenen Auffaltungen oder konzentri-
schen Kreisen (Abb. 1). Neue Forschungen
zeigen, dass diese bakteriellen Biofilme alles
andere als unstrukturierte, von Matrix umge-
bene Zellhaufen sind. Vielmehr liegt dieser
vielfaltigen Morphologie eine komplexe supra-
zelluldre Architektur zugrunde, die von
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A Abb. 1: Matrixkomponenten und Morphologie von Makrokolonien von Escherichia coli-Stam-
men, die Curli-Fasern und/oder Cellulose produzieren. Die Kolonien waren fiinf Tage auf salz-
freien LB-Agarplatten bei 28 °C gewachsen. Rasterelektronenmikroskopische Bilder zeigen die

Oberflachen der Makrokolonien.

Genen im Zusammenspiel mit lokalen
Umweltbedingungen im Biofilm gesteuert
wird [1]. Im Zentrum der regulatorischen
Logistik steht dabei die generelle Stressant-
wort sowie der in Bakterien nahezu ubiquitare
sekundire Botenstoff c-di-GMP, ein zyklisches
Dinukleotid, das generell die Synthese von
Adhésinen und anderen Matrixkomponenten
und damit die Biofilmbildung fordert [2]. Bei
Escherichia coli sind die zugrunde liegenden
molekularen Kontrollmechanismen inzwi-
schen so gut verstanden [3], dass man nun-
mehr Fragen nach dem Wo und Wann der
Matrixsynthese stellen kann, also nach der
rdumlichen und zeitlichen Regulation der
dreidimensionalen Matrixarchitektur im Bio-
film. AuBerdem erhebt sich die Frage, wes-
halb Bakterien derart komplexe Makrostruk-
turen aufbauen.

Amyloide Fasern und Cellulose
als Baumaterial

Im Gegensatz zu anderen bakteriellen Modell-
organismen [4] erzeugt E. coli unter Stan-
dardlaborbedingungen morphologisch hoch-
strukturierte Makrokolonien mit nur zwei
Baumaterialien in seiner extrazelluldren
Matrix: Amyloide Curli-Fasern und das Exo-
polysaccharid Cellulose stellen sozusagen das
Aquivalent von Beton und Stahl auf der Mikro-
ebene dar. In Stammen wie dem Laborstamm
K-12, der nur Curli-Fasern produziert, umge-
ben diese die produzierenden Zellen als dich-
tes, korbartiges Fasergeflecht (Abb. 1), das
die Zellen verbindet und raumlich fixiert. Die-
ses Geflecht ist aber so briichig, dass sich hin-
ter der Wachstumszone am Rand der Kolonie
Risse auftun, die bei weiterem Wachstum in
den unteren Schichten zu einem konzentrisch
aufgewdélbten Ringmuster der ganzen Kolo-
nie fiithren [5, 6]. Cellulosefasern hingegen
lagern sich zu eher flachigen Formen und
weitreichenden dicken Filamenten zusam-
men, die sich auch mit Flagellen verbinden
konnen und den Makrokolonien hohe Elasti-
zitdt verleihen. Eine Matrix, die nur aus
Cellulose besteht, fiihrt zu Makrokolonien mit
unzdhligen ineinander verschlungenen klei-
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nen Auffaltungen [6]. Makrokolonien von
E. coli-Stdmmen, die beide Matrixkompo-
nenten ausbilden, sind groB und flach (Abb.
1 und 2). Vereint bilden Curli-Fasern und
Cellulose ein extrem belastbares Verbund-
material, dessen Kohasivitiat und Elastizitat
durch die prazise regulierte Menge und das
Verhéltnis der beiden Bestandteile bestimmt
wird. Erst dieser mikrobielle , Stahlbeton
erlaubt es dem flachen, durch weiteres
Wachstum unter Spannung stehenden Zell-
verbund, sich ohne Briiche aufzufalten und
senkrechte Leisten oder Stege in die Hohe zu
schieben — mikrobielle , Wolkenkratzer®,
etwa 120 Mikrometer dick und tber fiinf
Millimeter hoch (Abb. 1 und 2, [1]).

Suprazelluldre Architektur von
E. coli-Biofilmen

Sowohl amyloide Curli-Fasern als auch Cel-
lulose binden Kongorot (CR, Congo Red)
und diverse fluoreszierende Farbstoffe wie
Thioflavin-S (TS) oder Calcofluor, die den
Agarplatten zugesetzt werden konnen,
ohne die Biofilmmorphogenese zu storen.
Die durch TS ermdglichte Visualisierung
der Matrix in Kryoschnitten durch E. coli-
Makrokolonien in Kombination mit hoch-
auflosender Rasterelektronenmikroskopie
(REM) [5, 6] offenbart einen klaren physio-
logischen Schichtenaufbau und eine tiber-
raschend komplexe Matrix-Feinarchitektur
(Abb. 2 und 3). In den flachen Bereichen
sind der duBere Rand einer E. coli-Kolonie
sowie deren diinne untere Schicht frei von
Curli-Fasern und Cellulose. Dafiir befinden
sich hier - also der nahrstoffhaltigen Agar-
schicht am néchsten - stabchenformige,
wachsende und sich teilende Zellen, die
Flagellen produzieren. Durch ihre Rotation
verbinden sich diese Flagellen zu einem
dicht gespannten Netzwerk (Abb. 3). Im
oberen Bereich der Makrokolonie befindet
sich Matrix in unterschiedlichen Anord-
nungen. Ganz oben zeigen sich kleine ovo-
ide Zellen, die von einem praktisch liicken-
losen dichten Curli-Cellulose-Geflecht
umgeben sind (Abb. 3). In der tiefer lie-
genden Ubergangszone hingegen finden
sich lange filamentose Strukturen, die teil-
weise auch vertikale Ketten von Zellen hiill-
artig umschlieBen. Diese raumliche Anord-
nung sowie die Struktur in REM-Aufnah-
men weisen auf eine Matrix hin, die vor
allem aus Cellulose besteht [6]. Extrem aus-
gepragt zeigt sich eine facherformige Ver-
teilung dieser Cellulosefilamente in den
stark gebogenen Spitzen der hohen Kolo-
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niestege. Interessanterweise ist die Matrix-
verteilung und -zusammensetzung im Inne-
ren der Kolonie sehr heterogen, mit Grup-
pen und oft kleinen Ketten von Matrix-pro-
duzierenden und Matrix-freien Zellen in
unmittelbarer Nachbarschaft (Abb. 2 und
3).

Nahrstoffgradienten und RpoS
generieren die Biofilm-
Raumstruktur

Bereits die unterschiedliche Zellmorpholo-
gie sowie die An-und Abwesenheit von Zell-
teilung entlang der vertikalen Achse durch
einen Kolonieschnitt zeigen, dass wir es am
auBeren Rand und in der unteren Schicht
einer E. coli-Makrokolonie mit vegetativ
wachsenden Zellen zu tun haben, wahrend
an und nahe der Oberflache hungernde Zel-
len in der stationdren Phase zu finden sind
(Abb. 3). Zudem ist die Expression des
wichtigen Biofilmregulators CsgD, der fiir
die Produktion von Curli-Fasern und Cel-
lulose bendétigt wird, essenziell von der Sta-
tiondrphasen-Sigma-Untereinheit RpoS (%)
der RNA-Polymerase (RNAP) abhéngig [7,
8]. Die heterogene Zellpopulation im gro-
Ben Ubergangsbereich hat den Ubergang
in die stationdre Phase und damit zur CsgD-
Expression und Matrixsynthese nur teil-
weise durchlaufen. Insgesamt zeigt sich,
dass das raumliche Muster der physiologi-
schen Zellzustdnde im Makrokoloniebio-
film im Grunde eine Rekapitulation der in
klassischen Fliissigkulturen zu beobach-
tenden zeitlichen Abfolge von vegetativem
Wachstum in die stationdre Phase hinein
darstellt, in welche die Biofilm-Matrixsyn-
these regulatorisch integriert ist (Abb. 4).
Dies bedeutet aber auch, dass das Konzept
eines speziellen physiologischen ,Biofilm-
Differenzierungszustands“ [9] zumindest
in dieser Art des Biofilms nicht zutreffend
ist.

Ein c-di-GMP-Schalter entscheidet
tiber die Matrixsynthese

Der sekundare Nukleotid-Botenstoff c-di-
GMP [2] spielt eine wesentliche Rolle bei
der rdumlichen und zeitlichen Kontrolle
des Aufbaus der Matrixarchitektur im Bio-
film. Neben RpoS wird auch ein hoher zel-
lularer c-di-GMP-Gehalt zur Stationdrpha-
sen-induzierten Expression von CsgD und
der daran gekoppelten Matrixsynthese
benotigt [8]. Die zelluldre c-di-GMP-Kon-
zentration wird von antagonistisch wir-
kenden Diguanylatzyklasen (DGC, mit
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A Abb. 2: Fluoreszenzmikroskopische Bilder von vertikalen Kryoschnitten durch Escherichia coli-
Makrokolonien, die auf Agarplatten mit Thioflavin-S (zur Matrixmarkierung) gewachsen waren

(verandert nach [6]). Weitere Details siehe Text.

Luft (Sauerstoff)

Stationdrphase:

kleine hungernde Zellen

RNAP: ¢79, o5

Matrix: amyloide Curli-Fasern & Cellulose
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Matrix: v.a. Cellulose (heterogen)
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A Abb. 3: Physiologische Raumordnung und Matrixverteilung entlang der vertikalen Achse durch
Escherichia coli-Makrokolonien. Mitte: vertikaler Kryoschnitt durch eine Kolonie, deren Matrix mit
Thioflavin-S angefarbt wurde (Fluoreszenz liberlagert mit dem Hellfeldbild); rechts: rasterelektro-
nenmikroskopische Nahaufnahmen entsprechend der durch Pfeile gekennzeichneten Regionen

des Biofilms. RNAP: RNA-Polymerase.

GGDEF-Doméanen: DgcM, DgcE) und spezia-
lisierten Phosphodiesterasen (PDE, mit EAL-
Doménen: PdeH, PdeR) bestimmt. E. coli K-
12 besitzt zwolf DGCs und 13 PDEs, von
denen einige an einem zentralen Umschalt-
mechanismus direkt beteiligt sind, wahrend
andere je nach Bedarf durch bestimmte Sig-
nale aktiviert werden. Die am zentralen
Schalter beteiligten Proteine werden wéah-
rend des Ubergangs in die stationdre Phase
durch RpoS induziert [7, 8]. Die Schliissel-
komponente des Schalters ist das Trigge-

renzym PdeR (YciR) [3]. Dieses Protein
hemmt den Proteinkomplex aus DgcM
(YdaM) und dem Transkriptionsfaktor MIrA,
der fiir die RpoS-abhédngige Transkription
des csgD-Gens bendtigt wird (Abb. 4). In
vegetativ wachsenden Zellen wird der zel-
luldre c-di-GMP-Spiegel durch die stark
exprimierte PDE PdeH niedrig gehalten. In
der Ubergangsphase oder -zone wird jedoch
die ebenfalls RpoS-induzierte DgcE (YegE)
aktiv, wihrend die Expression von PdeH
abgeschaltet wird, was zu einem starken

Anstieg der zelluldren c-di-GMP-Konzentra-
tion fiihrt. Dies erlaubt es dem Triggeren-
zym PdeR, ¢-di-GMP zu binden und zu spal-
ten, wodurch seine Hemmung des DgcM-
MIrA-Komplexes aufgehoben wird. DgcM
synthetisiert nun ebenfalls c-di-GMP - eine
positive Riickkopplung - und wirkt zudem
als transkriptioneller Ko-Aktivator fiir MIrA
am csgD-Promotor [3]. Dies fiihrt zur Akku-
mulation von CsgD und somit zu Synthese
und Export von Cellulose und Curli-Fasern
(Abb. 4). Dieser c-di-GMP-abhéngige Schal-
ter zeigt bistabiles Verhalten [10], was die
Heterogenitdat der CsgD-Expression und
Matrixsynthese in weiten Bereichen des
Makrokoloniebiofilms erklart.

Bedeutung der Biofilmmatrix fiir die
Physiologie und Virulenz von E. coli
Die dichte Matrixhiille eines Koloniebiofilms
schiitzt vor Austrocknung, physikalischem
Stress, antimikrobiellen Substanzen und FraB-
feinden, etwa rauberischen Protozoen in der
Umwelt. Das Zusammenspiel von Cellulose-
filamenten und amyloiden Curli-Fasern
bewirkt aber auch die extreme Flachheit
sowie die elastische Auffaltung des gewebe-
artigen Koloniebiofilms und damit eine opti-
mierte Sauerstoffversorgung. Zudem wird so
Oberflachenterrain groBflachig besetzt, was
die Ausbreitung stark sauerstoffabhdngiger
konkurrierender Spezies behindern diirfte.
SchlieBlich sind Curli-Fasern stark entziin-
dungsfordernd - eine Eigenschaft, die im Ver-
bund mit Cellulose jedoch stark abgeschwacht
wird. 2011 hatte der Shigatoxin-produzieren-
de Stamm 0104:H4 eine Epidemie ausgelost
[11]. Dieser Stamm besitzt eine zusatzliche,
extrem stark exprimierte DGC und produziert
groBe Mengen von Curli-Fasern auch bei
37 °C, ist jedoch Cellulose-negativ, was zu
seiner starken Virulenz beigetragen haben
diirfte [12].

Anti-Biofilm-Wirkstoffe

Der direkte Zusammenhang von bakterieller
Biofilmbildung mit Antibiotikaresistenz und
chronischen Infektionen hat dazu gefiihrt,
dass derzeit intensiv nach Anti-Biofilm-Wirk-
stoffen gesucht wird. Diese konnten zumin-
dest drei fiir die Biofilmbildung wesentliche
Prozesse verhindern: (1) die Kommunikation
der Bakterien iiber diffusible Signalmolekii-
le (Quorum sensing), (2) die Aktivitdt der
DGCs, die eine einzige Proteinfamilie dar-
stellen, sowie (3) die Bildung von amyloiden
Fasern, wie z. B. Curli, die in Biofilmen weit
verbreitet sind.
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A Abb. 4: Ein c-di-GMP-abhangiger Schalter kontrolliert die Expression des Biofilmregula-
tors CsgD und damit die Matrixsynthese. Relevante Transkriptionsfaktoren sind blau (in
vegetativen Zellen) bzw. rot (in Stationdrphasenzellen) gekennzeichnet; c-di-GMP-produzie-
rende Diguanylatzyklasen sind hellrot, c-di-GMP-spaltende Phosphodiesterasen hellblau

markiert. Weitere Details siehe Text.
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