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Ein chimérer Siderophor stoppt das Schwarmverhalten von Vibrio**

Thomas Bottcher und Jon Clardy*

Unter bestimmten Bedingungen beginnen manche Bakterien
zu schwérmen; sie bewegen sich rasch und als Kollektiv tiber
eine Oberfldche. Um die molekularen Signalstoffe, die das
Schwarmverhalten kontrollieren, besser zu verstehen, iso-
lierten wir zwei Bakterienstimme von einer Rotalgenprobe —
Vibrio alginolyticus B522, ein aktiv schwiarmender Stamm,
und Shewanella algae B516, der das Schwiarmen von V. algi-
nolyticus in seinem Umfeld inhibiert. Platten-basierte Tests in
Kombination mit NMR-Spektroskopie, Massenspektrometrie
und Rontgenbeugung ermoglichten es, ein kleines Molekiil,
dem wir den Namen Avaroferrin gaben, als Inhibitor des
Schwarmverhaltens zu identifizieren. Bei Avaroferrin, einem
zuvor unbekannten cyclischen Dihydroxamat-Siderophor,
handelt es sich um eine Chimire zweier bekannter Sidero-
phore: Putrebactin und Bisucaberin. Das sequenzierte
Genom von S. algae zeigte, dass der Gencluster fiir die Bio-
synthese von Avaroferrin eine Mischung aus den Biosynthe-
segenen fiir Putrebactin und Bisucaberin darstellt. Avarofer-
rin hemmt das Schwiarmen durch seine Féahigkeit, Eisen so zu
binden, dass es nicht von V. alginolyticus ausgebeutet werden
kann, und sichert dabei diese wichtige Ressource fiir seinen
Produzenten.

Wihrend Bakterien lange Zeit nur als individuelle Zellen
mit planktonischer Lebensweise erforscht wurden, werden sie
heute mehr und mehr als vielzellige Gemeinschaften auf
Oberflichen wahrgenommen. Diese neue Sichtweise fiihrte
zu Beobachtungen, Fragen und Theorien daiiber, wie und
warum Bakterien sich iiber Oberflichen bewegen.!"! Bakte-
rielles Schwarmverhalten ist eine hiufig beobachtete und
eindrucksvolle Form von gruppendynamischer Bewegung,
wobei die Griinderkolonie sich konzentrisch im Geschwin-
digkeitsbereich von mmh™' ausdehnt.

Schwirmer-Zellen unterscheiden sich grundlegend von
ihren nichtschwidrmenden Verwandten hinsichtlich Morpho-
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logie und Metabolismus.! Zum Beispiel weisen Schwirmer-
Zellen eine hohere Toleranz gegen Antibiotikal® und hohere
Virulenz in Infektionsmodellen gegeniiber nichtschwérmen-
den Zellen auf.™

Um Einblicke zu erhalten, warum Bakterien schwidrmen
und moglicherweise therapeutische Ansidtze zur Verbesse-
rung der Antibiotikasensitivitidt oder zur Unterdriickung der
Virulenz zu finden, versuchten wir kleine Molekiile mit re-
gulatorischen Funktionen fiir das Schwarmverhalten zu
identifizieren. Wir berichten hier iiber die Entdeckung eines
chimiren Siderophors produziert von Shewanella algae B516,
welches das Schwiarmen von V. alginolyticus B522 inhibiert,
sowie die Annotation seines Biosynthesewegs und die Auf-
klarung des Wirkmechanismus.

Wir entwickelten vor kurzem ein 6kologisch relevantes
Modell fiir Schwarmverhalten basierend auf Vibrio alginoly-
ticus B522, einem Umweltisolat von der Carrageenan-pro-
duzierenden Rotalge Chondrus crispus, und Kulturplatten
hergestellt mit dem sulfatierten Polysaccharid k-Carrageenan
als Ersatz fiir Agar. Der Bakterienstamm erwies sich als ak-
tiver Schwiarmer mit einer Vorstof3geschwindigkeit von ca.
5mmh~". In einem Screening weiterer Isolate von der glei-
chen Rotalgenprobe fanden wir Stamm B516, den eine klare
Zone von schwirmenden V. alginolyticus B522 auf Carra-
geenan-Platten trennte (Abbildung 1 A). Dieses Isolat wurde
durch phylogenetische Analyse der 16S-RNA und der gyrB-
Gensequenz als Shewanella algae identifiziert (Abbildung S1
in den Hintergrundinformationen).

Hochauflosende Differentialinterferenzkontrast(DIC)-
Mikroskopie zeigte, dass die klare Zone nicht durch einen
antibiotischen Effekt zustande kam, da sich auch innerhalb
der Zone eine diinne Schicht lebender, aber nicht mobiler
Zellen von V. alginolyticus fand. Mit DIC-Aufnahmen im
Zeitraffer konnten wir zeigen, dass die Beweglichkeit der
Zellen in der Inhibitionszone (S1) stark eingeschrankt war im
Vergleich zu auBerhalb (S2) oder verglichen mit den Nega-
tivkontrollen (Cl1 und C2) in gleichem Abstand (Abbil-
dung 1B, Abbildung S2). Lingere Inkubationszeiten (meh-
rere Tage) fiihrten zum Verschwinden der Zone, was uns
schlussfolgern lie3, dass lediglich die Mobilitdt von V. algi-
nolyticus B522 durch S. algae verringert wurde. Unsere
computergestiitzte Analyse der mikroskopischen Zeitraffer-
aufnahmen bestétigte die visuellen Beobachtungen, und
Zellen in der Inhibitonszone verbrachten signifikant weniger
Zeit in Bewegung (Abbildung S3). Wir vermuteten daher,
dass ein diffusionsfihiger nicht-toxischer Inhibitor des
Schwarmverhaltens fiir diesen ungewohnlichen Effekt ver-
antwortlich war.

Wir kultivierten S. algae B516 auf Carrageenan-Platten
und extrahierten die Kulturen mit Isopropylalkohol. Die
Fraktionierung mittels einer C18-Sep-Pak-Kartusche ergab
die aktive Fraktion in der Elution mit 30 % Methanol, welche
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Abbildung 1. Shewanella algae B516 hemmt die Schwarmbeweglichkeit von Vibrio alginolyticus durch
Avaroferrin. A) Ein Platten-basierter Test des Schwarmverhaltens zeigt eine Inhibitionszone um die Ko-
lonie von S. algae. B) Bewegungsanalyse auf Zellebene, gegeben durch normalisierte temporale Vari-
anz (pro Pixel) von Zeitrafferaufnahmen, wobei hohe temporale Varianz hohe Bewegungsaktivitit be-
deutet und die Frequenz den Anteil an Pixel bei einer gegeben Bewegungsaktivitat darstellt. Bakterien
in der diinnen Schicht innerhalb der Inhibitionszone S1 weisen stark verringerte Beweglichkeit auf im
Vergleich zu Zone S2 nahe der Kolonie von V. alginolyticus. Einschub: die Bewegungsaktivitit in den
entsprechenden Zonen (C1 und C2) in der nicht-inhibierten Kontrolle zeigt keine Abstandabhingig-
keit. Fehlerbalken geben den Standardfehler des arithmetischen Mittels. C) Kristallstruktur von Avarof-
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die zuvor fiir andere Spezies be-
schrieben worden waren (Abbil-
dung 2 A, Abbildung S14).7
Dieser Cluster, avbA-D, wies die
hochste Homologie mit Genen im
Bisucaberin-Cluster bibA-C von
Vibrio salmonicida™ oder den
Genen im Putrebactin-Cluster
pubA-C von Shewanella putrefaci-
ens auf (Tabelle S2).7

Die Biosynthese von Putre-
bactin und Bisucaberin benétigt
Putrescin oder Cadaverin, die je-
weils durch die Umwandlung von
Ornithin oder Lysin durch De-
carboxylasen hergestellt werden
(Abbildung 2). Eine Aminofunk-
tion des Polyamins wird zum Hy-
droxylamin umgewandelt und an-
schlieBend an Succinyl-CoA ge-
kuppelt, um die entsprechende
Hydroxamsdure zu bilden. Diese
Einheit wird durch die Kupplung
des freien Amins eines Monomers
mit der freien Carboxylgruppe
eines zweiten Monomers dimeri-
siert und ergibt zunichst einen li-
nearen Vorldufer. Das gleiche
Enzym, das die Bildung der Amid
Bindung katalysiert, makrocycli-

errin mit 0.84 A Auflssung und D) Strukturformel von Avaroferrin.

bis zur Homogenitit iiber HPLC aufgereinigt wurde (Abbil-
dung S4).

Hochauflosende Massenspektrometrie (MS) ergab
C;H;)N,O, als Summenformel. NMR-Spektroskopie fiihrte
zu Struktur 1, welche mittels Kristallstrukturanalyse bestatigt
wurde (Abbildungen 1C,D, Abbildungen S5-S12, Tabel-
le S1).

Die aktive Verbindung ist ein bislang unbekannter ma-
krocyclischer Dihydroxamat-Siderophor, den wir Avaroferrin
(1) nannten — vom lateinischen Wort avarus fiir geizig. Die
Verwendung von 50 nmol reinem Avaroferrin und Co-Kulti-
vierung mit dem S. algae-Stamm auf Carrageenan-Platten
resultierten in der gleichen Halo-bildenden Inhibition des
Schwarmverhaltens von V. alginolyticus auf makroskopischer
Ebene und in der gleichen Hemmung der Motilitdt auf mi-
kroskopischer Ebene, was die Rolle von Avaroferrin besta-
tigte (Abbildung S13).

Avaroferrin (AF) ist die heterodimere Chimire von zwei
homodimeren Siderophoren: Putrebactin (PB)® und Bis-
ucaberin (BC).”! Alle drei Molekiile sind Dimere von Poly-
aminen, Putrescin mit vier und Cadaverin mit fiinf Kohlen-
stoffatomen, verkniipft mit Bernsteinsdure iiber eine Hy-
droxamatbindung (Abbildung2). Um die Biosynthese von
Avaroferrin zu untersuchen, sequenzierten wir das Genom S.
algae B516 und fanden nur einen einzigen Gencluster mit
Homologie zu den Bisucaberin- und Putrebactin-Clustern,
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siert den linearen Vorldufer zum
cyclischen Homodimer.”!
Der Biosynthesecluster fiir
Avaroferrin besteht aus avbA, einem nahen Homolog zur
Decarboxylase bibA fiir die Cadaverin-Biosynthese im Bis-
ucaberin-Cluster, und avbB-D, welche die hdchste Ahnlich-
keit zu pubA-C in der Putrebactin-Biosynthese aufweisen.
Die in avbC und avbD im Avaroferrin-Cluster codierten
Enzyme entsprechen dem einzelnen, aus zwei Dominen fu-
sionierten Protein BibC im Bisucaberin-Cluster. Acht nach-
folgende Gene mit transportbezogenen Funktionen (avtA-H)
wurden identifiziert, und eine nihere Analyse ergab auch hier
eine gemischte Abstammung. Wéhrend eine Serie von ABC-
Transportern (avtB-E) fiir den Siderophorexport die hochste
Homologie zu den Bisucaberin-Exportern (bitB-E) aufwies,
teilten die TonB-abhingigen Rezeptoren (avtA und aviG)
und die Reduktase (avtF) Homologie mit denen des Putre-
bactin-Clusters (putA und putB) in Shewanella. Ein Fragment
eines dhnlichen Genclusters von einer unbekannten Spezies
wurde in einer Metagenom-Datenbank aus Tiefseesedimen-
ten gefunden, und dieser Cluster kloniert in E. coli produ-
ziertes Bisucaberin.”! Diese Beobachtung liefl vermuten, dass
Avaroferrin moglicherweise nicht das einzige Siderophor ist,
das von S. algae B516 produziert wird.

Eine Neuauswertung der inaktiven Fraktionen der S.
algae B516-Extrakte mittels LC-MS-Analyse zeigte, dass die
beiden Homodimere, Putrebactin und Bisucaberin ebenfalls
vorlagen (Abbildung 2A). Die drei Siderophore wurden im
Verhiltnis AF/PB/BC von 2:1:1 erhalten, was zu erwarten
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men hemmt, indem es als Sidero-
phor agiert oder ob es als eine Art
von Signal wirkt, untersuchten wir,
ob die Zugabe von Eisen(III)-
Ionen der Inhibition des Schwarm-
verhaltens entgegenwirkte. Ava-
roferrin verlor seine Wirkung als
Inhibitor, wenn es zusammen mit
einem Uberschuss an Eisen(III)
eingesetzt wurde. Eisen(I1I) alleine
hatte keinen Einfluss auf das

B) 45 1 C) Schwirmen (Abbildung S17).
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Abbildung 2. Biosynthese von Avaroferrin. A) Annotierter Gencluster fiir die Biosynthese und den
Transport von Avaroferrin im Vergleich zu den Clustern fiir Bisucaberin und Putrebactin von V. salmo-
nicida und S. putrefaciens. Funktion und Sequenzhomologie der Genprodukte sind durch gleiche Farb-
codierung dargestellt. Die Strukturen von allen drei Verbindungen, die ihren entsprechenden Biosyn-
theseclustern zugeordnet sind, zeigen die chimire Natur von Avaroferrin. B) HPLC-Spektren der ent-
sprechenden extrahierten [M + H]"-lonen ergaben, dass alle drei Siderophore durch S. algae B516 im
Verhiltnis 2:1:1 produziert werden. C) Vorgeschlagene Route fiir die promiskuitive Biosynthese von
Avaroferrin (1), Bisucaberin (2) und Putrebactin (3) durch den Biosynthesecluster von V. alginolyticus.

wire, wenn die einzelnen Schritte in der Biosynthese indif-
ferent beziiglich der Anzahl an Methylengruppen im Poly-
aminsubstrat sind (Abbildung 2B). Die offenbar fehlende
Diskriminierung diirfte angesichts der Beteiligung nahezu
identischer chemischer Umwandlungen nicht iiberraschen
(Abbildung 2C), besonders im Hinblick auf frithere Un-
tersuchungen, die zeigten, dass das AvbD-Homolog PubC
sowohl die Dimerisierung als auch die Cyclisierung kataly-
siert.l”

Wir isolierten und charakterisierten auch Putrebactin und
Bisucaberin (Abbildungen S15, S16) und verglichen die
Hemmung des Schwarmverhaltens von Vibrio alginolyticus
mit dem von Avaroferrin. Zusitzlich dazu, dass Avaroferrin
in zweifach hoherer Menge produziert wurde, erwies es sich
auch als etwa doppelt so aktiv wie Bisucaberin und Putre-
bactin bei der Ausbildung von Inhibitionszonen, und die
entstandenen Zonen hatten ldnger bestand (Abbildun-
gen 3 A,B). Die relativ geringe Aktivitit der letzteren erklért,
warum diese in der urspriinglichen bioaktivitédtsgestiitzten
Fraktionierung nicht gefunden wurden, und wirft die Frage
auf, wie derart dhnliche Verbindungen so unterschiedliche
Aktivitdt gegen das Schwirmen aufweisen konnen.

Weder fiir Putrebactin noch Bisucaberin wurde zuvor eine
Rolle im Schwarmverhalten gefunden. Beide sind jedoch
wohlbekannte Siderophore, kleine diffusionsfahige Molekiile,
die viele Bakterien herstellen, um Eisen in seiner schwer
loslichen dreiwertigen Form aus der Umwelt aufnehmen zu
konnen. Um zu unterscheiden, ob Avaroferrin das Schwér-
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und dass Avaroferrin seine Féhig-
keit es aufzunehmen einschrénkte,
oder dass Avaroferrin in seiner ei-
sengebundenen Form nicht als pu-
tatives Signal agieren konnte.

Wir verglichen die Eisenbinde-
fahigkeit von Avaroferrin, Bisuca-
berin, und Putrebactin durch die
Messung ihrer pm(Fe™)-Werte, wie
zuvor beschrieben.”! Alle drei bil-
deten rote FEisenkomplexe mit
Amax=430nm und zeigten sehr
dhnliche pm(Fe™)-Werte bei pH 7.4
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Abbildung 3. Avaroferrin (1) ist wirksamer als Bisucaberin (2) und Pu-
trebactin (3). A) Auch nach verlidngerter Inkubation (30 h) ist das
Schwirmen von V. alginolyticus B522 ausgehend vom Zentrum durch
1 noch immer signifikant inhibiert, wihrend die Zonen von 2 und 3
grofteils durch schwirmende Zelle tiberlaufen wurden (75 nmol von
jeder Verbindung). Punkt (C): DMSO-Kontrolle (Dimethylsulfoxid).

B) Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir alle drei Verbindungen gemessen an
der Gréfee der Inhibitionszonen mit mittlerer effektiver Dosis (EDsp)
von 24 nmol fiir Avaroferrin und 41 nmol und 43 nmol jeweils fiir Bis-
ucaberin und Putrebactin.

(23.5 fiir AF, 23.3 fiir BC und 22.8 fiir PB), was mit zuvor
publizierten Daten iibereinstimmt (Abbildung 4 A, Abbil-
dung S18)." Es ist unwahrscheinlich, dass diese kleinen
Unterschiede fiir die einzigartige Aktivitdt von Avaroferrin
verantwortlich sind, und wir untersuchten daher das Potential
verschiedener Eisen-Chelatliganden und Siderophore.
Deferoxamin, eine von Bakterien produzierte, zu Bis-
ucaberin strukturverwandte Verbindung (Abbildung 4 B) mit
einem sogar hoheren pm(Fe™)-Wert, ergab keine Inhibition
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Abbildung 4. Komplexbildung mit Eisen(l11)-lonen. A) Spektrophoto-
metrische Titration von Avaroferrin mit EDTA (Ethylendiethyltetraessig-
siure) bei pH 7.4 mit [Fe>*]=[AF]=0.1 mm. AF: Avaroferrin. Ein-
schub: Graph fiir die Bestimmung von pm(Fe"). Der Apm zu EDTA ist
durch den Schnittpunkt mit der y-Achse gegeben. B) Struktur von De-
feroxamin und C) Deferasirox.

des Schwarmverhaltens bei der hochsten getesteten Dosis
(500 nmol) — einer 100fach hoheren Dosis als die minimale
Hemmdosis (MSID) von Avaroferrin (Tabelle S3). Diese
Resultate sind nicht vollig unerwartet, da viele frithere Un-
tersuchungen zeigten, dass Vibrio die Fihigkeit hat, Sidero-
phore von anderen Spezies, die nicht selbst produziert
werden, sogenannte Xenosiderophore, aufzunehmen, wie
z.B. Deferoxamin durch V. vulnificus!! und V. furnissii.l’
Der Siderophor Ferrichrom und der natiirliche Chelatligand
2,3-Dihydroxybenzoesdure und Quercetin waren entweder
inaktiv oder hatten nur sehr geringe Aktivitdt bei der Inhi-
bition des Schwarmverhaltens (Tabelle S3, Abbildung S19).
Der einzige Chelatligand mit vergleichbarer Aktivitédt war der
synthetisch optimierte Eisen-Komplexbildner Deferasirox,
der den gleichen MSID-Wert (5 nmol) wie Avaroferrin auf-
wies (Tabelle S3, Abbildung 4 C).

Die Aktivitdt von Siderophoren und Chelatliganden
korrelierte nicht mit ihrer Bindeaffinitét fiir Eisen(III) (Ta-
belle S3), was folgern lésst, dass die Fahigkeit von V. algino-
Iyticus, Siderophor-gebundenes Eisen auszubeuten, nicht
jedoch die Stiarke, mit der der Siderophor Eisen bindet, die
Aktivitdt bei der Inhibition des Schwarmverhaltens bestimmt.
Untersuchungen an Fliissigkulturen zeigten zudem, dass
Avaroferrin zwar nicht die Lebensfidhigkeit von V. alginoly-
ticus bei Konzentrationen bis zu 1 mM beeinflusste, aber die
Wachstumsrate bei Konzentrationen von tiber 100 um ver-
ringert wurde, was darauf hinweist, dass Avaroferrin mit der
Eisenaufnahme von V. alginolyticus interferiert (Abbil-
dung S20). Die Genomanalyse von V. alginolyticus B522
ergab mindestens 20 verschiedene Proteine mit Homologie zu
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bekannten Siderophor-Rezeptoren und anderen Eisen-Auf-
nahme- und Eisen-Speicherproteinen, was sowohl die Eisen-
abhéngigkeit als auch die Fihigkeit, Eisen iiber Xenosidero-
phore aufzunehmen, bestitigt (Tabelle S4).

Warum Bakterien schwérmen ist noch immer grof3teils ein
Ritsel, und Theorien greifen die géngigen Massenwande-
rungsthemen auf — Flucht vor negativen Umweltfaktoren
und/oder Erkundung neuer, giinstigerer Regionen. Es ist
wahrscheinlich, dass Schwarmsignale, wie auch andere che-
mische Signale, in hohem MafBe vom Kontext abhéngig sind.
So induziert Eisenmangel Schwérmen von V. parahaemolyti-
cus, 1 und andere Untersuchungen ergaben, dass Schwirmen
mit der genetischen Hochregulierung des Eisenmetabolismus,
der Siderophorproduktion und der Expression von Eisen-
aufnahmemechanismen in vielen Bakterien einhergeht.l !4l
Wihrend Eisen eines der haufigsten Elemente der Erdkruste
ist, liegt es hauptséachlich in seiner minimal-16slichen drei-
wertigen Form vor. Bei neutralem pH-Wert betrigt die Los-
lichkeit von Eisen(IIT)-Tonen ca. 10~®¥m.l¥! Bakteriell pro-
duzierte Siderophore kénnen Eisen(I1I)-Ionen komplexieren
und diese iiber spezialisierte Rezeptoren in die Zellen zu-
riickfiithren.

Die meisten Bakterien haben Rezeptoren fiir Sidero-
phore, die sie nicht selbst produzieren und die ihnen die Pi-
raterie von Eisen (bzw. Siderophoren) ermdoglichen. Bakte-
rien befinden sich daher unter selektivem Druck, stindig
neue Siderophore zu entwickeln die der Piraterie standhalten.

Die Féahigkeit, durch verschiedene Siderophor-Reper-
toires um Eisen(IIT)-Ionen zu konkurrieren, konnte uns
helfen, Strategien fiir die Behandlung bakterieller Infektio-
nen zu entwickeln, wie es vor kurzem anhand des Stamms
Escherichia coli Nissle gezeigt wurde, der das Pathogen Sal-
monella durch seine bessere Eisenaufnahme verdringen
kann.['%)

Die vorliegende Studie zeigt, wie S. algae B516 Ava-
roferrin produziert, um die Eisen-Piraterie von V. alginolyti-
cus B522 durch die leichte Abwandlung eines bekannten
Strukturtyps zu unterbinden. Die Entdeckung von Avarofer-
rin gibt auch wichtige Aufschliisse beziiglich dem Zusam-
menhang zwischen Eisen und Schwarmverhalten. Der Bio-
synthesecluster fiir die Herstellung von Avaroferrin verbild-
licht die entscheidenden Konsequenzen des modularen Auf-
baus von Biosynthesewegen vieler kleiner Molekiile, die von
Bakterien produziert werden: Sie erleichtern die evolutio-
nire Rekombination dieser Module, um neue Strukturen mit
neuen Funktionen zu erschaffen.!'”
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