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Natîrliche Fimbrolide inhibieren Autoinduktorbiosynthese und Luzi-
feraseaktivit�t und unterdrîcken damit die Biolumineszenz in Vibrio
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Abstract: Vibrio ist ein Modellorganismus zur molekularen
Analyse des Quorum Sensings (QS) und zur Identifikation
QS-interferierender Wirkstoffe. Die natîrlichen Fimbrolide
sind fîr die QS-inhibierenden Wirkungen in verschiedenen
Organismen bekannt, allerdings waren die zellul�ren An-
griffspunkte bisher verborgen. Nun ist es gelungen, die irre-
versiblen Zielstrukturen der Fimbrolide im Proteom von
V. harveyi und V. campbellii mithilfe quantitativer Massen-
spektrometrie und chemisch modifizierter Fimbrolide aufzu-
decken. Hauptangriffspunkte sind zwei Proteine, die eine es-
senzielle Rolle fîr QS und Biolumineszenz in Vibrio spielen.
LuxS, das fîr die Autoinduktor-2-Biosynthese verantwortlich
ist, und LuxE, eine Untereinheit des Luziferasekomplexes,
wurden beide kovalent an Cysteinresten im jeweiligen aktiven
Zentrum modifiziert und dadurch inhibiert. Die Identifizie-
rung von LuxE ist in Einklang mit frîheren Studien, die die
Inhibierung der Biolumineszenz ebenfalls downstream der
Signalkaskade vermuteten.

Quorum sensing (QS) ist eine wichtige Kommunikations-
strategie bei Bakterien, um eine Zelldichte-abh�ngige Gen-
expression zu koordinieren.[1] QS wurde zun�chst bei den
lumineszierenden, Gram-negativen, marinen Bakterien
Vibrio fischeri und Vibrio harveyi beschrieben, die sich zu
Modellorganismen fîr die Erforschung dieses bakteriellen
Signaltransduktionsprozesses entwickelten.[2] V. harveyi syn-
thetisiert drei verschiedene Autoinduktormolekîle (AIs): das
Spezies-spezifische HAI-1, das von der Synthase LuxM pro-
duziert wird, das von LuxS produzierte interspezifische Mo-
lekîl AI-2 und das Genus-spezifische CAI-1, das von CqsA
synthetisiert wird.[3] Die sekretierten Molekîle werden von
den AI-spezifischen Membranrezeptoren LuxN, LuxQ (im
Zusammenspiel mit LuxP) und CqsS wahrgenommen. Sobald
eine bestimmte Schwellenkonzentration der AIs erreicht ist,
wird diese Information îber eine Signaltransduktionskaskade
unter Einbeziehung der Proteine LuxU und LuxO in der
Zelle weitergeleitet und dadurch die Synthese von LuxR,

einem wichtigen Transkriptionsaktivator fîr das Lumines-
zenzoperon luxCDABE, reguliert (Abbildung 1 A).[4]

Vibrio-Spezies sind wichtige Modellorganismen fîr QS,
da sie drei verschiedene Klassen an Signalmolekîlen nutzen,
deren Wirkung relativ einfach îber die Detektion der Lu-
mineszenz quantifiziert werden kann.[1b] Ein wichtiges Hilfs-
mittel fîr diese Studien sind Fimbrolide, Naturstoffe und
wirksame QS-Quencher, die aus der marinen Alge Delisea
pulchra gewonnen werden kçnnen.[5] Diese halogenierten
Furanone inhibieren nicht nur das QS in Vibrio, sondern sind
ebenfalls gegen verschiedene, auch klinisch relevante patho-
gene Bakterien wirksam (Abbildung 1B).[6] Obwohl Fim-
brolide und andere bromierte Furanone bereits vielfach in
verschiedenen Studien verwendet wurden, fehlt bislang eine
umfassende Proteomanalyse potenzieller bakterieller An-
griffsziele. Stattdessen wurden einzelne, mit QS im Zusam-
menhang stehende Proteine auf die Bindung und Inhibierung
durch bromierte Fimbrolide getestet.[7]

Fimbrolide haben ein exozyklisches Vinylbromid, das
nukleophile Reste einfangen kann. Es konnte gezeigt werden,
dass rekombinantes LuxS kovalent an einem nichtkatalyti-
schen Cysteinrest durch die Substanz F1 modifiziert wird, was
zu einer Inhibierung der enzymatischen Aktivit�t fîhrt.[7a]

Dennoch implizierten die Studien, dass LuxS nicht das allei-
nige Ziel von F1 sein kann, da die Biolumineszenz auch in V.-
harveyi-Mutanten mit nur einem aktiven QS-System oder mit
einem konstitutiv lumineszierenden Ph�notyp abnahm.[4a,7b]

Aus diesem Grund wurde ein Angriffsziel, das alle Signal-
wege vereinigt und kollektiv die Biolumineszenz aktiviert,
downstream der verschiedenen Rezeptoren postuliert. Ein
solches Ziel w�re der Masterregulator LuxR (Abbil-
dung 1A).[1b, 7c] Allerdings sind die Befunde dazu kontrovers.
W�hrend einige Studien auf die Bindung von halogenierten
Furanonen und eine kompetitive Verdr�ngung der natîrli-
chen QS-Liganden schließen lassen,[7c,8] wurde in anderen
Studien keine spezifische Bindung beobachtet, und man er-
hielt eher Hinweise auf einen Abbau von LuxR nach Sub-
stanzzugabe.[7b, 9] Da Fimbrolide bei der Aufkl�rung dieser
Mechanismen Verwendung finden, ist ein vollst�ndiges Ver-
st�ndnis ihrer Wirkweise und der zellul�ren Angriffsziele
nçtig und liefert Erkenntnisse fîr verwandte Systeme.[1b]

Hier identifizierten wir die zellul�ren Bindepartner der
Fimbrolide in V. harveyi NBRC 15634 und V. campbellii
ATCC BAA-1116 (zuvor als V. harveyi ATCC BAA-1116
bezeichnet).[10] Mittels aktivit�tsbasiertem Protein-Profiling
(ABPP)[11] in Kombination mit quantitativer Massenspek-
trometrie (MS) konnten wir LuxS als Angriffsziel best�tigen.
Zus�tzlich konnten wir bisher unbekannte Proteine als spe-
zifische Bindepartner identifizieren.
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Zwei natîrlich vorkommende bromierte Furanone, Fim-
brolid F1 und Fimbrolid F2, die h�ufig fîr die Aufkl�rung von
QS-Signalwegen genutzt werden, wurden entsprechend der
bereits publizierten Vorgehensweise hergestellt.[12] Fîr die In-
situ-Target-Markierung wurden die Grundstrukturen mit
einem Alkinrest an der Butylseitenkette ausgestattet
(Schema 1; siehe auch Schema S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Der Alkinrest ermçglicht eine bioorthogonale Liga-
tion îber eine Klickreaktion mit funktionalisierten Azid-
gruppen, die einen Fluoreszenzmarker oder ein Biotin fîr die
Affinit�tsanreicherung tragen. Die mit Bromid substituierten
Ausgangsstoffe fîr beide Reaktionen, 3 und 4, wurden mittels
Ringçffnung von 3-(2-Oxopropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-on

(2) mit HBr zu 5-Brom-2-(2-oxopropyl)pentans�ure, an-
schließender Bromierung und Cyclisierung hergestellt. Der
nukleophile Austausch der aliphatischen Bromidseiten-
kette mit 5-Hexins�ure fîhrte zu den Estern FP1 und FP2
(Schema S1). Zus�tzlich ermçglichte die Umwandlung des
Bromsubstituenten zu einem Acetoxyrest mit KOAc oder
AgOAc, gefolgt von einer Hydrolyse zu einer Hydroxy-
gruppe, die Oxidation zu den Aldehyden 7 und 8 mithilfe
des Dess-Martin-Reagens. 7 und 8 reagierten mit Ethyl-
magnesiumbromid und ergaben die Produkte FP3 und FP4
(Schema 1).

Um die Studien ausschließlich auf die Inhibierung des
QS und nicht des Wachstums von Vibrio zu richten, wurden
alle Molekîle zun�chst auf antibakterielle Aktivit�t ge-
prîft. In �bereinstimmung mit vorherigen Studien beein-
flussten die Naturstoffe F1 und F2 sowie FP1–FP3 das
Wachstum von V. harveyi NBRC 16534 und V. campbellii
ATCC BAA-1116 kaum (Test bis zu 200 mm ; Tabelle S1).[8]

Lediglich FP4 zeigte einen Effekt mit einer minimalen
Hemmkonzentration (MIC) von 100 mm, weshalb diese
Substanz von den weiteren Studien ausgeschlossen wurde.
Anschließend wurde der Einfluss aller Substanzen auf die
Biolumineszenz beider Vibrio-St�mme getestet. F1 und die
zugehçrige Sonde FP3 zeigten die besten IC50-Werte (4–
13 mm), was mit vorherigen Studien des Naturstoffes îber-
einstimmte (Abbildung S1).[12] Eine geringere Aktivit�t
wurde fîr F2 und den entsprechenden Ester FP2 festge-
stellt. Aus diesem Grund fokussierten wir die folgenden
Studien zur Identifikation der Angriffsziele im Proteom auf
den Naturstoff F1 und auf FP3.

Die Inkubation von intakten V.-harveyi-NBRC-16534-
und V.-campbellii-ATCC-BAA-1116-Zellen mit FP3, ge-
folgt von Zelllyse, Klick-Ligation an Rhodaminazid,[13]

Analyse mittels SDS-Gelelektrophorese und Detektion der
Fluoreszenz, ergab mehrere eindeutige Banden in der lçs-
lichen Fraktion und weniger klare Banden in der unlçsli-
chen Fraktion (Abbildungen 2A und S2). Aus diesem
Grund konzentrierten wir uns auf das lçsliche Proteom und
nutzten eine Konzentration von 50 mm, die fîr eine ein-
deutige Markierung ausreichend war. In einem Kontroll-
experiment wurden die Zellen zuvor mit einem 10-fachen
�berschuss an F1 inkubiert. Die Fluoreszenzintensit�t der
Proteine nahm deutlich ab, was vermuten l�sst, dass diese
Proteine ein Ziel des Naturstoffes sind. Um einen umfas-
senden �berblick aller irreversiblen Angriffsziele von FP3
und dem Naturstoff F1 zu bekommen, wurden drei ver-

schiedene Proben fîr die Gel-freie MS vorbereitet: 1) An-
reicherung von FP3 îber DMSO, 2) ein Konkurrenzexperi-
ment unter Zugabe eines 20-fachen �berschusses an F1 vor
der Zugabe von FP3, 3) DMSO als Kontrolle. Die angerei-
cherten Proteine dieser Proben wurden nach einem Trypsin-
verdau mithilfe leichter, mittlerer und schwerer Isotope von
Dimethylformaldehyd markiert.[14] Die statistische Analyse
der markierten Proteine (im Vergleich zur DMSO-Kontrolle)
ergab mehrere Treffer in V. harveyi (Volcano Plot; Abbil-
dung S3A). Unter diesen Treffern waren die Proteine LuxS,
PhaB und ein Cystathion-b-Synthase(CBS)-Dom�nenprotein
(Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPD)). Die Analy-
se des Konkurrenzexperiments best�tigte diese Proteine als

Abbildung 1. A) Drei Autoinduktoren werden von LuxM (HAI-1), LuxS (AI-
2) und CqsA (CAI-1) synthetisiert und von den Rezeptoren LuxN (HAI-1),
LuxP/LuxQ (AI-2) und CqsS (CAI-1) wahrgenommen. Bei niedrigen Auto-
induktorkonzentrationen autophosphorylieren die Rezeptoren und íbertra-
gen ihre Phosphorylgruppe auf LuxU, das wiederum LuxO phosphoryliert.
LuxO~P aktiviert die Expression von Qrr1-5-sRNAs, die zusammen mit
dem Chaperon Hfq die mRNA von luxR destabilisieren. Bei hohen Autoin-
duktorkonzentrationen wird die Autophosphorylierung der Rezeptoren in-
hibiert. Der Kaskade werden die Phosphatgruppen entzogen, was zur Ex-
pression des Transkriptionsregulators LuxR und somit zur Aktivierung des
lux-Operons und der Biolumineszenz fíhrt. P in einem roten Kreis steht
fír Phosphotransfer; H (Histidin) und D (Aspartat) markieren die Phos-
phorylierungsstellen. B) Strukturen der halogenierten Furanone (Fimbroli-
de), die in dieser Studie verwendet wurden.
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Angriffsziele des unmodifizierten Naturstoffes F1 (Abbil-
dung 2B).

Anschließend verglichen wir diese Ergebnisse mit
V. campbellii ATCC BAA-1116, einem Stamm mit intrinsisch
st�rkerer Biolumineszenz. In diesem Fall identifizierten wir
mit der Anreicherungs- und Konkurrenzstrategie neben ei-
nigen anderen Treffern, inklusive IMPD und LuxS, die Fett-
s�ure-Synthetase LuxE als ein weiteres Zielprotein (Abbil-
dungen 2C und S3B).[15] LuxE konnte in den Anreiche-
rungsexperimenten in V. harveyi NBRC 16534 nicht detek-
tiert werden (die Sequenzidentit�t von LuxE aus beiden
St�mmen betr�gt 98%), was fîr eine signifikant herabge-
setzte Expression des Proteins, die unterhalb des Detek-
tionslimits liegt, spricht. Tats�chlich ergab die vergleichende
Proteomanalyse beider St�mme eine 10-fach hçhere LuxC-
DABE-Expression in V. campbellii ATCC BAA-1116 ge-
genîber der in V. harveyi NBRC 16534, wodurch hçchst-
wahrscheinlich auch die beobachteten Unterschiede der
Biolumineszenzaktivit�ten zu erkl�ren sind (Abbildung S4).
Im Unterschied dazu waren die Expressionsniveaus von
IMPD und LuxS vergleichbar. Unsere experimentelle Vor-
gehensweise fîhrte nicht zur Detektion von LuxR, einem vor
kurzem postulierten Target von F1, obwohl es in beiden
St�mmen produziert wurde. Dies ist ein deutlicher Hinweis
dafîr, dass F1 zumindest nicht irreversibel an LuxR bindet.

Die identifizierten Targets wurden auf Grundlage vor-
handener Funktionsdaten in drei Gruppen eingeteilt. Kate-
gorie 1 umfasst Proteine mit unbekannter Funktion, wie das
15.6-kDa-CBS-Dom�nenprotein IMPD. Proteine mit einer
mutmaßlichen Rolle beim QS, wie das Enzym PhaB, das in
die Polyhydroxybutyrat(PHB)-Biosynthese involviert ist,
wurden als Kategorie 2 klassifiziert. Kategorie 3 enth�lt

Proteine, wie LuxS und LuxE, die eine best�tigte Rolle bei
den QS-/Biolumineszenz-Signalwegen spielen. Alle Target-
Proteine wurden rekombinant in E. coli exprimiert, und
Bindung von FP3 wurde mithilfe der fluoreszierenden SDS-
PAGE gezeigt (Abbildung 3A). Da der Fokus dieser Studie
auf dem Wirkmechanismus der Fimbrolide in Bezug auf die
Signalwege des QS und der Biolumineszenz lag, konzen-
trierten wir alle nachfolgenden Validierungen auf Proteine
der Kategorien 2 und 3.

PhaB katalysiert die Reduktion von Acetoacetyl-CoA zu
Hydroxybutyryl-CoA, die durch F1 inhibiert wird (Abbil-
dung S5). Ein Bezug zwischen PhaB und QS war bereits be-
kannt, wobei PhaB eine Funktion als potenzieller Energie-

Schema 1. a) LDA, THF, ¢78 88C, 10 min; b) TMSCl, RT, 1 h; c) Br2,
Et3N, DCM, ¢15 88C, 30 min, 55 % íber 3 Stufen; d) EAA, NaOEt, THF,
Ríckfluss; e) w�ssr. NaOH, íber Nacht (�N), dann HCl; f) Toluol,
Ríckfluss, 6 h, 22% íber 3 Stufen; g) 33% HBr in AcOH, RT, 12 h;
h) Br2, AcOH/CHCl3 = 2:1, RT; i) H2SO4, Ríckfluss, 12088C, 15 min,
12% fír 3 und 23 % fír 4 íber 3 Stufen; j) AgOAc in AcOH, Ríckfluss,
6 h (fír 3) oder KOAc in DMSO, RT, 6 h (fír 4); k) 12% HCl, �N,
79% fír 5 und 85 % fír 6 íber 2 Stufen; l) DMP, DCM, 0.5 h, 60% fír
7 und 72% fír 8 ; m) Ethinylmagnesiumbromid in THF, 0 88C!RT,
18% fír FP3 und 29 % fír FP4. LDA= Lithiumdiisopropylamid,
THF = Tetrahydrofuran, TMSCl=Trimethylsilylchlorid, EAA =Ethyl-
acetoacetat, DMSO =Dimethylsulfoxid, DMP =Dess-Martin-Periodi-
nan, DCM = Dichlormethan.

Abbildung 2. A) Fluoreszenz-SDS-Gel der in situ markierten V.-harveyi-
Zellen mit FP3 (verschiedene Konzentrationen) und Konkurrenzexperi-
ment mit 50 mm FP3 und einem 10-fachen �berschuss an F1 (lçsliche
Fraktion). *Zugabe von DMSO. B) Volcano Plot des Gel-freien ABPP-
Experiments in V. harveyi nach Behandlung mit 50 mm FP3 und einem
20-fachen �berschuss an F1 (FP3+ FP1). Die blauen Punkte zeigen
die Targets, die von F1 verdr�ngt werden (Kriterien: log2-fache Anrei-
cherung �3.5 und ¢log10(p-Wert)�4) und von FP3 gegeníber DMSO
angereichert werden (vgl. Abbildung S3A). C) Volcano Plot des Gel-
freien ABPP-Konkurrenzexperiments in V. campbellii, behandelt mit
50 mm FP3 und einem 20-fachen �berschuss an F1 (FP3+ F1). Die
blauen Punkte zeigen die Targets, die von F1 verdr�ngt werden (Kriteri-
en: log2-fache Anreicherung �2 und ¢log10(p-Wert)�5) und von FP3
gegeníber DMSO angereichert werden (vgl. Abbildung S3B). Die Er-
gebnisse in (B) und (C) entsprechen drei biologischen Replikaten mit
technischen Duplikaten. Die ¢log10(p-Werte) wurden mittels two sided
one sample Student’s t-test berechnet. Die im Text diskutierten Prote-
ine sind rot dargestellt. Eine Liste aller Angriffsziele befindet sich in
Tabelle S2.
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speicher zukommt.[16] Um die Rolle von PhaB n�her zu un-
tersuchen, erstellten wir einen phaB-Deletionsstamm. Aller-
dings waren Wachstum und Intensit�t der Biolumineszenz in
diesem Stamm vergleichbar mit denen des Wildtypstamms
(Abbildung S5B,C). Aus diesem Grund wurde das Kategorie-
2-Protein PhaB als QS/Biolumineszenz-assoziiertes Fimbro-
lid-Target ausgeschlossen.

Die Validierung der Kategorie-3-Proteine konzentrierte
sich zun�chst auf LuxS, das wegen der AI-2-Biosynthese eine
essenzielle Rolle beim QS spielt. Fimbrolid F1 inhibierte die
Aktivit�t von LuxS, was mit einer frîheren Publikation
îbereinstimmt (Abbildung S5D).[7a] Allerdings ergab unsere
MS/MS-Sequenzierung, dass das katalytische Cys83, und
nicht wie bisher angenommen Cys128, als Ligandbindestelle
fungiert (Abbildungen 3B und S6).[17]

Obwohl LuxS essenziell fîr QS ist, kann die Inhibierung
von LuxS durch die Fimbrolide nicht der alleinige Grund fîr
die beobachtete Verringerung der Biolumineszenz sein, be-
sonders aufgrund der Befunde fîr die luxS- und luxO-Dele-
tionsmutanten (Abbildung S1).[7b] Aus diesem Grund sind
Proteine wie LuxR oder der LuxCDABE-Luziferase-Kom-
plex, die downstream von LuxO liegen, potenzielle An-
griffsziele. LuxE, das als ein Haupttreffer in unseren MS-
Experimenten identifiziert wurde, stellt eine Untereinheit des
Luziferase-Komplexes dar. LuxE aktiviert Myristins�ure zu
einem Fetts�ure-AMP-Intermediat, das anschließend auf
LuxC zur weiteren Prozessierung îbertragen wird. Cys362
wurde als Bindestelle der Fimbrolide îber MS/MS-Sequen-
zierung bestimmt (Abbildung S7). Da dieser Cysteinrest es-
senziell fîr den katalytischen Mechanismus ist, kann man fîr
die Fimbrolide nicht nur eine Bindung an LuxE, sondern
�hnlich wie fîr LuxS eine Inhibierung der LuxE-Aktivit�t
vermuten.[15] Die nachfolgenden Experimente sollten diese
Hypothese best�tigen. Da die Proteine im LuxCDABE-
Komplex direkt zusammenarbeiten, ist es schwierig, die
Funktion der isolierten Enzyme zu untersuchen. Aus diesem

Grund haben wir E. coli mit einem Plasmid transformiert, das
das luxCDABE-Operon von Photorhabdus luminescens tr�gt
(LuxE-Sequenzidentit�t 62%). Der Vorteil des Lumines-
zenzsystems dieses Stammes ist, dass keine QS-Signaltrans-
duktionskaskade bençtigt wird, um Biolumineszenz zu pro-
duzieren.[18] Rekombinantes LuxE von P. luminescens wurde
von den Fimbroliden gebunden (Abbildung S8), und darîber
hinaus reduzierte die Zugabe von F1 und FP3 konzentrati-
onsabh�ngig die Biolumineszenz mit IC50 = 24 bzw. 9 mm, was
die Annahme stîtzt, dass LuxE, als Bestandteil des Luzife-
rase-Komplexes, ein weiteres Angriffsziel der Fimbrolide
darstellt (Abbildung 3 C).

Unsere Untersuchungen best�tigen die Proteine LuxS,
LuxE, PhaB und das uncharakterisierte IMPD als Angriffs-
ziele fîr Fimbrolide. Die katalytischen Cysteine von LuxS
und LuxE konnten zudem als Bindestellen identifiziert
werden. Das Fehlen von LuxR in unseren Proteomexperi-
menten spricht dafîr, dass der Transkriptionsregulator zu-
mindest kein irreversibles Ziel der Fimbrolide darstellt. LuxR
kam als mçgliches Fimbrolid-Angriffsziel in den Fokus, weil
die Daten auf eine Inhibierung der Biolumineszenz down-
stream von LuxO hinwiesen. Die hier gezeigte Bindung der
Fimbrolide an LuxE liefert eine neue, alternative Erkl�rung.
Insgesamt ist es erstaunlich, dass ein einzelner Naturstoff
verschiedene Proteine auf unterschiedlichen Stufen inhibiert,
um einen Ph�notyp zu erzielen.
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