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Dit proefschrift is een examendocument dat na de verdediging niet meer gexoruiged
voor eventuele vastgestelde fouten. In publicaties mag naar dit proefschwiézesr worden
mits schriftelijke toelating van de KULeuven promotor, vermeld op de titelpagina.
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Samenvatting

Cupriavidus metalliduranss een -proteobacterie en een waardevol modelorganisme voor
aarde— en ruimteonderzoek. Zeer actueel hierbij is het onderzoelhetaadaptatie— en
kolonisatievermogen van-proteobacterien aan extreme omgevingen. Ook het afwijkende
gedrag van bacterién in de ruimte wekt wetenschappelijke bezorgdheice agiudle van
bacteriéle communicatie kan in deze optiek een tip van de sluier op lichten.

Vele bacterién kunnen communiceren met elkaar, met soortgenoten erzatsnset hun
eukaryotische gastheren. Ze doen dit met chemische moleculen. Eén vheldngrijkste
talen, gebaseerd op celdensiteit, is ‘Quorum Sensing’ (QS). Bet@len bacterién aan met
hoeveel ze zijn en reageren ze daarop met cellulaire daie®ordeel bieden voor de gehele
celpopulatie. Pathogene bacterién kunnen hiermee het startschot geveiekteverwekking

of biofilmvorming. Ingewikkelde processen waarbij timing cruciaansvele signalen nodig
zijn. In deze studie werd dit geillustreerd aan de hand van difedimg van het QS-netwerk
van de plantpathogeeRalstonia solanacearumNiet pathogene bodembacterién zo@ls
metalliduranshebben vermoedelijk een minder complex QS-systeem. Het begrijpethevan
organisatie, functie en werking ervan, eerst op aarde en vervolgeds mimte, kan
belangrijke inzichten opleveren over de gedragsverschillen die bacterién erop nma houde
Deze studie toont in de eerste plaats de grote gelijkenis deabéstsen de top van de QS-
systemen vanR. solanacearumen C. metallidurans Beide bezitten dephcgenen en
verscheidene kopieén vagseB/C. Deze laatste behoren tot het AI3-QS-systeem, dat
oorspronkelijk ontdekt werd in een pathogeBscherichia coli stam. AI3 controleert
motiliteit, bepaalde virulentiegenen en verzorgt communicatie tussen prokayaot.

Vanuit de eerste micro-array vergelijkingen tus€emmetalliduransCH34 Wild type en een
QS gemuteerdphcA mutant, kunnen we voorzichtig argumenteren dat het QS aangestuurde
netwerk vanC. metalliduransrelatief eenvoudig is. Een geactiveerd QS-systeem blijkt twee
metabole processen, rubisco en waterstof oxidatie, en één msghoeks in het Wild type
van C. metalliduranste versterken. De transcriptiefactor VsrD daarentegen higkt weer
afgezwakt te worden onder impuls van de QS-regulator, PhcA. De invieredQS op
primaire metabole processen is een totaal nieuwe bevinding. Oak rsehet feit datC.
metalliduransblijkbaar het onafhankelijke VsrD signaal onder PhcA controle geplaatst heeft
De macroscopische zwemtesten bevestigen de micro-array analydec8ade motiliteit van

C. metalliduransCH34 Wild type verhoogt. Ook de licht verhoogde specifieke groeisnelheid
van de phcA mutant wijst op een mogelijke invioed van PhcA op het cellulaire metaholis
Gluconaatverbuik wordt door e@hmcA mutatie blijkbaar niet aangetast. Zowel Wild type als
de phcA mutant van C. metallidurans hebben een vergelijkbare snelheid van
gluconaatverbruik. Het gluconaation, de koolstofbron in het groeimedium, is hierbij
waarschijnlijk het limiterende substraat.

Bio-assay toont aan dat gacA mutant een sterk verlaagde 3-Hydroxy-Palmitic Acid Methyl
Ester (S0OH-PAME) productie bezit. Dit is een duidelijke indeakht waarschijnlijk hgthdB

gen, zoals typisch is voor Al1-QS-systemen, eveneens onder de controle staat van PhcA
Opvolging van de physico-chemische parameters pH, EG Bjlé&nhs de groei leverde geen
betekenisvolle verschillen op tusseénmetalliduransVild type en haaphcA mutant.
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Abstract

Cupriavidus metallidurangs a -proteobacterium, which serves as a model organism for
earth and space research. Adaptation and colonization-psbteobacteria to extreme
environments are important examples of current research. Somehienbehaviour of micro-
organisms in space change in a negative way. They become more virulents dhgreat
concern in space research. Understanding of bacterial communicagjbhgivie some clues
to resolve this scientific mystery.

Many bacteria use chemicals to communicate with each othermeitiibers of other classes
or even with their eukaryotic hosts. Quorum Sensing (QS), one of the impsttant
chemical languages that bacteria use, controls gene expressioponse$o cell density. As
a result processes are initiated that benefit the bacpenallation as a whole rather then the
individual bacterial cell. For pathogenic organisms it can niearstart of becoming virulent
or to form biofilms. These are complicated processes in whiadi is crucial. As an
example of such complex process, the QS-systeRatstonia solanacearums unravelled in
this work. Non pathogenic soil bacteria like metalliduransdon’t really need a complicated
QS-system to survive. This is demonstrated in this work. The studgioipe QS-system,
first on earth and later in space, might provide important insights wnahd why bacteria
change their behaviour.

As a first step we show the remarkable resemblance thas é&esteen the top of the QS-
system ofR. solanacearunand C. metallidurans Both micro-organisms contain tipéc and
several copies of thgseB/CgenesQseB/C is a two component system that is part of the Al3-
QS-system, that controls motility and virulence (partly) in ggressiveEscherichia coli
bacterium.

The first micro-array comparison betwe€n metalliduransCH34 Wild type and ghcA
mutant indicates that the QS-systenCoimetallidurangs a rather straight forward system. In
QS mode, when the concentration of PhcA, the QS-key molecule, is higmdtaiolic
processes, rubisco and hydrogen oxidizing are upregulated. Also the nobtiliy Wild type

is increased when a lot of PhcA is present. Upregulating of metgtralcesses by QS is a
new fact. Also new is the observation that tte#D gene is downregulated by PhcA and
therefore possibly belongs to the PhcA regulon. VsrD, a transcriptiborf is switched on or
off by an external signal iR. solanacearumPerhapsC. metalliduranshas found a way to
bypass this signal through PhcA?

The macroscopic swim experiments support the micro-array conclusionMité type
motility is increased when the PhcA concentration is high. Alsosthall but detectable
slower growth rate of the CH34 Wild type suggests a possible metabolic influeRbeAaf
Apparently, gluconate consumption is not affected iph@ mutation. Wild type anghhcA”

C. metalliduransshow a similar gluconate consumption rate. The gluconate ion, carbon
source of the growth medium, appears to be the potential limiting nutritional centpon
Bio-assay suggests th& metalliduransphcA™ has a very low 3-Hydroxy-Palmitic Acid
Methyl Ester (30OH-PAME) production. This is a strong indication thatfor every normal
Al1-QS-system, thehd gene belongs to genes that are upregulated by PhcA.

Follow up of the physico-chemical parameters of the growth mediunEHand E reveals
that these parameters do not substantially change during microbial grovglinconate
containing medium.
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enkel overleven belangrijk is en tenslotte de afstgs-fase waarin het tekort aan een
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Figuur 17: Resultaat van de agarose-gelelectradandgevoerd na een klassieke PCR-versterking van
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op de 3841 genen (= 62% van de 6205 genenGrametallidurany die weerhouden
werden na een eerste individuele slide analysegrbene en rode punten zijn alle genen
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Deel I: Waarom een onderzoek naar Quorum Sensinge n
bacterieel gedrag in de ruimte?

“Hallo, spreekt u chemisch?” is wat een bacterie u zou vragemiadi@ voor het eerst zou
tegenkomen. Op dit ogenblik is ons antwoord op die vraag nog steeds “Soreysti&k niet
wat u zegt”. Maar geleidelijk aan beginnen we de chemischeeajdspr die bacterién voeren
beter en beter te begrijpen. Eén van hun belangrijkste chemischéstalerorum Sensing'’.
Het is een taal die bacterién gebruiken als ze in groep zomgrocessen zoals bijvoorbeeld
virulentie of biofilmvorming te stimuleren. Net die processen, dis ae door
ziekteverwekkende bacterién worden uitgevoerd de gezondheid van menserpldidr
bedreigen.

Anderzijds stellen we vast dat in de ruimte, onder gewichtloze ees\ditacterién een ander
gedrag vertonen dan op aarde. De meeste bacterién worden virudekere vertonen een
verhoogde tendens tot het aanmaken van biofilms, vergelijkbare processganddiegene
die op aarde door ‘Quorum Sensing’ worden gestimuleerd. Indien wednate begrijpen
hoe ‘Quorum Sensing’ werkt en welke impact deze chemische taaldpebet gedrag van
bacterién, dan komen we misschien een stapje dichter bij eenriveyklaor het gewijzigde
gedrag van bacterién in de ruimte.

In dit eerste inleidende deel gaan we eerst dieper in op bepesgideten van leven in de
ruimte, een leven in afwezigheid van graviteit, en meer in hebrider op de impact van
ruimtecondities op de mens en bacterién. Vervolgens belanden we indegletweel bij
‘Quorum Sensing’ waarvan we trachten de betekenis en function@itibrgronden. Beide
delen gaan binnen het onderwerp dat ze behandelen dieper in op ons studie— en
modelorganismeCupriavidus metallidurans

1 De ruimte — een wereld van verschil — uitdaging vaanens en
bacterie

Als de ambitieuze beloftes worden nagekomen, zullen de komende debetrgantal
ruimtemissies en reizen drastisch toenemen. Daarenboven zoudept zenkel beperkt
blijven tot het pendelen van en naar het International Space St&®n ihaar heeft men de
intentie uitgedrukt om opnieuw voet op de maan te zetten. Er bestéanarerete plannen
om op de maan een basis uit te bouwen die lange verblijven moet jknogeken. Een
andere toekomstdroom die men binnen afzienbare tijd wenst tsereali is een eerste
bemande reis naar de planeet Mars.
Onnodig te vertellen dat zulke langdurige en extreem verre ruineb@ingen heel andere
uitdagingen met zich mee zullen brengen dan de huidige, relatiefduaut verblijven in het
ISS. De vier meest acute problemen die zich zullen stellen zijn:
1) Verlengde blootstelling aan nieuwe vormen van straling, waarvan menvdgee
nog niet helemaal kent of kan voorspellen (Geaigal, 2005; Cucinotta en Durante
2006; Schimmerlingt al, 2003; Canizares, 1996)
2) lIsolatie van de bemanning op plaatsen en afstanden waarbij snefjketer naar de
aarde als ultiem redmiddel, uitgesloten is (Ball en Evans, 2001)
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3) Een zeer sterke daling van de weerbaarheid van het menselijkaunstelsel
veroorzaakt door langdurig verblijf onder gewichtloze toestand (Sonngr2f@d;
Sonnenfeld, 2006)

4) Een sterke verhoging van de virulentie, het vermogen tot ziektevergekkan
diverse pathogene micro-organismen (Nickersbal, 2001; Nickersoret al, 2004;
Wilson et al, 2002).

Men weet nu reeds dat gecombineerde effecten van acute problemstensievenveel
onderzoeksaandacht vereisen als de acute problemen zelf. Een voorbeeld isiele veel
voorkomende reactivering van latent aanwezige virussen, zoalsehenschuldige Epstein-
Barr Virus? (EBV). Het resultaat is dat vele astronauten tijdens of naviedolijf onder
gewichtloze toestand de EBV geassocieerde ziekteverschijnselen vertogedurende lange
tijd sterk verzwakt zijn (Piersoet al, 2005; Shearest al, 2005; Stoweet al, 2001).

1.1Wat betekent graviteit voor het leven?

Graviteit is zowat de enige fysische kracht waarvan de iné#nen richting gedurende het
ganse bestaan van onze aarde, en dus ook vanaf het ontstaan van het letant, isons
gebleven. Dit gegeven maakt het in feite ook bijzonder moeilijk om aovast te stellen
welke impact deze kracht heeft gehad gedurende 3,2 miljard jaarieytdtitaan het leven
zoals wij dat vandaag de dag kennen. Graviteit werkt in op alksaizadie zich op de
aardbodem bevinden en geeft hen een gewicht. Gewicht is een drijvendedahter vele
mechanische, fysische, chemische en biologische processen op aardeijztggng van
graviteit en bijgevolg ook het gewicht zal dan ook zonder twijfel eendtripgbben op het
verloop van vele processen. Omdat leven berust op een combinatie vanremkahische,
fysische, chemische als biologische processen zal het niemanohdernen dat graviteit dus
€één van de belangrijkste krachten is die het leven haar vorm gegeverzdse we dit
vandaag kennen (Morey-Holton, 2003).

Voor de lancering van ‘Sputnik 1’ in 1957 konden wetenschappers alleen meaalesge
over hoe het leven er zou uitzien zonder graviteit. Nu, met henl8&n constante baan om
de aarde op een hoogte van +/- 380 km en een snelheid van om en bij de 27p@0Q A,
beschikken we over de mogelijkheid om gedurende lange periodes observataeievan
leven onder gewichtloze toestand.

Om een volledig beeld te verkrijgen van de effecten die gravitgitjstfhet ontbreken ervan,
heeft op de evolutie van levende wezens dienen we echter te besahikererscheidene
generaties van diverse species. Kleine biologische effectdmedst niet opgemerkt worden
binnen de duur van één generatie, kunnen immers een zeer grote impact habbe
verscheidene opeenvolgende generaties. Het feit dat het leven dymasnen zich steeds
aanpast aan zijn veranderende omgeving, heeft geleid tot de furetewudlitie hypothese

@ Het Epstein Barr Virus, ook gekend als het HumBleepesvirus 4, is de verwekker van klierkoorst of
mononucleosis infectiosa. Naar schatting 95% vawaleassenen zijn latent drager van dit virus dait o
verband gebracht wordt met het ontstaan van somikaigkers.

@ Deze snelheid is nodig om een centrifugale kraehbekomen, die de resterende graviteitskrachtemp e
hoogte van 380 km kan compenseren. Om echt ‘nufitgiei te verkrijgen moet een object zich bevindereen
geostationaire baan op een hoogte van 36 000 kenlkwet aardoppperviak.
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die stelt dat ‘wat niet gebruikt wordt of overtollig is, verlorehgaan’(Morey-Holton, 2003).
In deze optiek zullen onder gewichtloze condities alle biologistiugturen verloren gaan
die graviteitsafhankelijk zijn. Uit de acute effecten opgetekend &tijomauten, zoals
degradatie van de beenderstructuur en de algemene spieratrofie,dblifkt functionele
hypothese binnen de termijn van €én generatie al heel wat waarlbedatéen. Of dit zich
ook genetisch zal vertalen is een nog onbeantwoorde vraag. Ten dele kanraag
beantwoord worden door de studie van organismen met relatief korte gie@eat zoals
bacterién of gisten. De generatietijd van 16 minuten voor de baEtec@i en 100 minuten
voor de gistSaccharomyces cerevisiamaakt het mogelijk om de genetische effecten van
gewichtloosheid te bestuderen over tientallen generaties heen. Eez isadel dat deze
species weinig echt graviteitsafhankelijke structuren bezitten.

1.2 Ruimtevaartmissies: impact op de mens

Reeds vanaf de lancering van de eerste ruimtetuigen, waren vixetgpss geintrigeerd door
de vraag hoe levende wezens, en in het bijzonder de mens, zouden kunnenroverdeve
ruimte, een omgeving die op talloze vlakken totaal verschillend isdeawereld en de
fysische condities zoals we die hier kennen op aarde. Uit de stkdi@ss en ervaringen
waarover men vandaag beschikt, weten we dat de lichamelijketezffelie zich zullen
manifesteren sterk afhankelijk zijn van de verblijftijd onder gewichtloestand.

Het grootste gezondheidsprobleem is de straling (Cucinotta en D&, Schimmerling

et al, 2003). Buiten onze beschermende aardse atmosfeer is de stralingsihtezls malen
groter dan op het aardopperviak. Hierdoor neemt het risico op genetifghkingen
drastisch toe (Georget al, 2005). Figuur 1 toont een ‘multicolor Fluorescence In-Situ
Hybridization” (mFISH) opname van een complexe en ingrijpende chronaiso
translocati€ , waargenomen in een bemanningslid van het ISS die gedurende zes maanden i
het ISS verbleven heeft.

Figuur 1: ‘multicolor Fluorescence In-Situ
Hybridization’ (mFISH) opname van het complexe
chromosomale translocatiepatroon dat opgetreden
is bij een 1SS-bemanningslid na een verblijf van
zes maanden in het International Space Station
(translocaties zijn opgetreden tussen chromosomen
3,7,12, 15, 21 en X). De opname is gemaakt van
de chromosomen in een lymfocyt in metafase
(http://exploration.nasa.gov/programs/station/imag
es/Chromosomes8.jpg

Een tweede probleem dat zich typisch voordoet onder gewichtloze conditiegn
verzwakking van het menselijke afweersysteem. Leukocytose, of een meaarhet aantal

©® Chromosomale translocaties of de uitwisselinghaatsing van gedeeltes van chromosomen, liggemijtsk
aan de basis van ernstige chronische ziektes lBaddsmién, tumoren en diverse vormen van kanker.
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witte bloedcellen, is een opvallende en algemene vaststellingstbjnauten na terugkeer
vanuit de ruimte (Millset al, 2001). Ook functioneel kunnen er zich in het immuunsysteem
verontrustende effecten voordoen, zoals een substantiéle daling migkeapresenterende
capaciteit van de macrofagen, een verminderde proliferatie, nalatie met antigenen, van
zowel T- als B— cellen, een substantiéle daling van de ontstekingsiadde interleukines,
IL1 en IL2 en van tumor necrosis factor alfa (TNF-Zulke immunologische verstoringen
kunnen veroorzaakt worden door fysiologische effecten of door psychologisebe & is
echter aangetoond door ‘in flight' diagnose dat de verstoringen bijtcnasten voor het
overgrote deel rechtstreeks toe te schrijven zijn aan de neggBswgen van een verblijf
onder gewichtloze toestand.

Naast het ernstige immunologische probleem zijn er nog andere gezismlbbiemen die
het succes van lange en verre ruimtemissies zwaar kunnernékgien, zoals botontkalking
(osteoporose), spiermassa-afname (atrofie) en het frequent vearkean nierstenen
(calculi) (Hamiltonet al, 2006; Zayzafoort al, 2004; Meyerst al, 2004; Harrisoret al,
2003). Figuur 2 illustreert de meest courante gevolgen en ervaringeastleauten
ondervinden tijdens een verblijf in de ruimte onder gewichtloze toestand.

Binnenoor registreert
verstoord evenwicht

Algemeen gevoel
van desoriéntatie.

Ruimteziekte
Verlies aan Bewegingservaring
spiermassa alleen met ogen
Atrofie
Nierfunctie + Ca
= Nierstenen
Vloeistofherverdeling:
» Opgeblazen gezicht
* Dunnere ledematen
Toename van
microbiéle virulentie
Lymfocyten verstoord
= immunologie
Verlies aan
botgewicht Stralingsdosis ‘..
neemt sterk tc a8

Figuur 2: lllustratie van de effecten die kunnenregen ten gevolge van een verblijf in de ruimte
onder gewichtloze condities.
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1.3 Bacteriéle adaptatie: elke ‘ruimte’ is koloniseerbar

Met zijn ideeén vanSurvival of the fittesigaf Charles Darwin aan dat het niet de sterkste of
de meest intelligente wezens zijn die zullen overleven, maadiesgpecies die zich het beste
kunnen aanpassen aan veranderingen in hun leefomgeving. De meesterstaticadap
wijzigende omgevingscondities zijn ontegensprekelijk de bacterién. alleen omdat ze
behoren tot de oudste levensvormen die we kennen en dus evolutionair alrerdptxaes
hebben zien ontstaan en wederom zien verdwijnen, maar ook omdattzat inija om bijna
alle mogelijke omgevingen te koloniseren.

Dit fenomenale aanpassingsvermogen hebben bacterién hoofdzakelijk ten dearkede
uitgebreide waaier waarover ze beschikken van de meest uiteenlapetai®le genen en
biosynthese wegen. Een waaier van genen die met behulp van een uitgedaneslanan
membraan— en cytoplasmatische receptoren, uiterst snel echtgétinnen aan— of
uitgeschakeld worden. Deze receptoren dienen echter niet loutdleem em individuele
metabole adaptaties aan te sturen, maar ook voor de regeling van overlevingsprockssen zoa
» chemotaxis, of de beweging gestuurd door specifieke chemische stoffen

» de omzeiling van gastheerafweerreacties,

* het beantwoorden en opvolgen van populatiesignalen,

* het verzekeren van ‘cell-to-cell’ communicatie, en,

« het behoud van specifieke bacteriéle circadiaanse fflmes

(Armitageet al, 2003; Armitageet al, 2005).

Bacterién spelen in de ruimte een dubbele rol. Ze zijn zowel omgésveerstekelingen als
noodzakelijke partners. Zelfs de best ontsmette opperviakken zijnuatleilig bacterievrij

en hoezeer men ook zijn best doet om bacterievrije satellietenirdee in te sturen, men
slaagt nooit in het opzet. Een actueel voorbeeld van waar het misdamgabacterién in de
ruimte is de gerapporteerde contaminatie van het drinkwatetoogihet ISS, onder andere
door Cupriavidus metalliduranen andere species van het fylum der proteobacterién (La Duc
et al, 2004a; La Ducet al, 2004b; Bruceet al, 2006; Castreet al, 2004; Baker en Leff,
2004). Proteobacterién zijn gekend om hun uitzonderlijk adaptatievermogenlem dws
geen kans laten voorbijgaan om een koloniseerbare omgeving in te palmen.

@ Circadiaanse ritmes zijn fysiologische processienniket de regelmaat van +24 uren (‘Circa’ is héjrise
woord voor ongeveer en ‘dies’ voor dag) wordeneuteerd. In de strikte zin treden circadiaanse staedfs op
zonder externe impulsen van bijvoorbeeld lichttenfiperatuursveranderingen.
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1.4 Cupriavidus metalliduranseen echte modelbacterie voor aarde en
ruimte

1.4.1 Een eerste kennismaking met een bijzondere bacterie

Cupriavidus metallidurangdraagt deze nieuwe genusnaam pas sinds 2004, en is daarom
misschien voor vele onderzoekers nog steeds beter bekend onder haar sy\mitarsia
metallidurans of één van haar oudere benamingeRalstonia metalliduransRalstonia
eutrophaof Alcaligenes eutrophu8/andamme en Coenye, 2004; Mergeal, 2003).

C. metalliduransis een gram negatieve, niet sporenvormende, chemolithoaufdtrofe
proteobacterie van de klasse. Het prefix van de naam proteobacterién is afgeleid van de
Griekse zeegod ‘Proteus’ die mythologisch bekend stond om de enormsitéivexan
gedaantes die hij kon aannemen. De vijf klassen, , en van het fylum der
proteobacterién, zijn naar hem genoemd omdat ze een weelde ams sy@vatten die de
meest uiteenlopende en veelal zeer extreme omgevingen kunnen Kkofonisere
proteobacterién zijn vooral bekend om hun potentieel aan metabole degraciahun
bijdrage tot stikstoffixatie als parasiet, pathogeen of symbiont van divergensaorten.

C. metalliduransgedijt prima in metaalverontreinigende bodems. Het is dan ook niet
verwonderlijk dat ze voor het eerst geisoleerd werd uit het satlimvan een klaringsbekken
van een zinkfabriek in de regio van Luik (Belgi€) (Mergeaal, 1985).

Zoals de equivalente namen al laten uitschijnerC.ismetalliduransnauw verwant met
vertegenwoordigers van hiealstoniagenus.

Figuur 3geeft een beeld van de fylogenetische plaatsCiametallidurangussen haar meest
verwante buren van h@upriavidusen hetRalstoniagenus.

Ralstonia insidiosaLMG 214217

Ralstonia Pickettii ATCC 27512 Figuur 3: Voorstelling van een fylogenetische

Ralstonia Pickettii LMG 7160 boom vanCupriavidus metalliduran€H34 en haar
Ralstonia mannitolilytica LMG 6866" meest verwante organismen van Gepriavidusen
Ralstonia solanacearumATCC 11696  het Ralstonia genus. Ralstonia solanacearunis
Ralstonia syzygiiATCC 49543 eveneens geel gemarkeerd omdat dit organisme
Cupriavidus campinensiavs2' verder in deze studie uitgebreid aan bod zal komen.
Cupriavidus gilardii LMG 58867 De verwantschap is gebaseerd op de sequentie van
{ — Cupriavidus respiraculiAU3313" het 16S rRNA gen. De fylogenetische afstanden

— - = zijn niet op schaal getekend. Figuur opgemaakt met
_E|Cupr|aV|dus metalliduransCH34 I .
Cupriavidus pauculusLMG 3413 als voorbeeld figuur 1 van Sato en medewerkers

a 2006 (Satcet al, 2006)
— Cupriavidus necatorLMG 1199

_[Cupriavidus oxalaticusDSM 1105
Cupriavidus taiwanensis MG 19424

—— Cupriavidus basilensisDSM 11853

_|— 1263d

® Chemolithoautotrofe organismen zijn organismen Kimnen overleven op uitsluitend waterstof (als
energiebron) en koolstofdioxide (als koolstofbron).
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Een typische eigenschap van deze bacterién is de aanwezigheid waof éaee
(mega)plasmiden die het gros van de genen bevatten die hen uniekspesuieke-
eigenschappen bezorgen zoals metaalresistentie. De beidadplasranC. metallidurans
komen in een laag aantal kopieén voor en zijn moeilijk autotrandbesae(Mergeayet al,
1985). Tenminste 150 genen biedén metallidurans bescherming tegen de toxische
inwerking van hoge concentraties aan zware metalen zoals monovalest @g"),
driewaardig en vijfwaardig Arseen (Bsen AS"), driewaardig Bismut (Bf), tweewaardig
Cadmium en Cobalt (B8 en CG"), zeswaardig Chroom (€), één en tweewaardig Koper
(Cu" en C§"), tweewaardig Kwik, Mangaan, Nikkel en Lood #gvin®*, Ni?* en PBY), vier
en zeswaardig Selenium (Sen S&%), monovalent Thallium (T) en divalent Zink (Zf)
(Monchyet al, 2006; Avoscaret al, 2006; Rowet al, 2001; Borremanst al, 2001). Zeer
recent werd in Australié zelfs ontdekt dat metalliduransook een resistentie bezit tegen
hoge concentraties aan uiterst toxisch trivalent goudJAdat voorkomt onder de vorm van
opgelost goudtetrachloride (Augl C. metallidurangs in staat om de toxiciteit van goud af
te wenden door Ali eerst te reduceren en vervolgens te mineraliseren, als micssw®pi
‘gold nuggets’ van metallisch goud (BuC. metalliduransverwierf hierdoor de naam van
kleinste (goud)mijnwerker ter wereld (Reghal, 2006). Bij wijze van voorbeeld illustreert
Figuur 4 de weg dieC. metallidurans kan inschakelen wanneer ze zich bevindt in
omgevingen besmet met hoge concentraties aan het zeer toxiséhe Hg
Figuur 4: Regeling en verwerking van
divalent kwik doorC. metallidurans Bij
voldoende hoge externe concentratie aan
Hg?*, zal MerR hetmeroperon induceren.
Hierdoor zal MerA, een kwikreductase,
gevormd worden, dat in samenwerking met
MerP en MerT, H§ omzet tot vluchtig
metallisch kwik.

Naast deze uitzonderlijke metaalresistentie Karmetalliduransook zonder probleem een
twintigtal xenobiotic® afbreken, waaronder het zeer moeilijk biodegradeerbare atrazine en
dichloor-difenyl-trichloorethaan, beter bekend als DDT. De biodegeagah bifenylen en
chlorobifenylen doorC. metalliduranswerd reeds in 1993 aangetoond door Springael en
medewerkers (Springaet al, 1993). Het zijn deze uitzonderlijke eigenschappen dieGzan
metalliduranseen ecologisch belangrijk species maken met veel potentieel onetingez
worden in bijvoorbeeld bioremediatie projecten (Valls en de Lorenzo, 26028t winnen
van economisch waardevolle metalen uit bodems. Nu reeds worden bijadasélanstelling
voor Technologisch Onderzoek (VITO) bepaalde mutante stammelC.vametallidurans
onder octrooibescherming, commercieel toegepast als biosensorene{Biomor de
eenvoudige, accurate en specifieke bepaling van zware metalen in bodemstalen.

© xenobiotica zijn chemische stoffen die in een nig@e worden aangetroffen, maar daar onder normale
omstandigheden niet thuis horen, omdat ze ofwet tieb organisme zelf niet aangemaakt kunnen woroen,
omdat het wel organisme-eigen-stoffen zijn maarrwaade concentraties vele malen hoger zijn damaat.
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1.4.2 Hoe flexibel isC. metalliduran®

C. metalliduransgroeit idealiter bij 30°C en is motiel dankzij meerdere peritrics”
ingeplante flagellen (Vaneechoutt¢ al, 2004; Mergeayet al, 1985). Ze kan heterotroof
groeien op een uitgebreide variéteit aan organische stoffen, maain kawezigheid van
organische koolstof, zonder probleem haar stofwisseling omschakeleneeaazuiver
chemolithotroof metabolisme waarbij ze haar energie kan putten uit oxidateweganische
stoffen. Ook bij gebrek aan zuurstof k&n metalliduransperfect overleven en groeien op
voorwaarde dat er dan een minimale hoeveelheid nitraat voor handen tsrraisale
electronacceptor.

Tabel 1 illustreert aan de hand van enkele voorbeelden het potentesbver C.
metallidurans beschikt om aan belangrijke omgevingswijzigingen het hoofd te kunnen
bieden. De tabel is opgemaakt door orthologen van de controle genEnaa@iop te sporen

in hetC. metalliduranggenoom met behulp van de ‘Basic Local Alignment and Search Tool’
(BLAST) van het ‘National Center for Biotechnology Information’ BIEC en de
‘MAgnifying GEnomes’ (MAGE) software en databanken. De eerstenkolijzigende
conditie’ stelt de conditiewijzigingen voor als discrete procesbemnwerkelijkheid zullen
meestal meerdere proceswijzigingen simultaan optreden en wijisggingen door parallelle
expressies van metabole controlegenen opgevangen worden. De tweede koloammgeef
waarom of welke de aanleiding was voor de bacteriecel om toetibole wijziging over te
gaan. Een mogelijk cellulair antwoord om de negatieve gevolgen van zigingj teniet te
doen volgt dan in de derde kolom. In de vierde kolom wordt de afkorting vayehetat de
metabole controle uitvoert gegeven zoals dezeg. inoli gebruikt wordt. Indien de afkorting
tussen haakjes staat, is er geen homoloo@.imetalliduransteruggevonden. Dit betekent
niet dat er geen homoloog aanwezig is aangezien de annotatiz waetalliduransnog niet
volledig is. De vijfde kolom geeft de officiéle gencode van het om@astige metabole
controlegen inC. metallidurans volgens de annotatie van maart 2006. Wederom geven
haakjes en vraagtekens aan dat er voor dat gen geen onmiddellijk ortholmptetemden
was. De zesde kolom verklaart hoe het controle mechanisme functiofeede zevende
kolom tenslotte, tracht de belangrijkste genen of acties aan ta gevyender de controle
vallen van het metabole controlegen. Extreme wijzigingen, die bijvoarblegden tot
ernstige DNA-schade en de bijhorende hersteloperaties, zijn in dezaitlmgdgenomen.

(™ peritrichous betekent min of meer uniform verdemidserspreid over het ganse cel membraan
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Tabel 1 : lllustratie van een aantal van de glolaaleptatiemogelijkheden waarov@r metallidurans
beschikt om te kunnen reageren op belangrijke oingewijzigingen.

Wijzigende  Beperking/ Mogelijk Controle Gen controle Belangrijkste
conditie gevolg antwoord Gen code mechanisme  gecontroleerde genen
1) Nutriént beperking
Koolstof ontbreken van onderdrukking crpl Rmet_0213 DNA-binding koolstof operons
meest efficiénte metabolismes van crp2 Rmet_5841
koolstofbron(nen) afwezige C-bronnen
tekort aan omschakeling van DNA-binding glycolyse/Krebs
invoer van oxidatief metabolisme enzymen
Krebscyclus naar fermentatie
Stikstof ammonium afbraak aminozuren rpoN Rmet_0303 -factor Aminozuur afbraak +
tekort regeling glutamine ginB Rmet_2059 Signaal/ glnA
synthetase (gInA) glnL Rmet_2060 receptor
Fosfor tekort aan Alkalische fosfatase phoB Rmet_2179 Signaal/ verschillende genen
inorganische P; opname verhoging phoR Rmet_2180 receptor inclusief: pho, pst
orthofosfaat (P;) phoU Rmet_2181
- Rmet_4085
2) Groei beperking
Stationaire  cyclus/ omschakeling naar rpoS Rmet_2115 -factor metabole genen
groei voeding stationaire groei
Zuurstof zuurstof tekort omschakeling fnr Rmet_1692 DNA-binding metabole genen
naar anaéroob Rmet_2037 inclusief narKGHI
metabolisme
?21? Rmet_2037 Signaal/ metabole genen
receptor inclusief Cob
Stringente tekort aan Onderbreken van relA Rmet_1159  Ribosoom/ rRNA en tRNA
controle aminogeacyleerde eiwitsynthese DNA-binding
tRNA's
spoT Rmet_0858 inhibitie
(P)PPGpP
degradatie
3) Stress
Osmose abrupte stijging K" opname kdpD Rmet_0041 Signaal/ transport
kdpE Rmet_0042 receptor
Geleidelijke aanpassing [porin] rpoS Rmet_2115 -factor metabole genen
osmotische envZ Rmet_1948 Signaal/ membraan porins
variaties ompR Rmet_1947 receptor
Rmet_0515
Rmet_3477
(micF)? ()? antisenseRNA h16_B2147
(= 7 porin genen)
oxidatie radicaal vorming  neutralisatie/afbraak (soxS)? ()? DNA-binding verschillende genen
reactieve zuurstof inclusief: sodB
oxyR Rmet_2941 DNA-binding verschillende genen
inclusief: katG
Temperatuur abrupte inductie chaperones rpoH Rmet_0272 -factor Chaperones:
temperatuurs proteases dnak, dnaJ, grpE
wijziging Proteases:
lon, clpAP, clpPX ftsH
rpoE Rmet_2425 verschillende genen
inclusief: rpoH
pH te zure Aminozuur (rpoS)? ? DNA-binding verschillende
omgeving decarboxylatie (Rmet_2115) decarboxylase

genen
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Op genetisch vlak kenmerl@. metalliduranszich door haar capaciteit om gemakkelijk
vreemde genen op te nemen, voornamelijk gemedieerd door plasmidenconjDgatie.
ontrafeling van haar genoom, dat bestaat uit €én chromosoom, één nmegEpks twee
kleine plasmiden, is gestart in 2000 en de volledige DNA sequermtreles voorlopige vorm
vrij beschikbaar op het internet.

(http://genome.jgi-psf.org/finished _microbes/ralme/ralme.home)html

1.4.3 Waarom is C. metalliduranseen model?

Zoals blijkt uit bovenstaande beschrijving is er sinds de ontdekkingCvametalliduransal
heel wat kennis verzameld over haar fysiologie en genetica. Dggbngide kennis is dan
ook de reden waarod@. metalliduranauitgegroeid is tot een uitverkoren modelorganisme en
vertegenwoordiger van de zeer bijzondere klasse-genteobacterién.

Als ruimtestudieobject beschikt. metalliduransover een aantal extra belangrijke praktische
en wetenschappelijke pluspunten. Praktisch is ze reeds verschiliealda in de ruimte
bestudeerd geweest bijvoorbeeld tijdens de ‘Microbial ExperimentheinSpace Station
About Gene Expression’ (MESSAGE)-experimenten. Ook haar enormeuewveyspotentieel
onder extreme condities, zorgt ervoor dat groei en ontwikkeling tijdensenmop van
ruimte-experimenten zelden een probleem vormen. De optimale gr@i°ijen het feit dat

C. metalliduranggeen ziekteverwekker is, zijn nog eens bijkomende praktische voordelen om
te fungeren als ruimtestudieobject. Zo schommelt de omgevingstempeatoet ISS tussen
14 en 26°C wat vooC. metalliduransreeds voldoende is om te kunnen groeien. Een
incubator is dus niet altijd nodig. Niet ziekteverwekkende bacteriérisesr ook veel minder
inperkingsvoorzieningen, wat het heel wat makkelijker maakt voor aeevieing aan boord
van het gesloten ruimtelaboratorium.

Wetenschappelijk gezien . metalliduranseen zeer interessant ruimtestudieobject, en wel
om de volgende redenen. In de eerste plaats koloniseert zijntewhsamen met andere
bacterién en proteobacterién het drinkwater van het ISS (LaDal¢ 2004a; La Duet al,
2004b; Bruceet al, 2006; Castreet al, 2004; Baker en Leff, 2004). Alhoewel ze zelf niet
pathogeen is, is een drinkwaterkolonisatie niet zomaar te bescholsveenaonschuldig
gebeuren (Pennet al, 2002). Zo kan ze rechtstreeks aanleiding geven tot een erndiige da
van de kwaliteit van het drinkwater in het ruimtelaboratorium. Indiekotiisatie aanhoudt,
kunnen ongewenste verstoppingen van het waterleidingsysteem optreden waddmmole
ernstige gevolgen voor het correct functioneren van de water recyclagecycluzijadiean
een prekolonisatie door een niet pathogeen organisme, een opportueiegncvoor de
invasie van andere wel pathogene micro-organismen. Ook de mogelijkhéiet tohtstaan
van cooperatieve-biofilms is zeker niet uit te sluiten.

Een tweede belangrijke wetenschappelijk rederCommetalliduransonder ruimte condities te
onderzoeken is, zoals dit eindwerk zal trachten aan te tone@, detalliduransals typische
bodembacterie een relatief eenvoudig functionerend QS-systeem beiattioe om zeer
direct en ondubbelzinnig de effecten en functies van een niet complexsiem met aarde-
ruimte vergelijkingsexperimenten te bestuderen.
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Een derde wetenschappelijke reden is @atnetalliduranseen goede vertegenwoordiger is
van de klasse der-proteobacterién (zi€iguur 3. Een klasse die zich laat opmerken door
steeds op onverwachte plaatsen en tijdstippen tevoorschijn te kdmeduikt Ralstonia
pickettii dikwijls op in longepitheel en sputum van Cystic Fibrosis (CF) piré (Beringere
Appleman, 2000; Ferrorat al, 2002). OokRalstonia respiraculivoor het eerst beschreven
door Coenye en medewerkers in 2003 (Coeatyad, 2003), vertoeft om een nog onduidelijke
reden systematisch in de ademhalingswegen van CF-patiénten. Inotaah andere
wetenschappelijke discipline, vulkanologie, heeft men eveneens eeemt rtwee nieuwe
species van heCupriavidusgenus ontdekt en beschrevé&upriavidus pinatubonensis sp.
nov. en Cupriavidus laharis sp. nowzijn geisoleerd geworden uit stalen genomen van de
lahar$®, die onmiddellijk volgden op de uitbarsting van de Pinatubo (Filippijnen, 1S2td

et al, 2006). Ook vanuit een andere hoek van de ruimtevaart heeft men net voor de missie van
de ‘Mars Odyssey Spacecraft’ sporen ontdekt op de capsule van onderRwngiekettii(La

Duc et al, 2003). Zulke besmetting is hoogst uitzonderlijk, gezien de uitershgsr
ontsmettingsprocedures die gelden tijdens het construeren en bemonsteren véangemte

Al deze observaties tonen aan dagiroteobacterién, tot de pioniers van het leven behoren en
mee als eersten in de frontlinie staan om ongekende omgevingemnesé&mn. Diepgaand

en fundamenteel ruimteonderzoek v@n metalliduransals hun vertegenwoordiger is dus
meer dan gerechtvaardigd.

® Lahars zijn hete modderstromen, ontstaan dooretimenging van gloeiende vulkanische stofdeelties me
water. Vaak veroorzaken deze stromen grote sclatlgebouwen en de omgeving.
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2 “Hallo, spreekt u chemisch?”

2.1 ‘Quorum Sensing’: een begrip in de microbiologie

‘Quorum Sensing’ (QS): een begrip dat samengesteld is uit het wQaoium’, wat zoveel
betekent als het minimaal aantal stemmen dat vereist iseonbeslissing te nemen, en het
woord ‘Sensing’ wat in deze combinatieterm staat voor de vagigtelfihet quorum al dan
niet bereikt is. Quorum Sensing wordt in de microbiologie gebruikt opoaenunicatie aan
te duiden die bacterién op basis van hun populatiedensiteit hanteren.

Bacterién beschikken niet over een gesproken taal en kunnen dus nigbong¢én nagaan
hoeveel individuen er zich in hun buurt bevinden. Desalniettemin wetenandaag dat
bacterién wel degelijk met elkaar communiceren via specifiekenisbbe moleculen en
receptoren. Met die receptoren kunnen bacterién de concentratie spacifieke
signaalmoleculen in hun omgeving meten.

Er bestaan verschillende bacteriéle signaalmoleculen voor hereiden van verschillende
boodschappen. Zo zijn er moleculen die zo specifiek zijn dat ze enkel deorseiortgenoten
kunnen aangemaakt en/of opgevangen worden, een Quorum Sensing dialect dus.tBater bes
ook één unieke chemische signaalmolecule met een daarbij horecejgtor die door
meerdere bacteriesoorten of klassen kan aangemaakt en/of geatetewbrden. Deze
signaalmolecule heeft in de bacteriewereld een meer univekaeter. Vrij recent heeft
men ontdekt dat er zelfs bacteriéle signaalmoleculen bestaan dieuk@oyotische systemen
begrepen worden, en eukaryotische signalen die door bacterién ontvangen kunnen worden,
een chemisch Esperanto dat de rijksgrenzen tussen prokaryoten en eukaryotenjdverschri
Met behulp van QS-signalen kunnen bacterién gecoérdineerde acties oreder@mich
gedragen als één multicellulair organisme. Tabel 2 geeft een avevan aanleidingen en
processen die in bacterién typisch door een QS-systeem gecodrdineerd worden.

Tabel 2: Opsomming van mogelijke bedreigingen gfarpuniteiten waarop een collectieve bacteriéle
actie onder de supervisie van een ‘Quorum Sensiggteem een antwoord kan bieden.

Bedreiging/opportuniteit Quorum Sensing aangestuurd proces
Chemische wijzigingen Biosynthese van stoffen die werkzaam en nuttig zijn buiten de bacterie
sterk wijzigende omgeving zoals sideroforen, pectinases, cellulases, exopolysacchariden (Eps), ...,

verzwakte gastheer

Chemische wijzigingen Matiliteit, collectieve beweging initiéren of stoppen
sterk wijzigende omgeving
verzwakte/sterke gastheer

Chemische wijzigingen Vormen van biofilms
sterk wijzigende omgeving
verzwakte/sterke gastheer

Sterke gastheer Ontwijken van gastheer afweerreacties

verzwakte gastheer Activeren van virulentiegenen

Concurrentie Productie van antibiotica

sterk wijzigende omgeving Competentie: verhogen van de capaciteit om vreemd DNA op te nemen

Sterke gastheer Symbiose aangaan zoals: bioluminescentie opwekken, water & nutriént
verdeling, metaboliet uitwisseling

Chemische wijzigingen ‘Cell-to-cell' communicatie bevorderen

sterk wijzigende omgeving
verzwakte gastheer

periodische fenomenen circadiaanse ritmes uitvoeren
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De processen opgesomd in Tabel 2 zijn allemaal processen die ggniabp de overleving
van de populatie of de soort en niet het individu. Hieruit volgt dan odiwee belangrijke
functies die een QS systeem vervult. Ten eerste, het émtian een actie die de populatie
voordeel biedt en ten tweede, het stoppen van processen die een Isolktaite bacterie
bevoordeelt. Een QS systeem is dus meestal tegelijk een syddeactiveert en onderdrukt
(Waters en Bassler, 2005).

2.2 Bacteriéle communicatie: een historisch overzicht

De eerste daadwerkelijke beschrijving van een bacterieely&8en, zij het op dat moment
nog niet gedekt onder de term ‘Quorum Sensing’, werd gedaan door Nealsolfega’s in
1970 (Nealsoret al, 1970). Nealson beschrijft in die publicatie een proces van natuurlijke
bioluminescentie opgewekt in de mariene bacteii®io fischeri V. fischeritreedt dikwijls

op als symbiont van diverse diepzee eukaryoten zoals de iBktpiymna scolope@Nealson

en Hastings, 1979) (Zie Figuur 5).

Figuur 5: Afbeelding van de diepzee-inktviSuprymna
scolopes waarin Nealson en collega’s voor het eerst een
bacterieel Quorum Sensing gereguleerd proces, fjkmel
bioluminescentie, beschreven hebben (Nealstn al,
1970).

De ontdekking van Nealson werd in het begin afgedaan als een biologisdbsiteit
waaraan niet al te veel belang gehecht moest worden. Het ging teerslet een zeer
uitzonderlijk proces in een niet alledaagse mariene bactetier datdekte men echter meer
en meer bacteriéle signaalmoleculen. En naarmate ook duidelik a\arniet enkel het
bioluminescentieproces door QS geregeld werd, maar ook zaken zoaiit®tin virulent
gedrag, steeg de interesse voor QS communicatie exponentieel.

2.2.1 Luxl/LuxR systemen: intraspecies communicatie

In het eerste QS-systeem, dat bekend staat als het Luxl/LuxRsystentroleren twee
proteines, Luxl en LuxR de expressie van het luciferase opdustCDABEG Het
werkingsmechanisme, M. fischerj wordt schematisch weergegeven in Figuur 6.

© Bacterién kunnen zich op verschillende maniereortbewegen. Alles wat met de bacteriéle capadiogit
voortbeweging te maken heeft wordt onder één nogmeitiliteit’ gebracht.
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Figuur 6: Schematisch overzicht van de werking wam Luxl/LuxR QS-systeem. a) bij lage
celdensiteit is de AHL concentratie (hier voorgkktas paarse bollen) laag. LuxR kan het
lux-operon niet induceren. b) vanaf een bepaalde usigé is de AHL concentratie hoog
genoeg om LuxR te activeren en de expressie vahuReperon op gang te brengen met
bioluminescentie tot gevolg.

Luxl synthetiseert de signaalmolecule Acyl Homoserine-LactoneLJAHie indien ze kan
binden aan LuxR deze omvormt tot een actieve transcriptiefactorhgaluxlCDABEG
operon. Omdat de AHL een externe signaalmolecule is die door deribeet zelf intern
gesynthetiseerd wordt, spreekt men ook dikwijls van een ‘Auto Inducer’ ulelékl). AHL
moleculen zijn de eerst ontdekte Al-moleculen en worden daarom All moleculen genoemd.
Met weinig bacterién in de buurt zal de concentratie aan Luxl, gaviollg ook aan AHL
moleculen laag zijn. Hierdoor is er onvoldoende AHL om te kunnen reageehuxR en
blijft de expressie van hétxICDABEGoperon laag. Vanaf een bepaalde celdensiteit zal de
concentratie aan AHL'’s in de omgeving sterk oplopen waardoor evedeamcentratie in

de bacteriecel zelf zal toenemen. Deze intracellulairgirsgijzorgt er vervolgens voor dat
AHL moleculen kunnen reageren met LuxR. Geactiveerd LuxR veroorzaakisterke
expressie van hetxICDABEG operon. Bijgevolg zullen de eiwitconcentraties Luxl, LuxC,
LuxD, LuxA, LuxB, LuxE en LuxG drastisch stijgen. Samen vormen LuxA en LuxB he
enzym luciferase, dat verantwoordelijk is voor het opwekken van het hi@soentie proces
(Whiteheackt al, 2001).

Omdat geactiveerd LuUxR ook als gevolg heeft dat de concentratieughstijgt, ontstaat er
een positieve terugkoppeling naar nog meer AHL productie en dus nog naetivegrd
LuxR. Bijgevolg treedt er een nog hogere expressie vatukEIDABEGoperon op. Deze
kettingreactie blijft voortduren totdat een sterke daling van dasttal cellen de AHL-
concentratie doet afnemen of een hoger hiérarchisch controlesysdeemositieve
terugkoppelingslus verbreekt.

In het geval varV. fischeriregelt het Luxl/LuxR koppel het bioluminescentie proces. In de
meeste gram negatieve bacterién is dit zeker niet altijgédwetl en worden meestal één of
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meerdere processen opgesomd in Tabel 2 onder de supervisie van kaardajil.uxI/LUxR
koppel geplaatst. Het LuxI/LuxR systeem is voor het overgrote melez@lesoortspecifiek
systeem dat uitsluitend door gram negatieve bacterién wordt toeglb@sh al binnen het
fylum van de proteobacterién zijn er nu reeds meer dan 50 vensdhillaixI/LuxR paren
geidentificeerd en verwacht wordt dat dit aantal nog sterk ealetoen (Lerat en Moran,
2004).

2.2.2 LuxS/Al2 systemen: interspecies communicatie

Een tweede QS systeem werd eveneens ontdekt in een marienie hactdéreibrio genus,
namelijk Vibrio harveyi Dit systeem berust op furanosyl boraat di-ester (FBD) als
signaalmolecule en wordt zowel door gram negatieve als gramepeshacterién toegepast
(Chenet al, 2002). Homologen van LuxS, het enzym dat FBD of de Al2 signaalmolecule
synthetiseert, is in bijna de helft van alle ontrafelde bactgnmmen teruggevonden (Waters
en Bassler, 2005; Bassler, 1999). Schematisch wordt het signaalme&hamisiguur 7
weergegeven. Hierbij valt op te merken dat voor de duidelijkheid enkeURBIAI2 systeem
van V. harveyiis weergegeven. In werkelijkheid he&ft harveyinaast de getoonde Al2-
signaalweg nog twee bijkomende QS-signaalversterkingen nodig alvorens veldaetl
(Om de verwarring te stimuleren is dit een totaal ander LuxRhea LuxR varV. fischer)
aanwezig is om het signaal om te zetten tot het gewenste QS-effect.

a) b)

AI2 (FBD)

Al2 (FBD)

_____ > LR (MRNA) —ed 1R (MRNA)

va_ Ya_
W ) UG

Figuur 7: Schematisch overzicht van de werking kiah LUxS/AI2 QS-systeem vawi. harveyi De
Furanosyl Borate Diester (FBD) molecule ook beketsl de Al2 signaalmolecule (hier
voorgesteld als oranje bollen), activeert in syrerget twee andere signalen (in dit schema
niet weergegeven) de signaalcascade die leidh@btopwekken van het bioluminescentie
proces. a) geeft de situatie weer bij lage celdeibgn b) de situatie bij hoge celdensiteit. Een
gedetailleerde beschrijving wordt in de tekst gegev

Bij lage celdensiteit, wanneer de concentratie aan LuxS gesynéndti&i? signaal laag is,
zal LuxP zichzelf autofosforyleren en dit fosforsignaal doorgeven zjan membraan
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geassocieerd proteine LuxQ. LuxQ geeft het signaal door aan LuxU. LurUhis&ine
fosfotransferase, zal dan op haar beurt het fosforsignaal doorgevenx@aanGefosforyleerd
LuxO is een actieve transcriptiefactor dpoN afhankelijk is. Tezamen met de sigmafactor
rpoN zal actief LuxO de concentratie van een vijfde lux-eiwit, LUxR, ep wel zeer
buitengewone wijze onderdrukken. Actief LuxO goN stimuleren samen de transcriptie
van tenminste vijf genen die coderen voor vijf kleine RNA’s met eguoleeende functie,
‘Quorum Regulating RNA' qrr). Dezeqrr’s zijn in staat om met de hulp van het specifieke
RNA chaperone eiwit, Hfg, de boodschapper RNA (mMRNA) van LuxR te digstadn. Deze
destabilisatie leidt tot een lage concentratie van de LuaRsdriptiefactor en bijgevolg
weinig expressie van de door LuxR gecontroleerde genen, het LuxR regulon.

Indien veel bacterién in de buurt zijn, bindt er veel Al2 op LuxP. In gebowéstand keert
LuxP zijn enzymfunctie om, en wordt in plaats van een kinase eetafgsfélet LuxP nu als
fosfatase zal de fosfaatsignaalstroom letterlijk omkeren kuniteendelijk LuxO zijn fosfaat
verliezen waardoor hij gedeactiveerd achterblijft. Inactief Lux@iet langer in staat om de
expressie van de kleirggr's op te wekken, waardoor LuxR nu wel tot volle expressie kan
komen en haar rol als transcriptiefactor kan gaan vervullen ¢W#atdet al, 2001; Federle
en Bassler, 2003; Henke en Bassler, 2004; Waters en Bassler, 2006).

2.2.3 AI3/Epi/NE systeem: communicatie tussen prokaryoogén eukaryoot

Het bestaan van de twee vorige QS-systemen, een ‘intra’ enr ‘icteemisch
communicatiesysteem bood de wetenschap een mogelijke denkpiste om stapgewerder

te gaan en hopelijk, via QS mechanismen, een verklaring te vinden voomderata vraag:
hoe het komt dat commensale bactétférdoor het eukaryotische immuunsysteem niet
worden vernietigd of gedood? Het is dan ook vanuit deze microbiologische haekrale
onderzoeksinspanningen heeft opgedreven en met de Al3 signaalmolecule op de igroppen
gekomen. Al3, waarvan men de structuur nog niet kent, is voor het essktdeen in relatie
met ‘enterohemorragisch&scherichia coliEHEC) (Sperandie@t al, 2001). EHEC is een
bijzonder agressief serotype vdn coli dat verantwoordelijk is voor het wereldwijd
verwekken van een gevaarlijliee colrinfectie die kan leiden tot ernstige bloedende diaree
met in sommige gevallen een dodelijke afloop. De omschakeling naagrestsieve virulente
gedrag wordt in EHEC mede veroorzaakt door het twee componentemsy@seC/QseB.
Hierbij is QseC, de sensor kinase receptor, die na binding meta@ézijn liganden, zichzelf
fosforyleert en dit actieve fosforsignaal doorgeeft aan het ontvangegdkproteine QseB.
Het unieke aan de QseC receptor is dat er momenteel sigiteden gekend zijn die met hem
kunnen binden en activeren, namelijk het bacterieel geproduceerde AI3 ewede t
eukaryotische hormonen: epinephrine (Epi) en norepinephrine (NE). Hormonmissahien
beter bekend zijn als adrenaline/noradrenaline. Tot nu toe weetdat het QseC/QseB
systeem in EHEC flagel expressie, motiliteit en sommigeesti¢ genen controleert (Clarke
et al, 2006). De rol van QseB/C in andere micro-organismen is nog zeer dijklufdek de
hiérarchische relatie van andere signalen, zoals Al2, bepagltakiwitten, en All’s in de
signaalcascade van Al3 is nog niet opgehelderd.

(19 Bacterién die vreedzaam samenleven met hun euisalye gastheren en uit deze samenleving voordeel
halen. Deze samenleving levert niet noodzakelifkvamrdeel op voor de gastheer.
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2.3Welke taal spreektC. metalliduran®

2.3.1 AI1, AI2 of AI3?

Garg en medewerkers hebben in hun publicatie van 2000 het sterke vermoetieiatgzui
metalliduransbeschikt over een analoog QS-systeem zoals dat is teruggevorkigistomia
solanacearumDit analoge QS-systeem is Ifl]j solanacearungekend als het fenotypische
(Engels: phenotypic) conversie systeepind omdat mutaties in hgbhcsysteem steeds
leiden tot niet virulente species/fenotypes (Gatrgl, 2000b; Brumbley en Denny, 1990).
Door systematisch te zoeken met de BLAST van het NCBI, en de 38 Pairwise
Alignment Algorithms’ van ‘European Bioinformatics Institute’ (EBhebben we
daarenboven in de megaplasmide v@n metalliduransnog een klein overblijfsel met
beperkte homologie (slechts 30% op DNA niveau) vansbi®-gen teruggevonden. IR.
solanacearumis functioneel SolR een LuxR-achtige transcriptiefactor van HélQS-
systeem type.

Met behulp van de MAGE software en databank werden zelfs residuiseen derde
potentieel QS-systeem i@. metalliduransontdekt, namelijk de AI3/Epi/NE-geassocieerde
genengseB, een ontvangend regulerend eiwit,o@C een sensor kinase receptor. Zo vonden
we in het chromosoom 1 kopie terug \@®C en 7 kopieén vagseB, en vonden we in de
megaplasmide 1 kopie vaseC en 6 kopieén vagseB terug. WaaronC. metalliduransdeze
gseBC-genen bezit en welke functie(s) zij eventueel vervullen isntottoe nog heel
onduidelijk. Wel hebben we naar analogie met vele overeenkomstigesgbresiructuren,
eveneengseBC-genen teruggevonden i solanacearurfd gseB genen op het chromosoom
en 1 kopie op de megaplasmide, en gaeC, 1 kopie op het chromosoom en 1 kopie op de
megaplasmide).

2.3.2 Fenotypisch conversie: dgphc-genen

Het enige functionerend QS-systeemdnmetalliduransbestaat uit de vigphcgenen. Net
zoals bij het Luxl/LuxR-syteem komt de functie van PhcACinmetalliduransovereen met
LuxR van V. fischerj namelijk een transcriptiefactor. De functie van PhcB is damr wee
vergelijkbaar met die van Luxl, het enzym dat de signaalmolecule hthetiseert.
Verschillend ten opzichte van het standaard Luxl/LuxR-systeerohier dat de twee andere
phcgenen,phcSenphcR coderen voor een twee-componenten-regelsysteem. PhcS fungeert
hierbij meer dan waarschijnlijk als een membraangebonden sensdmbidtinase, terwijl
PhcR het ontvangende regulerend proteine is, dat het QS-signaal doomgdelficAa Een
bijkomend verschilpunt met een klassiek Luxl/LuxR-systeem is dat Bacgnaalmolecule
methyl 3-hydroxyhexadecanoate synthetiseert, wat geen AHL-molecule is.

We kunnen dus eigenlijk stellen dat plbcgenen coderen voor een AlI1/AI2 hybride QS-
systeem, een AHL-achtige signaalmolecule, die periplasmatischegesbrd wordt met een
twee componenten systeem, bestaande uit een receptor en een ontvangend regelproteine.
Figuur 8 geeft een schematisch beeld van de organisatie ydrc-denen en de werking van
hun respectievelijke eiwitten.
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Figuur 8: Schematisch overzicht van de genetiseganisatie van de vigsthcgenen en de werking
van hun respectievelijke eiwitten. PhcA is een LyisiRe transcriptiefactor, PhcB is het 30OH-
PAME synthase, PhcS is een membraangebonden skimsme en PhcR is het signaal
overdragende proteine.

Zoals blijkt uit Figuur 8 liggen alle 4 dehcgenen bijC. metalliduransin één lijn op de
complementaire streng van het bacteriéle chromosoom. Ze zijaer egbl gegroepeerd in
twee delen, een operon dat bestaat phtBSR en phcA dat zich ongeveer 24 kbp
stroomopwaarts bevindt. De functies van de yibcgenen wordt in de volgende puntjes
beschreven.

2.3.2.1 PhcA, draaischijf van het QS-systeem

De transcriptiefactor, PhcA, stuurt het gamdesregulon aan. PhcA behoort tot de meest
voorkomende LysR-type familie van transcriptiefactoren (Zaim emnzkie 2003). Figuur 9
toont het relatief voorkomen van LysR-type transcriptiefactoeaenopzichte van alle tot nu
toe gekende prokaryotische transcriptiefactoren, en dit voor 230 Nerstd species. Ter
vergelijking wordt ook het relatief voorkomen weergegeveminsolanacearumeen zeer
verwante bacterie add. metallidurangParejaet al, 2006). InR. solanacearuns één vierde
van alle transcriptiefactoren van het LysR-type. LysR-trapsefactoren binden klassiek op
een omgekeerd herhalingsmotief van de vaste vorm ‘T-N11-A’ in de pronegfie van hun
doelwitgenen (Goethalst al, 1992; Levealet al, 1994). Ze bezitten een typische ‘helix-
turn-helix’ DNA-bindingsstructuur aan hun aminoterminale zijde.



Quorum Sensing i€. metallidurans Hugo Moors Pagina 29 van 84

Transcriptiefactorfamilie [-]

b ) ORalstonia solanacearum GMI1000
TetR | . )
4 O Gemiddelde van 230 bacteri€le species

OmpR L

NtrC/FIS T !

MerR F——1—my
|

MarR

Ly | —
]
]

LuxR

Lacl

IcIR

——
GntR
DeoR —1—my
—h

CRP-FNR

csp ==
Asnc [
—

ArsR

AraC/XylS : —

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

relatief voorkomen [%]
Figuur 9: Overzicht van het relatief voorkomen vde gekende families van prokaryotische-
transcriptiefactoren. Hieruit blijkt dat LysR-typéranscriptiefactoren duidelijk in de
meerderheid zijn. BinneRalstonia solanacearurfgenetisch analoog vab. metallidurany
scoort hij maar liefst 10% hoger dan gemiddeld.

o

De voorstelling van een mogelijke drie dimensionale structuur ViooA Pzoals die berekend
werd door de ‘3D-Jigsaw’ software, wordt weergegeven in Figuur 10.

Figuur 10: Voorstelling (‘Cartoons’ formaat) van
de eiwitstructuur van PhcA va@. metallidurans
zoals deze werd berekend door de ‘3D-Jigsaw’
software. PhcA is een LysR-type transcriptiefactor
die zowel direct, via DNA binding, als in synergie
met andere factoren genen kan versterken of
onderdrukken. De blauwe ‘helix-turn-helix’
structuur aan de aminoterminale zijde is duidelijk
zichtbaar.
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2.3.2.2 PhcB, het methyl 3-hydroxyhexadecanoaat synthase

Methyl 3-hydroxyhexadecanoaat is de officiéle IUPAC-naam voor de melgelkend als 3-
hydroxy palmitaat methyl ester. Meestal hanteert men de Engelsdetrbenaming: 3-
Hydroxy-Palmitic Acid Methyl Ester, die dan afgekort wordt tot 30OH-PAME. Figuur 11 toont
de chemische structuur van 30H-PAME.

y H H H H H H H

C\C/C\C/C\C/C\C/C\C/C\C/C\(H/

L L
CH O

Figuur 11: Voorstelling van de chemische structuam methyl 3-hydroxhexadecanoate, de Quorum
Sensing signhaalmolecule v&n metallidurans

Deze QS-signaalmolecule bezit niet de kenmerkende structuur vars Airhdat het de
specifieke lactone ringstructuur mist. Meestal rekent men, vooerdeoed, 30OH-PAME wel

tot de All groep van signaalmoleculen. 30H-PAME is een uitgesprokehtige stof, wat
blijkt uit de ervaringen opgetekend in de literatuur (Getrgl, 2000b; Clouglet al, 1994;
Flavier et al, 1997a; Shinoharat al, 2006), en de eigen verscheidene experimentele
observaties. PhcB is vermoedelijk een S-Adenosyl-Methione (SAh&nkelijk
methyltransferase dat het substraat 3-hydroxy hexadecanoaat, trfigedaratot 3OH-PA en
waarschijnlijk onder de vorm van ‘30H-PA-carying-protein’, omzeBOH-PAME (Clough

et al, 1997, Flavieet al, 1997a).

2.3.2.3 PhcS/PhcR, signaaloverdracht door twee componenten

PhcS is meer dan waarschijnlijk een membraangebonden sensdindidtinase, dat
rechtstreeks met 30OH-PAME kan interageren. Na interactie gaactiveerd PhcS
vermoedelijk PhcR fosforyleren. Gefosforyleerd PhcR is niet langéaain®m PhcA te
inhiberen, waardoor PhcA haar rol als transcriptiefactor kan gaaultegr. Het voordeel van
een twee componenten systeem waarvan de receptor periplabrdatsignalen registreert, is
dat zulk systeem op een heel elegante wijze een voortijdige ieduartiphcA verhindert
(Waters en Bassler, 2005).
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Deel II: Welke onderzoeksstrategie werd gehanteerd, en
waarom?

Cupriavidus metallidurangs een -proteobacterie die centraal staat in het onderzoekswerk
dat kadert in één van de SCKeCEN opdrachten voor ‘Euopean Space AgS#cyvaarbij

het de bedoeling is om de fysiologische en genetische veranderingerciai€haijdens een
verblijff in de ruimte in kaart te brengen. Het QS-systeem @ametalliduransis echter
onvoldoende gekend en beschreven. Vertrekkende van de informatie vetstrekdarg en
medewerkers in 2000 (Gagg al, 2000b) was de hoofddoelstelling van dit eindwerk om het
QS-systeem va@. metalliduransoeter in kaart te brengen en te begrijpen.

De onderzoeksstrategie was dan ook in de eerste plaats gebaseeeh gpondige
literatuurstudie rond de algemene werking en functies van QS-sysiein@cterién (zie Deel

| punt 2 pagina 22). Meer specifiek werd de werking en functie van hetyQ&m van
Ralstonia solanacearumitgebreid onder de loep genomen om twee redenen: ten eerste, zoals
verder in dit werk zal blijken, idR. solanacearunuitzonderlijk nauw verwant meC.
metallidurans Ten tweede is, in tegenstelling Gt metallidurans R. solanacearunin de
literatuur wel heel uitvoerig beschreven en dit omwille vamr baanomische impact voor de
landbouwindustrie als wereldwijde oogstverwoestende plantpathogeen.

Met behulp van bestaande bio-informatica programma’s, databanken en Zoeleman met

de verworven literatuurkennis werd getracht om duidelijke QS-afesride parallellen te
trekken tussen beide micro-organismen.

Naast dit substantiegh silico werk, werd gericht microbiologisch en gentechnologisch
laboratoriumwerk uitgevoerd om via experimentele data de werking etiefian het QS-
systeem varC. metalliduransin de praktijk aan te tonen. Hierbij werd uitvoerig gebruik
gemaakt van eephcA mutant vanC. metalliduransom zowel genetische als fysiologische
verschillen op te sporen. Naast verschiltesten werd ook een ‘bybasetocol uitgewerkt
met een 30H-PAME gevoelige. solanacearumeporterstam. Bijkomende informatie over
de gebruikte bacteriestammen is terug te vinden in bijlage A.2.

1 Ralstonia solanacearummeer dan zomaar een vertaler en
tolk voor C. metallidurans

1.1 Gelijkenissen en verschillen

Zoals de oudere benamingen laten uitschijnen li2zimetalliduransveel verwantschap met

het Ralstonia genus en meer in het bijzonder mRt solanacearumDit is niet zo
verwonderlijk indien men beide genomen bekijkt. Vele genetische oagi@sisucturen zijn
nagenoeg identiek en de algemene genoomhomologie tussen beide spgiesder hoog.

Zo vertoont 65% van de genen aanwezig op de beide chromosomen en 30% van de genen
aanwezig op beide megaplasmiden een goede similariteit (Meegedy 2003). Deze hoge

graad van homologie wordt ook bevestigd in Figuur 13, weergegeven op paginazg7. D
figuur toont op een grafische manier de QS-afhankelijke loci in beideo+organismen.
Duidelijk is te zien dat vele QS-betrokken genen in identieke genoomgelodsliseerd zijn.
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Ook bezitten beiden een perfect uitwissell@aA gen en spreken ze dus chemisch hetzelfde
QS-dialect. Het feit dat twee bacterién dezelfde QS-taakpris niet echt uitzonderlijk. Wel
hoogst uitzonderlijk, is dat dit hier gebeurt tussen bacterién vatheeretisch verschillend
genus en met een LysR-type transcriptiefactor. Tot voor kort wangenomen dat LysR-
type transcriptiefactoren strikt species-specifiek war@arg en medewerkers waren de
eersten die de uitwisselbaarheid van een LysR-type QS-systeemRussdanacearurenC.
metalliduransin 2000 ontdekt hebben (Gaggal, 2000b).

Daarnaast bestaat er ook een zeer uitgesproken overeenkona& lmetrondom de ‘Ferric
uptake regulator’ f(r)-phcA genen. Deze homologe gencascade bevindt zich op gelijke
plaatsen in het chromosoom van beide species. Ook de hoge graad aaitesiriksen de
16sRNA’s van zoweR. solanacearunals Ralstonia pickettien ookC. metalliduranswijst
duidelijk op een zeer nauwe verwantschap tussen deze drie species (Yabalch995).

Het grootste verschil tussen beide bacterién is hun verschillendasigjze. Zo isR.
solanacearumeen uitgesproken plantpathogeen terwgl metallidurans een typische
bodembacterie is. VodR. solanacearunimpliceert dit dat ze over een goed functionerend
plantpathogeen genenarsenaal dient te beschikken, t€rwijletalliduranseerder gewapend
dient te zijn tegen de dreigingen verbonden aan een leven dat gekenmetktdaor
ontberingen en hoge concentraties aan xenobiotica of toxische zwalenmetadiverse
bodemsoorten. Dat de complexiteit, vooral wat timing en het aantal kigwaselingen
betreft, van een plantenpathogeen echter vele malen hoger is dan voor eabauotelte
bewijst Figuur 12. Figuur 12 geeft een schematisch beeld van de sigoadiEavaaroveR.
solanacearummoet beschikken om een succesvolle aanval te kunnen uitvoeren op zijn
gastheerplanten.

30H-PAME

|
30H-palmitoyl-ACP

+ SAM

Asig?i"i'-,. ‘ I .b—

— soR soll —

i
' ;
v _| motiliteit | [ son [|i Acylace
| EPS-genen |—— r\/src PehR v+ SAM K
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Figuur 12: Schematische weergave van het complgxaanetwerk van de plantpathogene bacterie
R. solanacearumbDe centrale coérdinator van het ganse netwefhisA, een LysR-achtige
transcriptiefactor, die geactiveerd wordt via heteg-exponentiéle QS-signaal, 30H-PAME.
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Het ganse netwerk staat onder de controle van het QS-signaal?WH, dat reeds in de
vroeg-exponentiéle groeifase (¥1@ellen per milliliter) van R. solanacearumeen
concentratie kan bereiken die hoger is dan 5nM, een concentrateedgevoldoende is om
de top van de ganse signaalcascade op gang te brengen. Hierbij iddPtraAscriptiefactor
van waaruit alles gecoérdineerd wordt. Niet alleen rechtstrewls ook in synergie met
andere factoren. PhcA controleert dus het gros van alle generidgie tet een geslaagde
pathogene aanval (Schell, 2000; Schell, 1996).

PhcA stuurt rechtstreeks het ‘pectin methylestergseg(gen aan dat codeert voor het Pme
enzym. Pme verwijdert methoxy-groepen van pectine wat resultedxwee producten:
methanol en polygalacturonzuur (PGZ). PGZ wordt door polygalacturonaseer ver
opgesplitst in oligo— en monogalacturonzuur wat d®osolanacearungebruikt kan worden
als groeisubstraat. Extracellulaire glucanases (Egl) dielasdl enzymatisch kunnen splitsen,
worden eveneens rechtstreeks door PhcA gereguleerd (Gloaghl997).

Onrechtstreeks of in synergie met andere factoren worden door PheApdmaire
cascadeschakels aangestuurd (Gatrgal, 2000a). Een eerste belangrijke schakel is het
‘eXterior PolySaccharide Regulatorkd®R) gen (Huanget al, 1998). Zoals de naam al
suggereert is XpsR een regulator of transcriptiefactor. Hij kechter enkel tot voldoende
expressie indien PhcA tezamen met VsrD kan binden in zijn pronmeger. \/srD zal pas
tevoorschijn komen indien een extern signaal, signaal A, afkomstidevgastheerplant bindt
op de VsrA-receptor (Sche#it al, 1994). XpsR alleen is onvoldoende om de virulente
Exopolysaccharides (EPS)-genen aan te sturen, hiervoor dient nog een bijkomend
tweecomponent-schakelsysteem geactiveerd te worden namelijk HREVSEC systeem.
VsrB/VsrC heeft het plant— of omgevingssignaal, signaal B, nodig omiygssxct te worden.
Eens de EPS-genen geactiveerd zijn Rzadolanacearurmassaal exopolysaccharides in zijn
omgeving vrijstellen (Clouglet al, 1994; Clougtet al, 1997; Huanget al, 1995). Eén van
de gevolgen is dat het xyleem van de gastplant verstopt wordt wadele@tervoorziening

in de plant stilvalt en de plant door uitdroging kan sterven.

Een tweede signaalketen waarop PhcA een doorslaggevende invioed Zigeftle
motiliteitsgenen (Geniret al, 2005; Liuet al, 2001; Kanget al, 2002). Actief PhcA
inhibeert PehS en dit zelfs in de aanwezigheid van voldoende plant— o¥iogsgggnaal,
signaal C. PehS is de receptor van het PehS/PehR twee-componée¢en®rsis essentieel
voor het codrdineren van de motiliteitsgenen (Tans-Kemsterh, 2004; Tans-Kersteet al,
2001). Door de PhcA repressie van de PehS receptor worden dus ook deitegéiien
onderdrukt. De reden waarom motiliteit onderdrukt moet worden heafsar@jnlijk alles te
maken met het feit d®. solanacearuneen plantpathogeen is. IndiBa solanacearunzich
niet in een gastheerplant bevindt, zal ze zo snel als mogelijgedpwillen gaan naar één van
haar gastheerplanten. Hiervoor heeft ze duidelijk motiliteit nodig. Eeren gastheerplant
zal de verhoogde motiliteit niet meer nodig zijn en wordt dan door dessprdie PhcA
uitoefent op PehS uitgeschakeld.

Als derde en laatste belangrijke systeem dat mee door PhcA gevewelt, hebben we het
Soll/SolR systeem. Soll/R is een ondergeschikt, maar rasechtRLaxlitig QS-systeem
(Flavier et al, 1997b). Het komt echter pas op gang indien twee condities vervult eijn. T
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eerste, moet PhcA in de promoter regio binden. Ten tweede, moetnt fsictor RpoS in
voldoende concentratie aanwezig zijn (Flaweral, 1998; Sharmat al, 2003). Concreet
betekent dit dat het Soll/R QS-systeem pas vrij laat in &retgelt. Het enige gen dat men tot
nu toe kent, en dat door geactiveerd SolR wordt aangestuardAisHet is nog niet exact
geweten welke functie AidA irR. solanacearunmvervult. Voor diarrheageni&. coli
stammen is hatidA-gen wel gekend en codeert er voor een autotransporterend adhesine, een
adhesiefactor noodzakelijk voor virulentie (Sherletlal, 2004).

Hetgeen niet in Figuur 12 is weergegeven is dat PhcA eveneengresttstsle siderofo8
productie inR. solanacearuronderdrukt. Dit betekent meer dan waarschijnlijk dat tijdens een
pathogene aanvaR. solanacearum, in plantamgeven is door voldoende biochemisch
beschikbaar ijzer, waardoor ze in dat stadium geen nood heeft aarsieerofoor vrijgave
(Bhatt en Denny, 2004).

Een opvallende eigenschap van het signaalnetwerkRvasolanacearunms dat het net zo
goed geactiveerd kan worden door methanol. Alleen moet de concentratiesld4d0800
maal hoger zijn dan voor 30H-PAME. Concreet wil dit zeggen datrimessium dat 2 mM
aan methanol bevat de signaalcascade spontaan op gang komt (Schell, 2000)

1.2 Potentiéle PhcA gecontroleerde genen: De top 44 vaet phc-regulon

De ontrafeling van de hiérarchie van pat-netwerk inR. solanacearurheeft een ‘short list’
aan QS-betrokken genen opgeleverd die potentiggl metalliduransaanwezig kunnen zijn.
Met behulp van de beschikbare software, zoekfuncties en positiebepatgudmes
beschikbaar op zowel NCBI, MAGE, BIOCYC en EBI database—websitas, danin silico
gezocht naar eventueel @. metalliduransaanwezige orthologen. Het resultaat van dit
intensieve zoekwerk is weergegeven in Tabel 3 (pagina 36). Deze gl naast de
gencode en beschrijving, ook de respectievelijke officiéle annotatiemsmrae zowelC.
metallidurans(= Rmet N°) erR. solanacearunf= Rs(c/p) N°) weer. Ook het replicon waarop
het gen zich bevindt is aangeduid (Chr = chromosoom, mega-plas. = megaplaide
laatste kolom geeft de DNA-similariteit weer die bestaasen de respectievelijke genen van
beide species.

Indien we de lijst overlopen dan vinden we naast de reeds hoger bespltagsiekers
volgende genen terugep®\, epdB enepd, wegens hun codrdinerende rol en betrokkenheid
bij de EPS-genen expressi®slA, pilE1 enpilE3/2 zijn drie belangrijke genen betrokken bij
de pili-vorming en maotiliteitnagG is een gen met een domein vergelijkbaar met een Rieske
(2Fe-2S) regio. Dit zijn typische redoxgevoelige regio’s, die meeptaken receptor terug te
vinden zijn en die betrokken kunnen zijn bij waterstofdetectie in de ongéBuhrkeet al,
2005; Buhrkeet al, 2002).h16_B0727gen is vermoedelijk een porin, een kanaal doorheen
het buitenste membraan en kan derhalve een belangrijke excreteefneziiten. HetaaH

gen codeert vermoedelijk voor een indol-3-azijnzuur hydrolase, een enzymomhaaal
betrokken is bij de biosynthese van auxines bij planten. Het nutR/osolanacearunvan

@D sideroforen zijn moleculen die een micro-organisuitscheidt in haar omgeving en die een sterke
ijzerbindingscapaciteit bezitten. Na hun ijzerbimglkan het micro-organisme de sideroforen terugeoyamn. Dit
proces is voor vele micro-organisme noodzakelijkav@r voldoende intracellulair ijzer te kunnen telksicen.
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een QS-gecontroleerdaH gen ligt voor de hand, maar dat metalliduranshiervan een
ortholoog met 73% similariteit bezit was wel een verrassing etnish momenteel nog
onduidelijk waarom het irC. metalliduransaanwezig isFIhD/C zijn de hoofdregelgenen
voor flagel-expressie en hun rol bij de controle van de zwemmottitie€. metallidurans
zou dus logischerwijze zeer groot moeten zijn. Ook de beide giideren figM zijn
bijzonder belangrijke regelgenen bij motiliteit. Ze worden dan ook oéfallig de motiliteits
sigma— en antisigma—factoren genoen@ksK bezit net zoals porin een belangrijke
transmembrane excretiecapaciteit. Als laatste staan er lelucine rijke proteinelrp)
orthologen in de lijst. Deze blijken volgens Murata en medewerlgsengeel te zijn irR.
solanacearunom ‘hyper response and pathogenicity’ (Hrp)-pilivorming te induceramgid
et al, 2006).

Alle 44 orthologen opgesomd in Tabel 3 zijn ‘op papier’ nauw betrokken bigep&yelde
genen inR. solanacearumZe vervullen hoofdzakelijk regulerende functies en dit zowel in
motiliteit als virulentiegedrag. De kans bestaat dat ook hun extisghe regio’s homologie
vertonen met deC. metalliduransorthologen. Indien dit het geval is dan worden Gle
metallidurans orthologen eveneens door PhcA aangestuurd en zijn ze dus potentieel
betrokken in het QS-systeem v@nmetallidurans

Een grafische voorstelling van de loci in het genoom van alle QS-betrgkkem in beide
species wordt weergegeven in Figuur 13. Deze figuur toont de sterkiorpasitgelijkenis
van vele QS-betrokken genen. Zoals min of meer verwacht zijn er lgdangrijke QS-
betrokken genen aanwezig op de twee “klei@e’'metalliduransplasmiden. Dit kan duiden
op het feit dat resistentie aan toxische zware metalen niet eko QS-syteem wordt
gereguleerd.

2 DephcA mutant: een doofstommeC. metallidurans

Zoals reeds aangehaald in de inleiding werd er naasinhstico werk ook heel wat
laboratoriumwerk verricht. Hierbij werd zeer frequent paoA mutant vanC. metallidurans
gebruikt. DezgphcA mutant is in de literatuur beschreven en werd specifiek voeoering
van dit onderzoeksproject verkregen. Garg en medewerkers hebben de nmeagastrgeerd
door insertie van een niet functionergtdA gen. Het defectphcA gen bevond zich voor de
electroporatie op een pTOK2 zelfmoordplasmide (Kitten en \Wilk96). Een enkelvoudige
homologe recombinatie zorgde nadien voor het plaatsgericht inbrengen chrbetosoom
van pTOK2 met inbegrip van defeghcA. Het effectief ontbreken van functionerend PhcA
werd nadien door ‘Western blot’ analyse bevestigd. De specifieketigehe kenmerken zijn
terug te vinden in bijlage A.2 (pagina 76).

Volgens de ervaringen opgetekend door Garg en medewerkers wapttAlenutant niet
belemmerd in haar groei en vertoond ze, in tegenstelling totpped mutant vanR.
solanacearumeen verminderd zwemvermogen ten opzichte van zijn Wild type vé@ang
et al, 2000b).
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Tabel 3. Synthese van de belangrijkste QS-betroldaren inC. metalliduranstezamen met hun
ortholoog inR. solanacearumDeze lijst kan als basis dienen om via bijvoolthefRT-PCR
een gerichte studie uit te voeren van de expressidg/an mogelijk QS-gerelateerde genen.

Cupriavidus metallidurans Ralstonia solanacearum gen-DNA
CH34 GMI1000 simulariteit
gen beschrijving of vermoedelijke Rmet N° Chr mega- [Rs(c/p) Chr mega- tussen
code |gen/proteine functie (annot plas. |N° plas. beide spec.
[-] Mar-2006) [%]
A — - — -
phc. Qs Trans.c.nptle factor, direct en indirect actief Rmet_2977 " RSC2748 + 75
LysR-familie
phcB QS 30H-PAME synthase, synthetiseert Auto Inducer | (Al-I) Rmet_2952 + RSc2735 + 71
hes .
phc QS membraangebonden sensor histidine kinase Rmet_2951 i RSC2736 i 64
twee componenten systeem samen met PhcR
heR R }
phcl QS histidine kinase met ontvangend domein Rmet_2950 " RSC2737 + 56
twee componenten systeem samen met PhcS
XpsR codeert voor een XpsR transcriptieregulator Rmet_5345 + RSp1003 + 45
A ) . "
VS, transmembraan sensor kinase, transcriptie regulerend proteine Rmet_0092 4 RSC0289 + 66
twee componenten systeem samen met VsrD
D B "
vsri signaaloverdragend, regulerend proteine Rmet_0090 i RSC0292 i 87
twee componenten systeem samen met VsrA
8 i )
vsrl hybride twee compone_nten sensor kinase Rmet_2881 " RSC2456 + 62
met ontvangend domein samen met VsrC
c ; "
VST signaaloverdragend, regulerend proteine Rmet_2880 " RSC2455 + 65
twee componenten systeem samen met VsrB
pehS polygalactorunase sensor histidine kinase proteine Rmet_3091 + RSc2808 + 54
hR ) "
pel polygglactorunase §|gnaa|ovgrdr_agend rggulerend proteine Rmet_3090 i RSC2807 i 66
met sigma 54 en Fis-type activatiedomein
R - - .
sol transcnpneregulatpr van de LuxR-familie (CheY-achtig) Rmet_5323 " RSC2387 + 30
QS Al-I receptor eiwit
Ipo! Sigma S fachr_(S|gma _38) actief tijdens statlonglre fase, Rmet_2115 " RSC1207 + 74
expressiecoordinator bij bepaalde stress condities
epsA mogelijks exopolysaccharide export protein (yccZ) Rmet_5851 + RSp1020 + 62
epsB kriptisch autofosforylerend tyrosine kinase Etk (yccC) Rmet_5849 + Rsp1018 + 49
epsP tyrosine fosfatase (wzb) Rmet_5850 + Rsp1019 + 47
pilA fimbriae type IV pilin gerelateerd signaal proteine Rmet_0472 + RSc0558 + 38
pilA fimbriae type IV pilin gerelateerd signaal proteine Rmet_0697 + RSc0558 + 39
pilE1 fimbriae type IV pilin gerelateerd signaal proteine Rmet_0193 + RSp1287 + 54
pIlE3/2  [fimbriae type IV pilin gerelateerd signaal proteine Rmet_2686 + RSc0717 + 44
nagG 3-fenylpropionaat dioxygenase, alfa subeenheid
(vergelijkbaar met een 'Rieske (2Fe-2S)' regiio) (hcaE) Rmet_4882 + Rsc1090 + 26
h16_B0727 |Buitenste membrane proteine (porin?) Rmet_3704 + Rsc1084 + 79
laaH gelijkaardig aan peptidase T2 of asparaginase 2 Rmet_1406 + RSc1378 + 73
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_0465 + RSc0550 + 74
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_1627 + RSc1732 + 79
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_2384 + RSc3404 + 46
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_3004 + RSc3404 + 74
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_3016 + RSc2935 + 47
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_3535 + RSc0550 + 47
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_3585 + RSc2935 + 70
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_4039 + RSc3404 + 74
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_4829 + RSp1554 + 44
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_4978 + RSc3404 + 74
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_5326 + RSc3404 + 68
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_5392 + RSp1554 + 46
gseB QS signaaloverdragend proteine (Al-3, samen met QseC) Rmet_5798 + RSp1554 + 67
gseC sensor histidine kinase. Moduleert mogelijks samen met
gseB,de hoofdflagel regelaars flhCD. (Al-3 systeem?) Rmet_0464 + RSc0549 + 76
gseC sensor histidine kinase. Moduleert mogelijks samen met
gseB,de hoofdflagel regelaars flhCD. (Al-3 systeem?) Rmet_4830 + RSp1553 + 33
flhD hoofdregelsysteem voor flagelexpressie
twee componenten samen met FIhC Rmet_1690 + RSp1413 + 64
flhD hoofdregelsysteem voor flagelexpressie
twee componenten samen met FIhC Rmet_3685 + RSp1413 + 60
flhC hoofdregelsysteem voor flagelexpressie
twee componenten samen met FIhD Rmet_1691 + RSp1412 + 54
flnC hoofdregelsysteem voor flagelexpressie
twee componenten samen met FIhD Rmet_3686 + RSp1412 + 56
fliA . } .
i Slgma_2§ factor»( 28) nauw bgtrokken bij de Rmet_3702 " RSP1390 " 55
transcriptieregeling van motiliteitsgenen
figM anti sigma-28 factor. Inhibeert -28 werking Rmet_3732 + RSp0340 + 30
K -
gspl waarfchunluk algemggn tran;membraan Rmet_3388 4 RSC3110 + 57
proteine betrokken bij secretie-processen
Irp Transcriptiefactor van het AsnC-familie type
(sterk leucine bindend) Rmet_0741 + RSc0927 + 85
Irp Transcriptiefactor van het AsnC-familie type
(sterk leucine bindend) Rmet_4559 + RSp1377 + a1
Irp Transcriptiefactor van het AsnC-familie type
(sterk leucine bindend) Rmet_4561 + RSc0761 + 43
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gseB vsrD
gseB oriC
pehR
gseC
oeB fseB
phcA pilA pehS gseC
phcB pehR gseB
phcs phcA pilA
phcR pilA " phcR -
vsrB Irp  phcS p;:gzs
- . hcB .
vsrC Cupriavidus metalliduransCH34 P Ralstonia solanacearunGMI1000
pilE3/2 (chromosoom) (chromosoom)
3928089 b 3716413b Irp
vsrB
vsrC .
SoIR porin
gseB nagG
epsA nagG rpoS

gseB

Cupriavidus metallidurans Ralstonia solanacearum figM

CH34 GMI1000
gseB (megaplasmide) (megaplasmide)
XDSRE’; 2580 084 bp 2094 509 bp
gsel

Cupriavidus metallidurans

Cupriavidus metallidurans
CH34

(pPMOL30)

233742 bp

(pMOL28)
171 459 bp

Figuur 13: Vergelijking tussen de genoomorganisaieC. metalliduranglinks) enR. solanacearum
(rechts) met focus op de belangrijkste QS-betroldgemen. Zoals blijkt zijn vele QS-loci bij
beide species heel homoloog aan elkaar. De twesmjdan (onderaan, links) va@.
metallidurans bevatten geen genen die rechtstreeks onder deco@fsle vallen.
Toxiciteitresistenties zijn dus blijkbaar minder - @8bonden processen.
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3 Welke experimenten kunnen gepaste antwoorden opleven?

Omdat we beschikken over eg@mcA mutant zijn experimenten die gericht zijn op het
vergelijken van genexpressies het meest aangewezen. Micro-array enatjuariReal Time-
Polymerase Chain Reaction’ (QRT-PCR) analyses zijn momentedioptechnieken om
differentiéle genexpressies aan te tonen. In een eerste benaderthg@nkel micro-array
gebruikt, omdat dit normaal gesproken een totaalbeeld van het actieve genoom oplevert.
Groeigerelateerde parameters zijn meestal goede indicatoredeooonditie van micro-
organismen te bepalen. Daarenboven kunnen we door strikte controle en bepankihg
nutriéntvoorziening de stress die een bacterie ondervindt verhogerdoamawe de
specificiteit en detectielimiet van groeitesten nog wat kunnen opdrijven.

We weten ondertussen dat QS-systemen verschillende processen kunsgmeaadie
verschillende fenotypes kunnen opleveren. Een gepaste fenotypische analyse kan dus
aantonen of het QS-geinduceerd fenotype aanwezig is ofthietetalliduransis een niet
pathogene bodembacterie. Als we er de lijst van QS-gecontroleerdesgen op na slaan
(Tabel 2) dan komen we door deductie onder andere uit op motitiegizullen dan ook meer
dan waarschijnlijk motiliteitstesten zijn die een detecteerbaarc@&yfpe kunnen opleveren.

Om via testen te kunnen aantonen of QS-controle al dan niet aangddahakeschikten we
over eenR. solanacearunAW1-3 reporterstam. Met deze reporterstam hebben we getracht
om een betrouwbaar bio-assayprotocol uit te werken.

3.1 Vergelijken van genexpressies tussed. metalliduransCH34 Wild
type enphcA
Micro-array is €één van de technieken die ondubbelzinnig, zwart op wia&atonen, welke
genen verschillend tot expressie komen tussen twee verschillendegiesondet is deze
techniek die voor het vergelijken van genexpressies zal worden aangewgnd. H toont
schematisch het principe en de verschillende stappen van een micro-arrag.analys

4

Figuur 14 : Schematisch overzicht van het prin@pede verschillende noodzakelijke experimentele
tussenstappen om tot een geslaagde micro-arraysantd komen. De diverse stappen zijn
meer in detail beschreven in de tekst. (Figuur geeomen en aangepast volgens
http://artedi.ebc.uu.se/course/Biolnfo-MN1-2006{pats/malin_jessica/editedma4.png
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De eerste stap bestaat uit de mRNA-isolatie van zowel fientieconditie als een
testconditie. Voor onze toepassing is de ‘micro-array referemtite’ een hoeveelheid
celsuspensie vanuit een schudcultuur @ametalliduransCH34 Wild type en de ‘micro-
array testconditie’ een hoeveelheid celsuspensie Giametallidurans ph&” opgekweekt
onder identieke condities als de referentieconditie (opkweekvoorwaziglgerder punt 3.2).
Hierbij wordt opgemerkt dat aan alle culturen vooraf exogeen 100 nM-B&ME werd
toegevoegd. Dit gebeurde om de volledige groei onder gesimuleerde @&8ecoandities te
laten verlopen zodat enkel die genen behorende tot het PhcA regulonnicrdearray
analyse te voorschijn zouden komen. Voor de mRMA elutie werd het ‘8VRBIA isolation
system’ van Promega gebruikt. De aangepaste procedure voor de extaactnRNA uitC.
metalliduransstaat beschreven in bijlage A.3 (pagina 77).

De tweede stap bestaat uit de enzymatische omzetting van hetdmekRdRINA naar gemerkt
cDNA met behulp van ‘Reverse Transcriptase’. Voor deze stagh Metr ‘ChipShot Direct
labelling System’ van Promega gebruikt. Bij het uitvoeren van de keegde transcriptie
reactie van deze merkerkit is één van de in te bouwen nucleotjdmerkt met een
fluorescente merker van het cyanine type. Cyanine is de verzenelvoor alle moleculen
met algemene chemische structuur, 28H[CH=CH],=NAr (hierin is Ar de afkorting van
aromaat). De twee meest gebruikte micro-array merkers yipsinoe gemerkt met ofwel
Cy '3 ofwel Cy"5. Cy"3 zal na foto-excitatie zelf licht uitstralen dat een maxéniadensiteit
vertoont bij een golflengte van 570 nm (groen licht), terwijl ‘Byeen maximale
lichtintensiteit zal opleveren bij een golflengte van 670 nm (ratd)li De twee condities die
men met elkaar wenst te vergelijken worden elk met een verschillende kieerkge

De derde stap is de hybridisatie stap. Deze wordt uitgevoerd meblaetomatisch HS4800
TECAN hybridisatie toestel. Om een correcte hybridisatie uitoeren worden eerst twee
identieke hoeveelheden cDNA van referentie en testconditie ethebr gemengd. Dit
mengsel wordt in het hybridisatietoestel in contact gebrawitde glazen chip of ‘slide’
waarop een veelvoud van 6 205 oligonucleotiden is gespot. Deze unieke oligonutleotide
vertegenwoordigen net zoveel genen Garmetallidurang(volgens annotatie die uitgevoerd
werd in 2004).

De vierde en laatste experimentele stap is het scannen geemanlvan het gehybridiseerde
cDNA. Het scannen gebeurt met de ‘Genepix personal 4100’ scannerlaBemEanner zal
eerst van alle geéxciteerde spots de lichtintensiteit nmegelengte van 635 nm meten en
vervolgens deze van 532 nm. Daarna berekent hij de automatisch de verhoudingb825 op
van alle spots. Na het scannen volgt dan een eerste analyse dieabkpetsvijderen met een
te lage lichtintensiteit of die teveel vervormd zijn.

Na deze laatste experimentele stap volgt een diepgaande analyde varkregen micro-
array datapunten. Dit gebeurde met behulp van het ‘TIGR-MIDASM4{Tsoftware analyse
systeem (Saeest al, 2003). Deze software bevat verschillende programma’s om daimas
verwerking van micro-array data mogelijk te maken. Een eerste progranExpress
Converter 1.7’ zet alle datapunten om naar een voor TM4 |leesbamatoVervolgens zorgt
het ‘Micro Data Analysis System’ (MIDAS) voor de aangepasteallgpaveighted scatter plot
smoother’ (LOWESS) type normalisatie, de regularisatie van atedaard afwijkingen, de
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‘In-Slide’ replica analyse en een gedetailleerde rapportering MD&IExperiment Viewer’
(MeV) module zorgt er vervolgens voor dat meerdere resultatemdanduele micro-array
experimenten met elkaar vergeleken en geanalyseerd kunnen worden.

In de eerste plaats zal het verschil in genexpressie nagegadenwosserC. metallidurans
CH34 Wwild type en haar QS-gemuteerdhcA mutant. Gezien PhcA de centrale QS
coordinator is, zullen de genen die verschillend tot expressie koussentbeide species en
onder identieke omstandigheden, theoretisch deel uitmaken vphddetegulon.

3.2Vergelijken van de evolutie van specifieke groeipameters

Naast genexpressie kunnen ook specifieke groeiverbonden parametersdedijk deeld
geven van de conditie, de aard en eventueel het genotype van het groeieagdggaiusme.
Typische worden dan op regelmatige tijdstippen parameters opgetekesdhaoal cellen,
concentratie van een bepaalde nutriéntcomponent zoals de koolstof—, stikdusfaatbron
van het voedingsmedium. Eventueel kan ook de concentratie gemeten wordeenvan e
metaboliet dat door de bacterie geproduceerd wordt.

C. metallidurandgs een ‘survivor’ organisme dat extreme beperkingen kan overleveniaDm
de nutriéntvoorziening voldoende controle te behouden op de groeC.vametallidurans
wordt bij het in cultuur brengen preferentieel met een zo eenvoudgglifk mineraal
medium gewerkt. 284-gluconaat is een minimaal medium dat als enigstdfbmin het
gluconaat ion bevat. Bijlage A.1 geeft de volledige samenstelling eidingreveer. Ook de
andere componenten zijn minerale zouten of goed gekarakteriseekddvoadige
substanties. 284-gluconaat kan enkel door micro-organismen benut wordanstiiat zijn
om gluconaat als koolstofbron te gebruiken. Dit heeft als voordeel dagsheettingsgraad
tijdens het opkweken in 284-gluconaat beperkt Gs. metalliduranskan gluconaat als
koolstofbron gebruiken en kan groeien in minimaal 284-gluconaat medium.

Onze groeitesten gebeurden steeds in 284-gluconaat medium tenzij explicietraddeekst
wordt vermeld. Om de representativiteit tussen verschillendarenl zo groot mogelijk te
houden, werden de subculturen steeds uitgevoerd in, ofwel 100 ml erlenmeyeld, get
25 ml 284-gluconaat medium, ofwel in 250 ml erlenmeyers, gevuld met 50 ml 28zhght
medium. Enting gebeurde met een vloeibaar inoculum dat gepipetteedd uiteeen
stationaire ‘Lysogeny Broth’ (LB)-oudercultuur. Entgrootte bedroeg st@dds van het 284-
gluconaat mediumvolume. Erlenmeyers werden na enting in draaiende schuadiresufiE&0
toeren per minuut) geplaatst bij een incubatietemperatuur van 30£2°C. @mnpaet van
30H-PAME op de groei na te gaan werden groeitesten onder twediennitgevoerd. E€n
conditie waarbij 30OH-PAME exogeen werd toegevoegd en een andere coodilier e
toevoeging van exogeen 30H-PAME.

3.2.1 Bepaling van groeiparameters en curven

De vier fasen van de levenscyclus van micro-organismen zijn, in volgondeptgeden, de
lag—, de exponentiéle—, de stationaire— en de afstervings fase. Defasetmeworden grafisch
voorgesteld in Figuur 15.
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Gedurende de lag fase past het micro-organisme zich aan Zjgvimg aan. Elke drastische
wijziging van een omgevingsfactor(en) kan aanleiding geven tot het deemmean een
nieuwe lag fase. Tijdens de lag fase is er geen noemenswaaiiffiggng van het aantal
cellen per volume eenheid, voorgesteld als een horizontale rechtedeooeperiaanse
logaritme van de verhouding; Mver N,. De duur van de lag fase wordt aangeduid met de
Griekse letter, [s], en hangt af van verschillende parameters zoals: de aaaheéiie van

het micro-organisme, de fysische parameters van het milieu en de biochemisehstshing
van het milieu.

In (N/Ng) [

stationaire-fase

10 +

exponetiéle-fase afstervings-fase

lag-fase

0 1 2 3 4 5 Tid

Figuur 15: Klassiek verloop van de groei van miorganismen. De opeenvolgende fases zijn de lag-
fase of aanpassingsfase, de exponentiéle-fasesef gadurende waarbij het aantal micro-
organismen drastisch toeneemt, de stationairedasase waarin geen netto toename maar
enkel overleven belangrijk is en tenslotte de afstgs-fase waarin het tekort aan een
essentiéle groeifactor leidt tot een afname off&kerven van de micro-organismen.

De exponentiéle fase is de fase waarin het aantal cedlervolume eenheid drastisch of
exponentieel toeneemt. Deze fase benut het micro-organisme oml zoogiedijk de ganse
omgeving, waaraan het zich heeft aangepast, in te palmen, te ovenheets koloniseren.

De snelheid waarmee het micro-organisme toeneemt, wordt gekeedadr door de
specifieke groeisnelheid, [s"]. Uit deze specifiek groeisnelheid kan men, de iets meer tot de
verbeelding sprekende, generatietijd of verdubbelingstijd afleider),Td{ior toepassing van
volgende formule:

In(2

(2
m

De stationaire fase volgt onmiddellijk op de exponentiéle groeifasdio®ir betekent

concreet dat er geen merkbare toename of afname van het aketabpeeedt. Binnenin de
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cellen gebeurt dan nog enkel een onderhoudsmetabolisme dat er netokgiodat de
populatie in stand wordt gehouden. Het aantal cellen dat tijdens e aitat fase aanwezig
is, is eveneens het maximale aantal cellen dat bereikt kan mv@dg Dit aantal hangt af
van het initi€le aantal cellen, het inoculum of de e} (Marmee het groeiproces van start is
gegaan. De duur van de stationaire fase is wederom afhankelijk vagreasnaantal
parameters en varieert sterk van micro-organisme tot micansrge. Het doel van de
stationaire groeifase voor het micro-organisme is om zo lang ijkotgeloverleven in een
omgeving waarin celtoename onmogelijk geworden is. Wanneer na verloggdvazelfs
overleven met een stationair onderhoudsmetabolisme onmogelijk dmwis, zijn er twee
mogelijkheden. Ofwel is het micro-organisme in staat om gedurende eaaldeetijd geen of
een nauwelijks merkbare autometabole functie te onderhouden, waagbgreuitwisseling
meer bestaat met de omgeving. Ofwel volgt er een afsterviegsf@arbij het aantal micro-
organismen gradueel met de tijd zal afnemen.

Afsterving zal optreden indien er een tekort bestaat aan eemtiégseverlevingsfactor of
door de ophoping van toxische afvalsubstanties in het omringende milieu. IDeicgnvan
afsterven gebeurt eveneens op exponentiéle wijze, en wordt gekaesktbrdoor een
afstervingsconstante, K die wel dezelfde dimensiesheeft, maar voor de rest geen enkel
mathematisch verband vertoond met de specifieke groeisnelheid,

De belangrijkste parameters van een groeiproces zijn glus N N en K;,. De waarde van
al deze parameters wordt voornamelijk bepaald door de aard en eoraiitihet micro-
organisme maar evengoed door een resem van externe factoren zoals mediumagenstel
de meeste fysico-chemische omgevingsfactoren.

3.21.1 Meting van celdensiteiten.

De methode die gehanteerd werd voor de bepaling van celdensisederturbiditeit. Dit is
het bepalen van de mate waarmee licht van een bepaalde golflersgteoigrwordt tijdens
het passeren van een celsuspensie. Hoe meer licht er verstrodigl @odus niet op een
lichtgevoelige detector kan vallen die geplaatst is achteeldeispensie, hoe meer cellen of
lichtabsorberende obstakels er in de celsuspensie aanwezig eijtyp3ch gehanteerde
golflengte om celdensiteiten in vioeistoffen te meten is de frequentie van aichtdsd/oranje
licht, namelijk 600 [nm]. De verstrooiingsgraad van licht is eveneeiso-organisme
afhankelijk. Dit betekent dat indien men deze methode correcamilenden, men eerst een
calibratiefactor of —curve dient op te stellen alvorens menlei®ptische Densiteits meting
bij 600 nanometer, Ofgy meting, correcte celdensiteiten kan meten.

De calibratiefactor bepaald vo@r. metallidurandgs 1 miljard. Het volstaat dus om de waarde
van de ORg meting met 10te vermenigvuldigen om het aan@l metalliduransacterién te
bekomen per milliliter medium (Leys, 2007).

3.2.1.2 Het mathematisch groeimodel van ‘Gompertz’

Er bestaan verschillende modellen om de parameters die de méiergboei definiéren te
bepalen. Het eerste en eenvoudigste microbiéle groeimodel, dat op atkematisch
aanvaardbare manier de specifieke groeiparameters kon bepalen,gi®dimodel dat in
1942 door de Franse bioloog en latere Nobelprijswinnaar Jacques Mormbdavegesteld.
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Zonder afbreuk te doen aan de wetenschappelijke meerwaarde varmred-§foeimodel,
bleek echter dat dit model in sommige gevallen accuraatheid noiste correcte
voorspellingen van groeikarakteristieken te maken.

Door toepassing van de ideeén van de Britse mathematicus Benjamipez, die bekend
stond om zijn demografisch model gebaseerd op wetmatigheden voor humaakteior
verkreeg men een groeimodel dat beter de experimentele obsekatid®schrijven. Het
Gompertz model is statistisch uitgetest op 67 verschillendecgradities en 12 verschillende
species. Het voldeed voor 100% aan alle student t-test criterimo@n 95% aan de
stringentere F-test criteria (Zwieterieg al, 1990). De enorme verdienste van de publicatie
van Zwietering en medewerkers (1990) voor microbiologen is tweevoudigetste heeft hij
bijna alle op dat moment bestaande groeimodellen met elkaatistatgeconfronteerd en op
basis van een diepgaande vergelijking het ‘Gompertz’ model weerhalsleeste microbieel
groeimodel. Ten tweede geeft hij in zijn publicatie de correateekening van de praktisch
betekenisloze mathematische parameters naar verstaanbapbi@é@ecgroeiparameters. De
microbieel aangepaste Gompertz vergelijking wordt gegeven door volgers#endig
verband:

M C )

In deze vergelijking is: A=In ll\\ll¥
0
A is dus een maat voor de relatieve, en niet de absolute, toenanteetvaantal micro-
organismen.
met: N = het aantal cellen aanwezig op tijdstip t [#]
No = het aantal cellen bij aanvang, het inoculum of de ent [#]
N = het aantal cellen dat maximaal, of op t aanwezig is [#]
n = de specifieke groeisnelheid'[{eventueel andere tijdseenhidid
= de duur van de lag of aanpassingsfase [s] (eventueel andere tijdseenheid)

t = de verlopen tijd sinds enting [s] (eventueel andere tijdseenheid)
Dit mathematisch Gompertz model werd als ‘User Defined FamctUDF) ingebracht in de
TableCurve2D' versie 4 (AISN software incorportated, 1996). De software werdsielge
om de drie groeiparameters, of modelparameters, te berekenemsvalgemethode van
minimalisatie van de som der kwadraten van de overblijvende verschillen.

3.2.2 Gluconaat concentratie

Gluconaat kan zowel met chemische als biochemische methoden gemoetlem. Omdat
gluconaat een organisch zuur is, is de meest voor de hand liggensatieemethode een
eenvoudige titrimetrische bepaling. Een nadeel echter bij deze metbode geringe
specificiteit en de kans op interferenties. Zeker indiemétiie toepast wordt op complexe
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biologische monsters is deze kans hoog. Om deze kans te doen daleralsrevothaan een
tijdrovende op-punt-stelling van veelal omslachtige staalvoorbehandeliBgsalniettemin
is het bijna altijd raadzaam om titrimetrie als analytisiwoiniek in beschouwing te nemen
omdat het een vrij goedkope techniek is die in tal van analytische bepalingesbesepa.
Anionenchromatografie is iets minder gevoelig aan interferentieckae na validatie een
degelijk chemisch analysealternatief betekenen.

Een relatief goedkoop alternatief zijn biochemisch analyse kits. titoes hebben ze vooral
te danken aan hun ruime toepasbaarheid in de kwaliteitsbewaking van vaedieigss de
voedingsindustrie.

Specifiek voor de gluconaatbepaling in de 284-gluconaat celvrije extraatemacteriéle
culturen werd gebruik gemaakt van de enzymatische bioanalyse kip(rabbm A.G.) van de
firma Boehringer-Mannheim/Roche. Deze kit steunt, zoals de mbiestieemische kits, op
een opeenvolging van enzymatische reacties, waarvan de laatste teschyanavergang leidt
tot de reductie van nicotinamide-adenine dinucleotide fosfaat (NAD®ar gereduceerd
nicotinamide-adenosine dinucleotide fosfaat (NADPH). De concenitratiame aan NADPH
kan kwantitatief gevolgd worden door de stijging van lichtabsorptie termean licht met
een golflengte van 340 nm, met behulp van een fotospectrometer.

Voor de gluconaatbepaling zijn er twee enzymatische omzettingerstvene de gewenste
NADP" reductie tot NADPH te bekomen. In de eerste stap wordD¥wticonaat ion door
een gluconaat kinase en met behulp van adenosine-5'-trifosfaat (&MBgzet tot D-
gluconaat 6-fosfaat en adenosine-5'-difosfaat (ADP). De tweede atisghe reactie zorgt
voor de omzetting van D-gluconaat-6-fosfaat en NADBar ribulose-5-fosfaat, NADPH,
koolstofdioxide (CQ) en de vrijstelling van protonen {H Deze laatste reactie wordt
gekatalyseerd door toevoeging van het enzym, 6-fosfogluconate dehydrogenase.
uiteindelijke NADPH concentratie gevormd in de laatste stap nsdaecte maat voor de
initiéle gluconaat concentratie.

De procedure opgegeven door de fabrikant werd voor onze toepassing aaregepast

geoptimaliseerd op twee punten. Enerzijds werd het aantal anplség, van 27 naar 54
opgevoerd, en anderzijds werd er voor gezorgd dat alle reacties resitgsin de
analysemeetcuvet konden plaats vinden. Hierdoor werd niet enkelicléngi# van de kit
verdubbeld, maar kon de ganse analyse ook plaatsvinden in één en hetoitidatr Een
gedetailleerde beschrijving van het geoptimaliseerde protocol met imlvegr de calibratie
curve wordt gegeven in bijlage A.5.

Een nog verder doorgevoerde optimalisatie van de gluconaat-analysekiedas dan
waarschijnlijk realiseerbaar met twee relatief eenvoudiggassingen. In de eerste plaats
moet aangetoond worden dat de enzymatische reacties met even hoge ngheikikuinnen
doorgaan in een typisch volume van +/- 215 ul van één well van een 96nictisiterplaat.
Vervolgens moet de microtiterplaat-spectrofotometer uitgerusdemomet een 340 nm filter.
Dit laatste is de optimale golflengte voor de NADPH concentrepieling. Het resultaat van
deze bijkomende optimalisatie zou een zogenaamde ‘high-throughput’ gluconiaattesi
zijn, waarbij de standaard 27 analyse kit van (r-biopharm A.G.) t¢gciu worden voor het
uitvoeren van 378 gluconaat analyses.

De
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3.2.3 Meting van motiliteit, bacteriéle beweging

Een van de verschillen geobserveerd tugdemetalliduransen haar QS-gemuteergécA
mutant is motiliteit. Garg en medewerkers hebben dit kwalitet@igetoond met een
bacteriéle zwemtest (Garg al, 2000b). Het is onze bedoeling om deze zwemtest verder te
ontwikkelen zodat hij eveneens als semi-kwantitatieve bepaling vaawketvermogen van
C. metalliduranskan gebruikt worden. Om dit doel te bereiken moeten we in de eeaats pl
via een aangepaste statistische methode de gevoeligheid en betrouidbaarhede
meettechniek nagaan.

Aangezien motiliteit in de ruime betekenis een typisch QS gecoettdopgoces is, werd via
een beperkt literatuuronderzoek eerst nagegaan welke bacteviggifigsvormen bestaan en
hoe ze eventueel kunnen gekwantificeerd worden. Motiliteit treedstedesp als antwoord
op een stimulus. Voorbeelden van stimuli die een specifieke beweging kurnkkemitzijn:
chemische signalen (chemotaxis), een elektrisch potentiaallergghlavanotaxis),
mechanische krachten (mechanotaxis), positie van lichtbronnen (phgtotaxis
hydrodynamische stromingspatronen (rheotaxis), magnetische velden (magggtotax
temperatuursverschillen (thermotaxis), drukverschillen (barotagigyiteit (geotaxis) of
zelfs fysisch contact (thigmotaxis). De specifieke beweginganen verwezenlijkt door vijf
basis bewegingsmechanismen:

« Kolonievorming, ‘Colony Forming Units’ (CFU):

De vorming van een bacterie kolonie,vivo of in vitro, betekent macroscopische uitdeining
of toename in kolonieomvang in functie van de tijd. Kolonievorming op zich isetusam
van bacteriéle voortbeweging.

e Zwemmen, ‘Swimming’:

Zwemmen doen bacterién met behulp van hun flagellen. Door een flagegrdielixachtige
structuur bezit, rond te draaien met een bepaalde snelheid in eamzeiséplossing, ontstaat
er een reactiekracht in het verlengde van de flageldraairiciaydoor de bacterie in
beweging komt (Schneider en Doetsch, 1974; Magariyama en Kudo, 2002; Mgachell
Kogure, 2006). In afwezigheid van stimuli zullen bacterién eerder iekailirige richtingen
zwemmen wat macroscopisch geobserveerd wordt als het diffuus uitdeaneeen wolk
bacterién.

* Zwermen, ‘Swarming’:

Zwermen kan als een speciale vorm van zwemmen beschouwd wordendanaiaxr zeer
specifieke richtingen. Gezien het een gerichte collectieve vé&splgabetreft, zal ze
logischerwijze gestuurd worden door één van hierboven opgesomde stinmiayMen
Kazmierczak, 2006).

* Wriemelen, kruipen ‘Twitching’:

Wriemelen is een beweging die niet wordt uitgevoerd met een flagel maatenigimiet pili-
structuren. Het is een beweging die steeds een hard oppervlak vereist om als haolisaesh te
tijdens het wriemelend voortbewegen. Een oppervlak gevormd door de si@in@poge
concentraties aan agar kan hiervoor reeds volstaare{laly 2001; Kanget al, 2002)

* Glijden, ‘Gliding’:
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Glijden is eveneens een beweging over een vast opperviak, die uitgevoeitdinvale
richting van de lengteas van de bacterie. De aandrijfmechanismdezgidoeweging tot stand
brengen zijn nog niet allemaal gekend. De twee belangrijkste evenwedpecifieke pili
structuren en de extrusie van slijmachtige substanties (Wolgemuth en Oster, 2004).

* Een iets meer uitzonderlijke vorm van voortbewegen is het zogenadmmabling’. Dit
proces gebeurt met flagellen die specifiek voor tumbling zijn opgeboulvdewel tumbling
spectaculair klinkt is het geen snelle of efficiénte vorm vanebiét¢ voortbeweging. De
tumbling snelheid ligt minstens twee orden van grootte lager dan zwemmaest AlVi2006).

3.23.1 Verschillende meettechnieken

Bacteri€éle motiliteit kan op verschillende manieren gemeten woide bestaan er directe
macroscopische en microscopische meetmethoden, en kunnen gentechnotegtstle&en
door de expressiegraad van flagel- , pili- of fimbriae geassocieavittereieen indicatie
geven over het motiliteitsvermogen waarover een bacterie beschikt.
Macroscopisch wordt motiliteit typisch bepaald aan de hand van zatemtaitgevoerd in
speciale zwemagaroplossingen. Dit zijn oplossingen waarvan de agarcatneertrlaag is
dat ze het zwemgedrag bij bacterién, tenminste zij die in Hfaaot zwemmen, uitlokt. De
meest uiteenlopende opstellingen van macroscopische zwemtestedenlbaar, zoals
zwemmen in met agar gevulde capillairen tot speciaal ontworpee geotpiénten met
diverse afmetingen.
Microscopisch wendt men diverse technieken aan om het zwemgedrag Vemébaap te
meten. Zo kan men gebruik maken van de hangende druppel methode, waarbij vrij
zwemmende bacterién in een druppel microscopisch met de gepagtetingr bekeken
worden. Ook maakt men gebruik van beeldtechnieken zoals de fase tcamtrade
beeldkwaliteit te verbeteren. Idealiter gebruikt men de donkerergebihd techniek, ‘Dark
Ground illumination’ die toelaat om micro-organismen haarscheraceunraat te volgen in
hun zwemgedrag. Om subjectieve en arbeidsintensieve observatiewijdereis €én van de
beste microscopische motiliteits meettechnieken de geautomdéiseeterpretatie van
tijdsinterval-registratie, ‘time lag’ microscopie. Hierbij wien op vaste tijdsintervallen
beelden opgenomen van zwemmende bacterién. Door daarna de beeldeat, meddsthulp
van een computer, te analyseren, bekomt men objectief gemeten zweetpasazoals
lineaire zwemsnelheid, aantal bochten of cirkels, tijdsduur van continu of gefaseemmen
. . Met deze parameters kan dan on-line door een aangepastreqitagramma een
accurate bepaling gedaan worden. Meestal houdt dit in dat het prograhmaaenkele
seconden, en dit in stalen die een mix aan bacterién mogen bevattenrreete depaling
kan doen over welke micro-organismen aanwezig zijn, de verhouding levende op dode
bacterién, de aard en de conditie waarin de micro-organismerevofden (Karimet al,
1998).
Gentechnologisch kan men eveneens een idee krijgen over de matditeien bacterie
tijdens een bepaalde conditie, door specifiek de expressie nane@agenen betrokken bij
bacteriéle motiliteit. Genen die coderen voor eiwitten die instazor structurele flagel
opbouw, de flagelrotor en —statoreiwitten, de genen die de flagblveging aansturen,
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pili— en fimbriae geassocieerde genen. De twee techniekentdigelst aangewezen zijn om
expressiegraad van specifieke motiliteitsgenen te meten zijncde-anray (Zie ook punt 3.1,
pagina 38) en qRT-PCR.

3.2.3.2 C. metallidurans zwemt in 0,4% agar

Garg en medewerkers waren erin geslaagd om via een macrobeapigemtest het verschil
aan te tonen tussé€h metalliduranswild type en haaphcA mutant (Garget al, 2000b). Om
ook de impact van wijzigende omgevingsfactoren te kunnen bepalen meiweentest
wensen we een gelijkaardige macroscopische test op punt te stelegrdEgeopteerd om de
zwemtest bij voorkeur uit te voeren in standaard 9 cm petrischalehdgmet 25 ml (x 4 mm
dikte) semi-solide agar. Het inoculeren gebeurde bij middel van eekesiting. Hierbij werd
een dunne platina draad, na vlamsterilisatie, ondergedompeld in de cesaispearin de.
metallidurans bacterién zitten waarvan men het zwemgedrag wenst te bepalen. Door
simpelweg met de bevochtigde naald in het centrum van een zwerneggaken gebeurde
een vrij precieze en plaatsgerichte inoculatie.

De ideale concentratie aan agar vinden die met 100% zekerheidvéetgedrag varC.
metallidurans uitlokt is de eerste optimalisatiestap. Figuur 16 toont het versohil
motiliteitsgedrag vai. metallidurandn functie van de agar concentratie. Duidelijk is te zien
dat er reeds zwemgedrag optreedt, zij het in zeer beperktevaiadé,concentraties gelijk of
lager dan 0,5%. Concentraties lager dan 0,3% waren te vloeibaar semadsolide matrix
beschouwd te worden.

Figuur 16: Test waarbij nagegaan werd vanaf welkecentratie aan agar het zwemgedrag €an
metalliduranswordt uitgelokt. Duidelijk is te zien dat 0,4% t@rist rechtse zes well-plaat) het
meest uitgesproken zwemgedrag uitlokt. Opmerk#ij@ok dat reeds vanaf 0,6% agar (links,
tweede rij, tweede well) ‘twitching’ gedrag kan mgaten. Verschillend motiliteitsgedrag kan
dus al optreden bij slechts zeer geringe omgevirgshillen ( =0,1% agar).
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Op basis van deze test werd beslist om 0,4% agar opgelost in 20igmpeBimedium als
standaard zwem-agar voGr metallidurande beschouwen (Bereiding zie Bijlage A.4).

3.2.4 Meting van 30H-PAME

Klassiek proberen microbiologen QS-moleculen op twee manieren teebepah een
chemische analyse of via een zogenaamde ‘Bio-assay’. GezierPBOH-een uitgesproken
vliuchtig karakter bezit is de meest aangewezen chemische analysdenemeer dan
waarschijnlijk de gaschromatografie met aangepaste detediemaeetDit komt overeen met
wat algemeen teruggevonden wordt als analysemethode in de litef@hinoharaet al,
2006; Flavier et al, 1997a). Hierbij wordt 30H-PAME relatief eenvoudig gas-
chromatografisch gescheiden en vervolgens aan de uitgang gedetectéeeénmiélam
lonisatie Detector ‘Flame lonisation Detector’ (FID).

Indien gaschromatografie niet voor handen is, kan een bio-assay soeti&s Im een bio-
assay tracht men de activiteit of de concentratie van eeresletdrmineren door het effect te
meten dat deze stof uitoefent tijdens de groei of ontwikkeling vanpeaifiek organisme,
een bio-detector.

3.24.1 30H-PAME Bio-assay: de introductie van een bestaande bio-reporter

Het doel van een 30H-PAME bio-assay is om op een eenvoudige wijze abtatieve en
indien mogelijk ook kwantitatieve bevestiging te krijgen over de aaigheid van 30H-
PAME, de QS-molecule vaf. metallidurans Een eerste vereiste voor een bio-assay is
uiteraard te beschikken over een 30H-PAME gevoelige reporters&iazien 30H-PAME
niet dezelfde basisstructuur bezit als de meeste AHL'’s zijanpiéte reporterstammen niet
massaal voor handeR. solanacearurAW1-3 is een aanverwant species dat zoals blijkt uit
de genotypische beschrijving (zie bijlage A.2), enerzijds gemuteardhst phd3 gen en,
anderzijds, eehacz*? insertie bevat in eespsgen.

In afwezigheid van 30OH-PAME zal er door AW1-3 geen LacZ aangemaakekumaorden
omdat AW1-3 door de bijkomendehd mutatie niet beschikt over een eigen 30H-PAME
synthase. Inductie van hphcA—gen kan niet plaatsvinden en er zal dus ook geen PhcA
transcriptiefactor kunnen aangemaakt worden. Door dit ontbreken van Phak kagevolg
ook geeneps-(lacZ)transcriptie en expressie plaatsgrijpen. LacZ substraten hidetoor
niet enzymatisch omgezet kunnen worden tot hun specifiek gekleurde eindproducten.
Indien echterR. solanacearumAW1-3 opgekweekt wordt in een medium waarin een
minimale concentratie aan 30OH-PAME aanwezig is, zal gieA-gen wel geinduceerd
worden, met expressie van heps-(LacZ}gen tot gevolg. Indien nu één van de LacZ-
substraten in het medium aanwezig is, zal dit enzymatisch omgerd¢n tot het specifiek
gekleurde eindproduct. Idealiter is de kleurreactie lineair gemid met de initiéle
concentratie aan 30H-PAME, en kan het met behulp van een spectrofotamatigisch
gekwantificeerd worden.

12| acZ of -galactosidase, is een enzym dat verschillendetrsatisioleculen kan omzetten. Deze omzetting
gaat meestal gepaard met een duidelijk detecteerki@uromslag. Het is deze eigenschap die LacZ als
biomerkersmolecule zo populair heeft gemaakt.
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Met deR. solanacearunAW1-3 reporterstam kan men dus theoretisch verschillende zaken
nagaan. Zo kan men bepalen of er in een bepaalde vioeistof 30H-PAMEzapisv®it is
handig om bijvoorbeeld na te gaan onder welke conditig€s. imetallidurans30OH-PAME
geproduceerd wordt of onder welke condities juist niet. Door eenvoudigwpegnsitans of
celvrije extracten toe te voegen aan opgroeieRdsolanacearunAW1-3 cellen zal LacZ
afhankelijk van de mate waarin 30H-PAME aanwezig is, gedetdckeemen worden. Een
andere mogelijkheid is oR. solanacearunAW1-3 samen op te kweken met de bacterién
waarvan men wil weten of ze 30H-PAME aanmaken of niet.

3.2.5 Opvolging van de wijzigende fysico-chemische omgeg

Het milieu waarin bacterién groeien heeft bij aanvang welbépadjsico-chemische
kenmerken. Gedurende hun groei verbruiken micro-organismen allerhande componenten
vanuit dit medium. Hierdoor kunnen bepaalde fysico-chemische parameteigen in
functie van de tijd. Deze wijzigingen kunnen op hun beurt wederkerig de
groeikarakteristieken van de micro-organismen bepalen. Op deze maniaatoe¢s vicieuze
cirkel die de groeikarakteristieken kan beinvioeden. Door opvolging ifjddeain diverse
fysico-chemische parameters is het misschien mogelijk om eenitugtdt te verwerven in
welke parameters er wijzigen, en welke hun eventuele impact isw@ek men dat QS-
regelingen een invloed kunnen hebben op belangrijke electrokinetische eiggesciian de
celmembraan (Eboigbodiet al, 2006). Gezien dit een puur fysico-chemische wijziging
betreft, is het waard om na te gaan of deze wijziging van ae#ulstructuur een
macroscopisch meetbaar effect kan uitlokken.

3.25.1 lonische geleidbaarheid van culturen

De potentiéle fysico-chemische parameter die wijzigt indien aleagg ionenbalans verstoord
wordt, is ionische of electrolytische geleidbaarheid (EC). B@&itypisch gemeten door een
EC meter (JUMO dTRANS Lf 01 Messumformer) verbonden met eepl&rode (Consort
SK20Y conductivity, glass, Cte=1 ¢h Deze electrode bevat twee platina ringetjes met
gekende opperviakte en onderlinge afstand waarover een wisselspannirgpetiéieke
frequentie wordt aangelegd. Door de electrode onder te dompelen in dsirgplyaarvan
men de lonische geleidbaarheid wil bepalen, zal de ruimte tussenpietith@ plaatjes met
oplossing gevuld worden. Het gevolg is dat er een stroom vloeit tussen [aida plaatjes,
waarvan de grootte afhangt van het aantal ionen, ladingsdragerghdiatsgen beide plaatjes
bevindt. Deze stroomsterkte is dus een rechtstreekse maat voamistshe geleidbaarheid
van de oplossing waarin ze wordt gemeten.

3.25.2 Zuurtegraadevoluties

Een tweede uiterst belangrijke fysico-chemische parameter ridezijls de groei van
bacterién drastisch kan beinvloeden en anderzijds zelf door detiexgan bacterién
gewijzigd kan worden, is de zuurtegraad of pH. pH wordt trouwens alspsmifieke en
aparte stress factor beschouwd, waarop een specifiek adaptatiednti@oobacterién kan
volgen (Tabel 1, pagina 19).
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pH werd gemeten met een pH-meter (JUMO dTRANS pH 01 Messomafprerbonden met
een polymeer gevulde glas-electrode (XEROEY{Jpe: HA405-DXK S8/120) die vooraf
gekalibreerd was met minstens twee buffers (typische kaébr#ters waren buffers met pH
= 4 en pH = 9) om vervolgens in dit pH gebied zeer betrouwbare mettagkannen

uitvoeren. Het nadeel van bacteriéle besmettingen wordt vermeden dbam het globale

groeimedium te meten maar in specifiek voor pH bepaling genomesn stahuit het

groeimedium.

3.25.3 Registratie van redox-tendensen

Redoxbepalingen werden uitgevoerd met een specifieke redoxmek@®(dURANS Eh 01
Messumformer) verbonden met een polymeergevulde redox-electrode (XEROtype:
Pt4805-DXK S8/120). In tegenstelling echter tot pH is de meting van redertiaben niet
zo gemakkelijk correct uit te voeren of eenvoudig te interpnetdta dit om de volgende
redenen: ten eerste is er het feit dat redox reactiesnzeld@ooit in thermodynamisch
evenwicht zijn. Zeker niet in media waarin volop bacteriecellerign. Hierin zullen hoogst
waarschijnlijk massa’s redoxreacties aan de gang zijn. Een tweebleem is de beduidend
mindere gevoeligheid van de redox-electrodes. Zelfs de beste redtowdds zijn niet in
staat om zeer lage concentraties aan redox-actieve specrastén. Meestal wordt een
concentratie van 10mol aan redoxactieve species per liter vereist om meesigralen op
te leveren. Ondanks deze beperkingen is het meestal toch waamdoxmetingen uit te
voeren, al was het maar om mogelijke redox-tendensen op te sporepebifieke
groeicondities. Deze tendensen kunnen dan misschien bepaalde veronderstellinge
onderbouwen of juist verwerpen, en aldus functioneren als goede kwaliteitsindicatoren
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Deel Ill: Bevestigen de resultaten de verwachtingen  ?

Er werd eerst nagegaan ©f metallidurans ph&™ wel degelijk gemuteerd was in hgaicA-
QS-gen. Om dit aan te tonen werden vijf primersets aangesclafingt de intentie om ze
later te gebruiken met qRT-PCR en één specifiek voor het aantom&le wnwezigheid van

een intactphcA-gen. De sequentie van de vijf primersets en de bijhorende lengte van het
amplicon wordt gegeven in Tabel 4. Via locale en NCBI-Blast werdegideerparen vooraf
gecontroleerd op hun specificiteit en unieke karakter.

Tabel 4: Primersequentie en bijhorende ampliconttergn de viephcgenen varC. metallidurans
De primerparen zijn ontworpen met het softwarepaogna Primer ExpreSsv3. De eerste
vier paar primers specifiek als gRT-PCR primergifi¢ amplicons), het vijfde paar voor het
aantonen van de aanwezigheid of afwezigheid varinéergraalphcA-gen.

C. metallidurans Primer- Sequentie Score” Theore.tische
Gen code amplicon
- lengte
- [ 3 ] o)
phcA met590f ATGTGGCGGAAAAGATGCA 85 100
met590r TGAGGCACCCGAATGAAAAG 100
phcB met615f ACCGTGTACTCCAAAACCCAAA 93 137
met61l5r TGAACGATGGAATAAGGATTGTAGAT 100
phcS met616f TGCTGATCAACCTGTTCTCGAA 84 75
met616r TCGTATGGATCGCCGGATT 80
phcR met617f CGTCAATAGCGGCGAAGTCT 100 137
met617r TCTCGTCGATCGCCATCAG 78
phcA met590f bis GTGAAAGTGGTGGGGCC 81 1079
(in5’en 3'regio) met590r_bis GGTTTTTTATTGGGTCGACACAG 82

" De kolom score laat een snelle controle toe varkwigliteit van de primer, en wordt als volgt

berekend: Score = 100 4Ggimeey 1,8 + Ghaarspeinl, 4

Een ideale primer haalt een score van 100%. Deepcomtrole gebeurde vrij via volgende

website:http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaufatpriaunch.html
Vanuit een overnacht LB-cultuur v&h metalliduransCH34 Wild type erC. metallidurans
phcA™ werd een totale DNA extractie uitgevoerd met het ‘WiZaBV genomic DNA
purification system’ van Promega. Vervolgens werd met de primenselein Tabel 4 een
klassiek PCR protocol uitgevoerd (zie bijlage A.6). Van de bekomen amgliwerd een
kleine hoeveelheid via agarose-gelelectroforese gecontroleerd op rMitggnodte. Het
resultaat van deze controle wordt weergegeven in Figuur 17. Zoals Wwtijket verschil
tussen laan 5 (A) va@. metallidurangphcA™ en laan 10 (A) vaf. metalliduransCH34 Wild
type, isphcA” wel degelijk gemuteerd in h@hcA gen. Voor het Wild type vinden we de
verwachte lengte van iets meer dan 1000 bp terug, terwijl vopin@demutant geen duidelijk
DNA-signaal merkbaar is. Dit betekent dat ofwel één van de beithensequenties afwezig
is, ofwel dat de amplicon-lengte de capaciteit van het Tag-DNAnpmoiyse overschrijdt.
Gezien de pTOK2-vector aanwezigheid in IpdicA gen (zie bijlage A.2) een geschatte
amplicon-lengte geeft van 6,4 kb (Kitten en Willis, 1996), moeten we clogiwijze
besluiten dat de capaciteit van het Tag-DNA polymerase overschreden werd.
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Figuur 17: Resultaat van de agarose-gelelectrafauggevoerd na een klassieke PCR-versterking van
amplicon-fragmenten afgebakend met pglesgen primers gegeven in Tabel 4. Als matrijs
DNA werd respectievelik DNA van d€. metalliduransphcA™ en haar CH34 Wild type
gebruikt. Zoals duidelijk blijkt is dghcA mutant wel degelijk in hephcA gen gemuteerd
(lanen 5(A) en 10(A)).

1 Wat vertellen de micro-array testen ons
1.1Testen 1-3

Voor een eerste micro-array test werden in totaal 6 erlennoeyteiren (50 ml) overnacht
opgekweekt zoals beschreven op pagina 40. Zoals verklaard in Deel Il, pumer8. hier
exogeen enkele minuten voor de enting 30H-PAME toegevoegd tot een finalatcatee
van 100 nM. De culturen werden gestopt in de laat exponentiéle fdslgNb) 3 a 4 wat
overeenkomt met een Qf 0,8). RNA extractie en micro-array analyse gebeurden
overeenkomstig de opgegeven werkwijzen (Bijlage A.3 en Deel Il punt 3.1).

Hoogst waarschijnlijk ligt het gebruik van ‘slides’ waarvan dgalechting meer dan 1 jaar
geleden werd uitgevoerd aan de basis van de uitzonderlijk hoge achtergmmgl Slechts
een 1200 tal genen gaven na extreem statistische ingrepen ddradrgignaal. Gezien dit
nog geen 20% van het totale aantal genen bedraagt, werd besloten orargees evaluatie
van de resultaten uit te voeren en over te gaan naar een nieuwe set van experimenten.

1.2 Resultaat van testen 4-6

Voor de drie volgende micro-array testen wer@rmetalliduransCH34 Wild type en haar
phcA mutant onder identieke condities opgekweekt. Het enige verschituvdat de culturen
gestopt werden tijdens de zeer vroege exponentiéle fase/llgN 0,5 a 1,5 komt overeen
met een Oy 0,25). Helaas, ook tijJdens de uitvoering van de micro-array analyse van deze
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drie testcondities is niet alles verlopen zoals gepland. Wakke hybridisatie heeft geleid tot
uiterst lage Cy3 en Cy5 intensiteiten waardoor wederom een groot ganén tijdens de
eerste statistische analyse verworpen werden. Met de ‘Mpéiinent Viewer (MeV)
software werd toch getracht om een realistisch en aanvaarokalar te verkrijgen van de
genen die tot differentiéle expressie komegimetalliduransCH34 Wild type en haghcA
mutant, tijdens vroeg exponentiéle groei in minimaal 284-gluconaat mediusnaamanet
voor inoculatie exogeen 100 nM 30H-PAME was toegevoegd. Een intuitief beelde
verdeling van de statistische betekenis van alle genen na uitvoenregmaenkelvoudige t-
test op de drie slides wordt verkregen door een ‘volcano ploKaaubrafiek. In deze grafiek
wordt de gemiddelde waarde van de tweedelige logaritmische verhoudin@y&aop Cy3,
voor elk gen, in de X-as uitgezet in functie van de negatieve tiendelgeitme van de
verkregen p-waarde. Hoe lager de p-waarde, of hoe hoger de(p)ogaarde, hoe groter de
zekerheid dat de nul-hypothese mag verworpen worden. In het geval vanamayro
dataverwerking stelt de nul-hypothese dat, het verschil louter teehtgven is aan toeval.
Kleine p-waarden geven dus aan dat het verschil niet louter tgevslien geven meer
zekerheid dat de geobserveerde differentiéle genexpressie teiremlk aanwezig is. In een
vulkaangrafiek zijn dus de genen die de hoogste differentiéle expressie vertonemedrdeit
grootste statistische zekerheid, terug te vinden in de linkeedtier bovenhoeken van de
grafiek.

o

-log(p-waarde) [-]

-3.5 -25 25 35

gen expressiegraad [gemiddelde van log  ,(Cy5/Cy3)]

Figuur 18: Vulkaangrafiek weergave van het restiNaa een enkelvoudige t-test analyse uitgevoerd
op de 3841 genen (= 62% van de 6205 generCvanetalliduran} die weerhouden werden
na een eerste individuele slide analyse. De grammeode punten zijn alle genen die
respectievelijk meer dan drievoudig tot over— oflemexpressie komen i6.metallidurans
CH34 Wild type.
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Zoals op te merken valt in Figuur 18 is de gen-distributie niet egtinaal. Een goede
distributie vertoont een dunne pluimvormige structuur in het centrum dievgrreedt bij
zeer hoge —log(p) waarden.

Genen die sterk verschillend tot expressie komen bevinden zich vehetagentrum
verwijderd. In onze grafiek vinden we in het totaal 43 genen terutgaminste drievoudig
meer of minder tot expressie komen. Maar hun betrouwbaarheid idaagerSlechts een
drietal genen hebben een statistische p-waarde die lager ig0@dn(Komt overeen met een -
logio(p) > 3). Om toch enig idee te krijgen van welke genen of groepen van genen tot
differentiéle expressie zijn gekomen in on2e metallidurans'Wild type — phcA mutant’
vergelijking aanvaarden we bij wijze van denkoefening het grotiststah risico op fouten
en geven in Tabel 5 een overzicht van de functionaliteit van alle 43 gh@emeer dan
drievoudig tot over— of onderexpressie zijn gekomen. Naast gennaam,jjlaeg;hannotatie

en aanduiding van het replicon waarop het gen zich bevindt, vinden we in5Tabkltwee
kolommen die enerzijds de graad van over of onderexpressie aangewedegnijds hun
statistische betekenis weergegeven als desl@m de p-waarde. Hoe hoger deze waarde hoe
betrouwbaarder de waarde van over of onder expressie.

In Tabel 5 springen drie groepen van genen intuitief onmiddellijk tirodg: ten eerste is er
de ganse reeks van 11 ‘hydrogen oxidizing enzynies) ( of Hox gerelateerde genen. Deze
groep genen beheerst het lithoautotrofisch metabolisme van aéroberbriikende micro-
organismen (Eberet al, 1986; Friedriclet al, 1986; Kleihue®t al, 2000).

Ten tweede, is er eveneens een sterk verhoogde expressie van genepodidevezijn met
de regulatie, maturatie en opbouw van het ribulose-1,5-bisfosfdaixgtase/oxygenase of
kortweg het RuBisCO enzym. Rubisco is één van de belangrijkste emnprenze aardbol
omdat het de eerste schakel is bij het omzetten van anecbanCQ vanuit de atmosfeer
naar energierijke organische suikers.

Ten derde zijn er twee belangrijke motiliteitsgenen aanwezig ihjslenamelijk fliC, dat
codeert voor flageline (Schmitt al,1996), enpilA, dat codeert voor een type IV pilin
gerelateerd signaaleiwit.

In deze lijst vinden we ook al drie genen terugidisilico voorspeld waren als betrokken bij
het QS-systeem vagf. metallidurans(Tabel 3, pagina 36). NaaghcA, het specifiek
gemuteerde gen, vinden we het eerder vernoguitdderug en hoogst verwonderlijk ook het
vsiD gen.VsiD (met kleine letter vooraan) wordt blijkbaar in @emetalliduransdoor PhcA
gecontroleerd. VsrD is iR. solanacearuneen transcriptiefactor die de meeste EPS-genen
aanstuurt (zie Deel II, punt 1.1, pagina 33).metalliduransbevat echter geen functionele
EPS-genen. Welke genen VsrDGn metallidurangrecies aanstuurt is niet helemaal bekend.
Maar PhcA/QS-controle over een bijkomende transcriptiefactodeatxpressiegraad van
bepaalde genen ongetwijfeld beinvioeden.

Verder valt ook op dat er blijkbaar al minstens zeven genen, dieopiockén van beide
plasmiden bevinden, onder PhcA supervisie staan. De functie van dezegeeeenis tot
vandaag nog onbekend.
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gen-naam peschrijving aantal # Statistiek |Rmet N°
over/onder |-LOG10(p) |(annot mar-
expressie
hox F NAD-reducerend hydrogenase diaforase 8.5 23
functionele groep, grote subeenheid i i
hox U NAD-reducerend hydrogenase diaforase 6.7 26
functionele groep, kleine subeenheid ) )
hox S NAD-reducerend hydrogenase 31 36
hoxS delta subeenheid i i
hox S NAD-reducerend hydrogenase 73 23
hoxS beta subeenheid i i
hoxW HoxW proteine ([NiFe] hydrogenase 73 23
(HoxH-specifiek) C-terminaal protease) i |
- geconserveerd hypothetisch eiwit 6.4 1.9
pntAb pyridine nucleotide transhydrogenase, 36 16
alpha subeenheid (fragment) i i
tIS1088 |transposase
- hypothetisch proteine 3.7 21
hyp A hydrogenase nickel incorporerend 5.8 12
proteine HypA (Proteine HupA) : i
hypF carbamoyl phosphate phosphatase en
. . B 7.8 35
maturatie proteine voor [NiFe] hydrogenases
hypC hydrogenase expressie/ 46 1.9
HypC vormings proteine (deel) i |
hypD1 |eiwit nodig voor de maturatie van hydrogenases 4.6 1.9
hox X hydrogenase maturatie factor HoxX 4.8 29
hox A hydrogenase transcriptie regulerend eiwit 4.8 29
- Fructose-bisphosphate aldolase (fragment) 4.8 2.9
phc A QS-transcriptie factor 3.0 2.0
h16_A3132 |regeleiwit dat een atypische
- 4 3.3 1.9
fosforylatie zone bezit
- hypothetisch proteine 4.5 1.6
flic flagelline 4.1 2.2
pil A fimbriae, Type IV pilin gerelateerd signaal eiwit 3.1 1.6
- hypothetisch proteine 9.0 4.0
h16_AO0533 |universeel stress proteine, UspA familie 3.9 1.0
hypothetisch proteine 4.8 2.9
insF 1S3 element proteine, InsF 4.8 29
cbbQ Rubisco activatie proteine 5.0 1.8
cbbs Ribulose bisfosfaat carboxylase 5.9 24
kleine keten (RuBisCO kleine subeenheid) : i
cbbL ribulose-1,5-bisfosfaat carboxylase/
) 5.2 1.9
oxygenase grote subeenheid
- RuBisCO operon transcriptie regulator 4.2 27
- waarschijnlijk een signaal peptide proteine 3.0 0.8
- geconserveerd hypothetisch eiwit 3.4 3.0
- waarschijnlijk DNA methyltransferase (fragment) 3.4 3.0
- geconserveerd hypothetisch eiwit 3.4 3.0
- hypothetisch waarschijnlijk export eiwit 3.8 2.1
h16_A0788 |buiten membraan proteine of gerelateerd
. . : . -3.01 1.9
peptidoglycan-geassocieerd (lipo)proteine
nth DNA glycosylase en apyrimidinic (AP)
-3.09 3.2
lyase (endonuclease III)
mfB voorspeld als NADH:ubiquinone
- ) -3.09 3.2
oxidoreductase subeenheid
h16_A1404 |ADP-ribose pyrophosphatase -3.01 1.8
- Rieske [2Fe-2S] region -3.00 3.0
- geconserveerd hypothetisch eiwit -3.03 2.5
vsrD Ontvangend regulerend proteine met VsrA -3.41 3.1
- geconserveerd hypothetisch eiwit -3.01 1.4
- hypothetisch waarschijnlijk export eiwit -3.00 2.4
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2 Ziterlogica in de opgetekende groeiparameters?

2.1 Groei van C. metalliduransCH34 Wild type enphcA™ in 284-gluconaat

Specifiek voor het bepalen van de groeiparametervametalliduransCH34 Wild type en
haarphcA mutant werden 8 erlenmeyer culturen opgezet (50 ml): twee gevtlditsiaitend
284-gluconaat medium en geént met CH34 Wild type en twee met 284-glucoediaim
waaraan vooraf exogeen 30H-PAME (100 nM) was toegevoegd en pas daarnalgeidoc
werden met een identieke CH34 Wild type ent. De toevoeging van 30OH-RygkbkEtirde om

de impact van 30H-PAME op de groei te bepalen. Dezelfde proceduwrerdgling werd
gelijktijdig uitgevoerd met dehcA mutant. De culturen werden aéroob geincubeerd op
30£2°C in een schudincubator (150 toeren per minuut). Op geregelde tijdstippdsnwuit

alle culturen celsuspensie stalen genomen van =3 milliliten Weze stalen werden
onmiddellijk de ORy waarde bepaald en de fysico-chemische analyses uitgevoerd. De niet
destructieve OBy, analyse liet toe om dit substaal na meting in te vriezen afende
benutten voor latere gluconaat concentratie metingen en de uitvoenngevaOH-PAME
bio-assays. Het inoculeren gebeurde op verschillende tijdstippen om noegelijk in de

tijd gespreide datapunten te verkrijgen. Door deze werkwijze eemddataset verkregen die
niet alleen bestond uit louter technische herhalingen maar ook batledierhalingen om zo
een betrouwbaar totaalbeeld van de groei €ammetalliduransen haarphcA mutant te

verkrijgen.
De ODyoo Mmetingen van alle acht de subculturen werd via TableCurve2&ar het drie
parametermodel van Gompertz gefit (Deel II; punt 3.2.1.2). Vervolgensdewe

modelwaarden en datapunten gevisualiseerd met Microsoft Excel. ré¢eftaat is
weergegeven in Figuur 19. De numerische waarden van de specifieke groeiparamet@rs voor
metalliduransCH34 Wild type en haghcA mutant zijn terug te vinden in Tabel 6.

Tabel 6: Numerieke modelwaarden en hun berekendedaard afwijking voor de specifieke
groeiparameters va@. metalliduransCH34 Wild type en hagshcA mutant. Parameters zijn
geldig en berekend voor aérobe suspensiecultuschadincubator (150 toeren per minuut,
30£2°C) met als medium 284-gluconaat.

C. metallidurans C. metallidurans
Parameter CH34 Wild type phc A mutant
, Duur lag fase
[uren] 2,79 £0,26 1,68 +0,37

, specifieke groei-
snelheid [uur]
t,, generatieduur

0,26 +0,0084 0,30 +0,0136

verdubbelingstijd 2,63 0,086 2,31 £0,110
[uren]
A, maximale relatieve 4.35 +0,035 4.90 +0,047

generatietoename [-]
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Figuur 19: Bepaling van de karakteristieke groaiearvanC. metalliduransCH34 Wild type en haar
phcA mutant. De dikke lijnen geven de Gompertz modekdan weer met als input alle
gemeten datapunten van respectievelijk CH3¢leA . De onderbroken lijnen omhullen het
95% betrouwbaarheids gebied van beide modelcurven.

Zoals blijkt uit de waarden opgegeven in Tabel 6 en de groei evoletiesngl in Figuur 19
bestaat er een klein verschil tussen de groeiparameters varCbengdtalliduranspecies. Dit
stemt niet overeen met de bevindingen van Garg en medewerkersefGarg2000b) die
stellen dat er geen groeiverstoring optreedt bij QS-gemute@rdaetalliduransspecies.
Accurate Gompertz modelling toont hier echter wel een kleirr mhaielijk waarneembaar
groeiverschil aan.
De berekende waarden voor de specifieke groeisnelheid zijn vergefijkizet de waarden
gerapporteerd door Mergeay en medewerkers (Mergealy 1985). Mergeay rapporteert een
van 0,2 [t] voor groei in gluconaathoudend medium. Hierbij dient wel opgemerkt te
worden dat deze waarden opgetekend zijn bij een zuurstof-arme en ldolstE:-rijke
atmosfeer (10% £ 10% CQ en 80% N).
Er werd geen verschil opgemerkt tussen de culturen met of zonder exogereABE
toevoeging. Dit betekent niet dat er geen verschil is opgetreden. 2Walst verderop zal
blijken (zie punt 2.4.2) is het lang niet zeker of de exogene toevoegirdegeijk een effect
heeft gehad.
Figuur 19 geeft de groei weer voor een incubatietijd gaande van70 ioten. De culturen
werden in werkelijkheid over een periode van 7 dagen opgevolgd. De laaigien@ingen
gaven aan daf. metallidurangich in nog steeds in de stationaire groeifase bevond.
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2.21s de koolstofbron, gluconaat, het limiterende suligat?

Voor de bepaling van de koolstofbron, gluconaat, in 284-gluconaat medium was&lOrijtl
extract al voldoende om een enzymatische bepaling te kunnen uitvoerendiDétaine

staalvolume konden in alle stalen van de acht groeiculturen eveneeosagiubepalingen
gebeuren om na te gaan of de koolstofbron het limiterende substraat 2Bsgluconaat of
niet. Het resultaat van de gluconaat metingen samen met een typiwoneertz

groeisimulatie wordt getoond in Figuur 20.
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Figuur 20: Evolutie van het gluconaatverbruik daowel C. metalliduransCH34 Wild type als haar
phcA mutant in functie van de tijd. Het gluconaat wéepaald in celvrije extracten van de
acht groeiculturen. Zoals te merken is, verlooptedgelutie parallel met de geidealiseerde
groeicurve en valt de concentratie op nul bij aagvwaan de stationaire groeifase.

In Figuur 20 is duidelijk te zien dat de gluconaat afname phxateopt met de groeicurve.
De initieel gemeten gluconaat concentratie in zuiver 284-gluconaat—médidraagt 1,85
[9.I""] en stemt goed overeen met de theoretisch berekende hoeveelheidediiem wordt
namelijk bereid door toevoeging van 2 gram natriumgluconaat,cHNa@; (moleculair
gewicht = 218,137 g.md). Na oplossing van dit natriumgluconaatzout bevat het medium
theoretisch 1.79 [g' aan gluconaat ion. De concentratie valt op nul na ongeveer 40 uren wat
onder deze condities samen valt met de beginfase van de stationairagg. Dit gegeven is
een mogelijke indicatie dat de gluconaat koolstofbron in 284-gluconaat hétréinde
substraat is voor groei vad. metalliduransCH34 Wild type en hagshcA mutant. Het feit

dat dit voor beide species geldt, toont ook aan dgihdd mutant door haar mutatie geen
merkbaar verstoord gluconaat metabolisme heeft verkregen.

Tijdens de exponentiéle groei bedraagt het specifieke gluconaatverbruik[§,092]. Per
bacteriecel komt dit neer op een verbruikssnelheid van ongeveer jgafur?.
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2.3Zwemtest resultaten

2.3.1 Wild type ‘crawl’ en phcA” ‘schoolslag’

De uitvoering van de macroscopische zwemtest gebeurde in 9 cm dgratehpden, gevuld
met + 25ml gestold LB (20 [¢']) — agar (0,4%m/m) mengsel, waarin inoculatie gebeurde
door steekenterC. metalliduranszwemt traag waardoor een eerste zinvolle uitlezing van de
afgelegde zwemafstand pas mogelijk was na 24 uren. De daarop volgendafsiard
bepalingen gebeurden telkens met intervallen van 24 uren.

Radiale zwemsnelheden in functie van de zwemtijd werden bekomen dowed@fstanden

te delen door de verstreken tijdsperiodes. Zowel @anetalliduransCH34 alsphcA mutant
werden de zwemtesten uitgevoerd in biologisch drievoud, ieder opa@icbems ondersteund
door twee technische herhalingen. Intuitief viel al meteen na d&e aaetingen op dat.
metallidurans CH34 Wild type sneller zwom dan haphcA mutant. Hierdoor werd de
stelling van Garg en medewerkers bevestigd die zegt dat, in tejeggtdIR. solanacearum
het Wild type varC. metalliduranssneller zwemt dan haphcA mutant (Garget al, 2000b).

De logica waaronC. metalliduransameer maotiliteit nodig heeft als haar QS-signaal aanwezig
is, is waarschijnlijk verbonden met haar levensstijl. Indiemetalliduransn de bodem met
teveel individuen op één plaats zitten, dreigt er op die plaats mutekort. Het QS-signaal
zorgt dan voor een verhoogde maotiliteit wat leidt tot een optimakdkerdeling en spreiding

in de omgeving.

2.3.2 ‘random swim’ verhindert ondubbelzinnige interpretatie

Intuitie is niet altijd voldoende om bepaalde observaties te kueaméh. De verkregen 3 x 2
zwemdata herhalingen werden dan ook onderworpen aan een statistischée.c@uoo
strikte toepassing van foutenpropagatie en het vervolgens uitzettetlevavemsnelheden,
met hun respectievelijke foutenvlaggen in een XY-assenstelsel, kan lggekenisvol
verschil tussen beide species worden aangetoond. Gelukkig brachtistescte ANOVA
benadering een mathematisch aanvaardbare oplossing. De zwemdiamaterC.
metalliduransCH34 Wild type en haaphcA mutant opgetekend na 24 uren en voor het
verstrijken van 72 uren zijn statistisch voldoende verschillend om bpeiges van elkaar te
kunnen onderscheiden. Een typisch grafisch resultaat van een zweordtsvaorgesteld in
Figuur 21.

Een belangrijk gegeven bij de interpretatie van zwemtesten zgrpirimentele beperkingen
of randvoorwaarden. Zo kan de adaptatiefase van het micro-organisme cardidies in de
zwemagar onderling grote verschillen vertonen afhankelijk van de enit@hdities in de
zwemagar (temperatuur, ,Obeschikbaarheid, COgehalte, ...) en de onmiddellijke
voorgeschiedenis van het inoculum (metabole toestand, energievoorraad, atnad3a zal
het eveneens moeilijk zijn om aan de hand van de resultaten vaamgertérmijn zwemtest,
een test die loopt over ettelijke bacteri€le generatiespraiten te doen over de initi€éle
conditie van het inoculum. Een zwemtest wordt best uitgevoerd ondenglimgscondities
die men wenst te beoordelen.
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Figuur 21: Grafische voorstelling van de gemiddeldemsnelheden dié. metalliduransgCH34 Wild
type en haaphcA mutant in functie van de tijd optekenden. Duijtels te zien dat enkel
tussen 1 en 3 dagen (groen gebied) er een sthisi@ntoonbaar verschil bestaat tussen de
zwemsnelheid van het Wild type en hphrA mutant.

2.4 30H-PAME stuurt en controleert wanneer het moet?

2.4.1 Kort bio-assay scenario

Het eerste protocol waarin X-gal en CPRGals LacZ substraat naast elkaar getest werden
functioneerde niet naar behoren. Het gebruik van X-gal implicesrtlysis stap van de
celmembraan van dB. solanacearunAW1-3 reporterstam. Na lysis werd het eventueel
aanwezige LacZ-enzym bevrijd uit het cytoplasma van de repartersh kon vanaf dan
ongehinderd reageren met de aanwezige substraten. Figuur 22 toont testrganl de aan—

of afwezigheid van 30H-PAME in 22 celvrije extracten van diverseuttaten vanC.
metalliduransen haamphcA mutant waarvan de groei gestopt werd bij verschillendgo§D
waarden.

3 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactds) en CPRG (chlorophenolred-R-D-galactopyranoside)
zijn beide substraten voor het LacZ enzym (R-gafadase). De enzymatische reactie van LacZ metvégn
beide substraten leidt tot een kleureactie dietspietometrisch kan gekwantificeerd worden.
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Figuur 22: Foto van het eerste succesvolle requiade 30H-PAME bio-assay test. Helaas werd er
enkel LacZ aangemaakt door de reportercellen diegmeid waren in media waaraan vooraf
vers exogeen methanol (rijen 1 en 2) of 3OH-PAM}er(r3 en 4) was toegevoegd. De oneven
genummerde rijen bevatten X-gal en de even genudenglen CPRG als LacZ substraat.
Beide substraten gaven evenwaardige signaalinéitesiten detectielimieten.

Zoals vermeld in Deel Il (pagina 34) bezit methanol een analoegtedin dat van 30H-
PAME maar enkel in concentraties die 400000 maal hoger zijn dan 3OH=PRisirom
bevatten rijen één en twee een drievoudige verdunningsreeks van methataten bij een
concentratie van 7000 mM (cellen Al en A2) en eindigend bij een cornteentia 0,04 mM
(cellen L1 en L2). Rijen drie en vier bevatten een drievoudige stahdaadunningsreeks
van synthetisch 30H-PAME (Sigma-Aldrich, product: H4523-10MG). De hoogste 30H-
PAME, 17500 nM bevindt zich in cellen A3 en A4. Deze werd per kolokensl drievoudig
verdund tot een eindverdunning van 0,099 nM in cellen L3 en L4. De daarop volgende rijen
(5-8) bevatten de 22 verschillende celvrije extracten van diversgauisteeds in tweevoud.
De laatste vier cellen, L5 tot en met L8, bestonden uit blanco’syatet gevulde cellen. Het
protocol functioneert, getuige hiervan zijn de positieve contredes de standaardreeksen
waar methanol of 30H-PAME vers werden toegevoegd. De celextrageen echter
allemaal een negatief signaal onder de gehanteerde testconditiekanDtwee zaken
betekenen: ofwel bevatten de celvrije extracten geen of onvoldoendentcatieeaan 30H-
PAME waardoor inductie vaeps-lacZeffectief niet kon plaatsgevonden. Ofwel is 30H-
PAME vervluchtigd tijdens de eerste fase van incubatie op 30°C. Tiglergerste uren zijn
er waarschijnlijk onvoldoende reportercellen gevormd om een signiéd_acZ concentratie
te genereren. Deze laatste redenering kan zich effectief ineldoegedaan gezien er een
verschil in nutriéntconcentraties bestond tussen de standakseémesn de celvrije extracten.
Hierdoor zouden de reporterbacterién in de standaardreeksen vroegeodengiéle groei-
fase bereikt kunnen hebben en dus wel voldoepddacZinductie hebben verkregen.
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2.4.2 Bij welke celdensiteit is 30H-PAME actief of inactef?

Het protocol werd aangepast en geoptimaliseerd. Er werd geopmipenditsluitend met
CPRG te werken omdat dit: ten eerste tien maal gevoeliger podari X-gal. Ten tweede
kan het door de celwand diffunderen, waardoor de lysis stap niet meemuhgeboerd te
worden. In bijlage A.7 wordt een gedetailleerde beschrijving gegevederaangepaste bio-
assay werkwijze. Eén van de aanpassingen bestond uit het gebruik vatiskargesloten
1,5 ml eppendorf tubes om een eventuele verdamping tegen te gaan. Dasendes de
volumes vergroot om een beperkte dode ruimte boven de vloeistoffractids toeiden. Om
interferentie van groeiende cellen op de spectrofotometrischengmet bij 573 nm te
vermijden werd gewerkt met celvrije extracten (zie laasség in gehanteerde werkwijze
bijlage A.7). Deze aangepaste bio-assay procedure werd toegepaststgledegenomen
tijdens de specifieke groeitesten (zie Deel lll, punt 2.1,n@af6). Zoals verwacht vanuit de
vergelijkende studie m&. solanacearurblijkt dat 30H-PAME ook irC. metalliduranseen
vroeg exponentieel QS-signaal is. Figuur 23 toont de resultaten Jain-desay uitgevoerd
met het supernatans genomen op verschillende momenten van de g@gogHAasE.
metalliduransen haamphcA mutant. Reeds vanaf de eerste stalen die overeenstemmen met
een celdensiteit van i@ellen per milliliter produceer€. metalliduransCH34 Wild type
hoge equivalente concentraties aan 30H-PAME. Anders is het gesieldephcA mutant

die op geen enkel moment tijdens zijn groeifase meetbare conanwatevert. Zelfs de
eerste stalen genomen na ongeveer 3 uur groei bij 30°C bevatten gdesreneencentraties
aan 30H-PAME. Ook niet in de culturen waaraan initieel exogeen 100 MMPFME werd
toegevoegd. Dit was niet echt de verwachting.

We vermoedden wel dat hehd gen, zoals bij alle Al1/QS-systemen, onder de controle van
PhcA zou staan en dat er daardoor enkel een basale expressiecizanoB bestaan in de
phcA mutant. De observatie echter dat ook bij een overmatige exogene togyoagi 100
nM 30H-PAME geen positief signaal verkregen werd, is hoogst onwdgatigichDit zou
betekenen dat 30OH-PAME dermate vluchtig is dat het reeds na 3nardseren bij 30°C
voor meer dan 99% vervluchtigd is. Indien dit de werkelijkheid is moeterstellen dat
exogeen toedienen van 30H-PAME maar effect heeft indien dit heelifga wordt
toegevoeqd.

Een tweede mogelijkheid is dat de bio-assay voor een nog onduidelijke bigdienphcA
mutant niet gefunctioneerd heeft.

Co-cultuur varR. solanacearumAW1-3 metC. metallidurans ph&™ op een LB-plaat die met
CPRG behandeld was, toonde onafhankelijk van de supernatans bio-assan tetC.
metallidurans ph&" daadwerkelijk geen detecteerbaar 30H-PAME kan aanmaken. Dezelfde
test maar dan met. metalliduransCH34 Wild type gaf reeds na 24 uren fel paars-rood
gekleurde platen.

Of synthetisch 30OH-PAME inderdaad zo vluchtig is dat het reed3 man verdwenen is
moet nog worden bepaald.

Ondanks onze aanpassingen aan de bio-assay zijn we er tot nu toe nogyasgtaagd om
accurate kwantitatieve 30OH-PAME metingen te verrichten. Verdere al#atie is nodig.
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Figuur 23: Evolutie van het equivalente concergxagrloop van 30H-PAME in functie van het
groeiprofiel vanC. metalliduranszoals vastgesteld werd met behulp van een biora8&xH-
PAME blijkt een signaalmolecule te zijn die reedsde vroege exponentiéle fase hoge
concentraties kan bereiken. Het signaal blijft @es doorlopen tijdens de stationaire fase.
Bij de C. metallidurans ph&” werden geen significante concentraties aan 30H-BAM
vastgesteld.

2.5Wat leert ons de physico-chemie?

Naast groei curven, gluconaatverbruik en 30OH-PAME concentratiebepaimgel ook de
physico-chemie opgevolgd. In het bijzonder werden de Electrolytische doigic
zuurtegraad en redoxpotentialen opgemeten. Figuur 24 geeft een ovearicti¢ evolutie
van de drie physico-chemische parameters opgemeten tijdens deagr&ei metallidurans
CH34 Wild type in 284-gluconaat medium. Enkel voor pH kon een zwak verband gevonden
worden in relatie tot de groeifase van het micro-organisme. Tudsepeide specie€.
metalliduransCH34 Wild type en hagshcA mutant kon geen enkel waarneembaar verschil
vastgesteld worden. Voor de grafische leesbaarheid zijn dan ook in FAduenkel de
grafieken weergegeven vo@. metalliduransCH34 Wild type. Enkel voor de zuurtegraad
kon vastgesteld worden dat naarmate de stationaire fase vorderdelidheiets alkalischer
werd. EC wijzigde nauwelijks en de redoxpotentialen waren zoals eletweaer onstabiel en
moeilijk nauwkeurig op te meten. We moeten dan ook vaststellen dat igroeit 284-
gluconaat medium weinig tot geen physico-chemische verschillen oplevert.
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Figuur 24: Weergave van de evolutie van de driesigioychemische parameters a) Electrolytische
Conductiviteit (EC), b) zuurtegraad (pH) en c¢) Redmtentiaal (E). Met de gebruikte
meetopstellingen en hun specifieke meetbereiken éqdeel in de zuurtegraad een zwakke
groeigerelateerde evolutie vastgesteld worden. ifigade nauwelijks en de redoxpotentialen
waren zoals verwacht zeer moeilijk nauwkeurig opégen.
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Deel IV: Een synthese en advies in een notendop

1 Wat kunnen we besluiten?

Cupriavidus metalliduranss een -proteobacterie die haar sporen reeds meer dan verdiend
heeft als praktisch en wetenschappelijk verantwoord modelorganisanezowel aarde als
ruimte. Ook ecologisch bezit ze heel wat potentieel en dan vooral inmkaddige
toepassingen. Voor de ruimtevaart hebben we vastgesteld dat het happetijke belang

van C. metallidurans zich op verschillende vlakken situeert. Onderzoek naar
adaptatievermogen vanproteobacterien en hun vermogen tot het koloniseren van extreme
omgevingen zijn hiervan twee belangrijke voorbeelden.

Dit werk gaat in op een nieuw microbiologisch onderzoeksterrein @oonetalliduransdat
potentieel van belang kan zijn voor zowel op aarde als in de ruithteteriéle
communicatie’. Vele bacterién bezitten chemische communigatesen. ‘Quorum
Sensing’, een taal die gebaseerd is op celdensiteit, is één valamigrijeste. QS wordt door
bacterién hoofdzakelijk gebruikt om processen te sturen die vodigeleln aan de populatie,
het overleven en behoud van de soort. Pathogene bacterién gebruiken QS d&jdoonh

hun virulentiegedrag te sturen of biofiimvorming te stimuleren. it grocessen waarbij
meestal vele genen betrokken zijn en waarbij de volgorde en timinigadragn. Hierbij kan

de complexiteit en het aantal QS signalen heel groot worden. Ditinvdete studie duidelijk

in de verf gezet aan de hand van de werking van het QS systeden glantpathogeen
Ralstonia solanacearunNiet pathogene bodembacterién, waafoenetallidurangyerekend

mag worden, hebben minder nood aan complexe QS communicatienetwerkengrifietrbe
van de organisatie, functie en werking van een eenvoudig QS-systeesnpope aarde en
vervolgens onder ruimtecondities, kan fundamenteel belangrijke inzichten opleveren.

Het QS-systeem va@. metallidurangs nog onvoldoende gekend. Hier werd aangetoond dat
de gelijkenis tusseR. solanacearunen C. metalliduransgroot is. Zeker voor de hoogste
hiérarchische structuur van hun QS-systeem werd het bewijs gkldaé de genetische
overeenkomst uitzonderlijk hoog is. De uitwisselbaarheid van hun sooriskedif/sR-type
transcriptiefactor, PhcA, was tot voor 2000 nog nooit in de liiaragerapporteerd. Tijdens
dein silico studie werd eveneens ontdekt dat beide species verschillende homolagn kopi
bezitten van hetjsB/C, een twee componenten signaal-overdrachtsysteem dat betrokken is
bij het Al3-systeem, een systeem dat in ‘enterohemorragidebeherichia coli(EHEC)
motiliteit en bepaalde virulentiegenen aanstuurt en daarenbovemuwuooatie mogelijk
maakt tussen pro- en eukaryoot.

Vanuit de eerste vergelijkende micro-array analyses tuSsenetalliduransen haamphcA
mutant kunnen we voorzichtig argumenteren dat het QS aangestuurdekneameC.
metalliduransniet de hoge complexiteit bezit als het QS-systeemRrasplanacearumEen
geactiveerdC. metalliduransQS-systeem, dus bij hoge PhcA concentraties, blijkt op het
eerste zicht twee primaire metabole processen te versteRedrnsco enzymvorming en
waterstof oxidatie. Ook de motiliteit va@. metalliduransmet een geactiveerd QS-systeem
zou volgens het genexpressie-profiel moeten toenemen door de overexpaesti€ en

pilA. Tot op heden hebben we nog geen informatie teruggevonden, die aantoont d&t een Q
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systeem een invioed kan hebben op primaire metabole processen. Naastridez
procesversterkingen werd eveneens vastgesteld datstiztgen afgezwakt wordt in QS-
gactiveerdeC. metalliduransbacterién. Het'stD gen, dat inR. solanacearuntodeert voor
een onafhankelijke transcriptiefactor, behoorCirmetalliduransblijkbaar wel tot het PhcA-
regulon. Ook dit is een nieuw gegeven en kan erop wijzenCdatetalliduranseen
kortsluiting gevonden heeft voor de onafhankelijke VsrA/VsrD signaalcascade.

De macroscopische zwemtesten, waahijmetalliduransCH34 Wild type in competitie
moest treden tegen haphcA mutant, bevestigen de micro-array analyse dat PhcA, de
draaischijf van het QS-systeem, de motiliteit verhoogt. Ook de \aiigerdat actieve
concentraties aan PhcA in het Wild type de groei lichtjes masklbaar vertraagd en mee
verantwoordelijk is dat de stationaire populatiedensiteit lagemwijst op een mogelijke
invioed van PhcA op het cellulair metabolisme. Of dit merkbareschdrin specifieke
groeiparameters daadwerkelijk gekoppeld is aan het effect dat &hake rubiscogenen
en/of dehoxgenen uitoefent, kan enkel voortgezet onderzoek aantonen.

Gluconaatverbuik wordt door eephcA mutatie blijkbaar niet aangetast. Zowél.
metalliduransCH34 Wild type als hagrhcA mutant bezitten onder identieke groeicondities
een vergelijkbare snelheid aan gluconaat verbruik. Naast deze apaijkle
verbruikssnelheid van gluconaat werd eveneens aangetoond dat waanschigtij
gluconaation, de koostofbron in het 284-gluconaat medium, het limiterende substraat is

De bio-assay resultaten geven aan dgild& mutant, naast het evident ontbreken van PhcA,
ook een zeer sterk verlaagde ‘3-Hydroxy-Palmitic Acid Methyl Es(8OH-PAME)
productie bezit. In tegenstelling met Het metalliduransCH34 Wild type werd er in het
supernatans van dehcA mutant op geen enkel moment van de groeifase, 30H-PAME
gedetecteerd. Dit is een indicatie dat pletB gen eveneens onder de controle van PhcA valt
en beantwoordt perfect aan de normale organisatorische structuuervailéQS-systeem.
We hebben echter hphdB gen niet teruggevonden in de lijst van genen die betekenisvol tot
overexpressie komen i@. metalliduransCH34 Wild type. De lijst is echter nog onvolledig
en omvat enkel 3841 genen van de, in 2004, voorspelde 6205 genen.

Het 284-gluconaat medium waari€@. metallidurans en haar phcA mutant werden
opgekweekt, werd ook physico-chemisch opgevolgd. Tussen de media onderling waarin de
species opgroeiden kon gedurende de verschillende groeistadia geen erkkalamverschil
opgetekend worden. Algemeen, voor beide species, vertoonde de pH als enigggraram

de drie een zwakke groeigerelateerde evolutie. Het 284-glucondatrmbalanceert tijdens

de groei varC. metalliduransblijkbaar tussen oxiderende en reducerende condities.
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2 Aanbevelingen voor de toekomst

Ondanks het feit dat vaB@. metalliduransal heel wat genetische en fysiologische kennis
beschikbaar was, kwamen in het begin de experimentele verwachtingeaitijdeovereen
met de resultaten. Uiteraard is er bij het werken met levenedriae of levende cellen de
constant aanwezige en onvoorspelbare ‘biologische factor’. Desatmie, kan men door
voldoende voorkennis en het strikt afbakenen van de experimentele begin— en rand—
voorwaarden heel wat speculatief giswerk voorkomen. Naast de actaaaéding van
basisgroeikarakteristieken onder verschillende cultuurcondities, kan b#&omende
genetische karakterisatie misschien een nuttige bijdrage leverantsluitsel te geven over
de juiste toestand waari@. metalliduranszich bevond op het moment van staalname of
groeionderbreking. Een suggestie is misschien het op punt stellen van e demtal basis
gRT-PCR testen. Een uitgekiende selectie van genen of gencombibgéesrbeeld vanuit

de 23 regelgenen gegeven in Tabel 1) kan misschien duidelijk aantonenke ghatbale
toestand (soort nutriént beperking, groei beperkende factoren, aandeadirsiress-situatie)
C. metalliduranszich bevond op het moment van staalname. Deze extra informatie zou
mogelijk heel wat twijfels kunnen wegnemen over de waarde en deureeinsgraad van alle
functionele analytische resultaten of observaties. Analytischdtatesu die dikwijls met
moeite verkregen worden, arbeidsintensief zijn, veel inspanning vrageretealtijd een
goedkoop kostenplaatje dragen.

Macroscopische zwemtesten zijn goede testen om de conditie wamnzende micro-
organismen te bepalen. Hun toepasbaarheid moet echter vooraf nugtpaste statistische
analyse geverifieerd worden. Het intuitief aangevoelde verschietsaltijd mathematisch
aantoonbaar. Naast het verhoopte verschil in zwemsnelheid dient tigi@essatistische
analyse ook rekening gehouden te worden met de invioed van de verschillemnaen
optreden in de zwemadaptatietijd, waarschijnlijk €één vanidstroontroleerbare en variabele
parameter. Ook is het nuttig om na te gaan of het resultaat ndanggopende zwemtest wel
verenigbaar is met het vooropgestelde doel van de test. Een vatabwtadf hierbij kan de
‘time lag’ microscopie zijn. Deze techniek is waarschijnlijktarenkele bacteriespecifieke
aanpassingen, geschikt om binnen een tijdschaal van seconden ondubbelzismigkeuntte
doen over het zwemgedrag van een bacterie of van een ganse populatietgaénbde
winst aan tijd en betrouwbaarheid ten opzichte van langlopende macszdmopwemtesten
kan bijzonder groot zijn.

Het uitvoeren van gluconaat concentratie metingen gebeurde met behulp eman e
enzymatische kit. Alhoewel de accuraatheid misschien iets laggan zuiver analytische
analyses, is de evaluatie over de toepasbaarheid en de werkingzeakitdeeel positief
waardoor het een valabel alternatief vormt voor de soms dure chdartige instrumentele
analyses.
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3 Wetenschappelijke slotbemerking

De beschrijving van het eerste ‘Quorum sensing’ systeevibmo fischeridoor Nealson en
medewerkers is zonder twijfel een belangrijke mijlpaal innsenschap. Voor het eerst
begon men eindelijk in te zien dat bacterién meer waren dan gewosnolitage ééncellige
prokaryoten. Verder uitdiepen van hoe ‘Quorum Sensing’ functioneert, is atiedn
uitermate boeiend en interessant maar ook wetenschappelijk gezien uitargtigelDe kans
dat de kennis over ‘Quorum Sensing’ mee kan bijdragen tot mogelijkensattappelijke
verklaringen, waarom bacterién zich in de ruimte anders gedragepdande, is reéel. Ook
met het oog op potentiéle medische toepassingen kan fundamenteel ondeaoete
werking, organisatie en het functioneren van QS systemen nieuwe denlqpsteen. Een
aantal nog onbeantwoorde microbiologische vragen kunnen vanuit de groeiende kennis ove
QS-systemen misschien toch beantwoord worden. Voorbeelden van nog onopgalyeste vr
zijn ondermeer:

* Hoe komt het dat commensale bacterién kunnen overleven in eukaryoten?

» Welke genen superviseren de groei-overgangen in micro organismen?

» Hoe wordt logistische groei onder controle gehouden?

* Hoe ziet het organigram, volledige signaalhiérarchie, van de bacteriet®l| erui
Redenen genoeg dus om dit wetenschappelijke terrein met de gepastehtaaadier te
ontginnen.
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Bijlagen:

1 Bijlage A.1: Samenstelling en bereiding van 284-gbonaat
medium

1) Samenstelling

Component molequlair Hoeveelhei_d/
gewicht Concentratie
[g.mol™] [9.1] 103 [mol.I™
NaCl 58,44 4,68 80
Tris/HCI 157,60 6,06 50
KCI 74,55 1,49 20
NH,CI 53,49 1,07 20
Na,SO, 142,04 0,43
MgCly*6H,0 203,30 0,20 1
CaCbe2H,0 147,01 0,03 0,2
NaHPOye2H,0 177,99 0,04 0.22
Fe(II)NH,-citraat 265,0 0,0048 0.018
Speciale
clementen ? L[l ?
NaGsH1,07 218,14 2,00 9,17
Geconc. HCI - tot pH=7 ?
2) Bereiding

« Alle componenten worden in volgorde toegevoegd aan gebidistilleerd water

» Het natriumgluconaat (NaH:,0;) wordt toegevoegd voorddtet medium op pH wordt
gebracht

» Na toevoeging wordt het medium gesteriliseerd door autoclavering (15 min bij 120 °C)

Indien het medium onder semi-vaste vorm in petrischalen gebruikt @ievorden, wordt
voor verwarming 2% agar aan het vloeibare medium toegevoegd. Na autiagldaat men
het medium afkoelen tot £ 50 a 60°C en verdeelt men het in de gevratis of volumes
in petrischalen.
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2 Bijlage A.2: Beschrijving van de gebruikte bacteristammen

1) Cupriavidus metalliduran€CH34 (ATCC 43123)
Referentie:

Brim, H., Heuer, H., Krogerrecklenfort, E., Mergeay, M., and Smalla, X99):
Characterization of the bacterial community of a zinc-polluted €an J Microbiol
45, 326-38.

2) Cupriavidus metallidurans phcA
Referentie:

Garg, R. P., Yindeeyoungyeon, W., Gilis, A., Denny, T. P., Van Der Lelie, D., dmadl,Sd.
A. (2000): Evidence that Ralstonia eutropha (Alcaligenes eutrophusit®ni
functional homologue of the Ralstonia solanacearum Phc cell deesging system.
Mol Microbiol 38, 359-67.

Mutaties:

phcA:pTOK-EUA

pTOK-EUA: pTOK2 plasmide dat een getruncephitAgen bevat (Truncering = ontbreken
van 94 basenparen aan de N-terminus en 186 bassenparen aan de C-terminale zijde)

Resistent voorfconcentraties in [pg.f])
* tetracycline 10

3) Ralstonia solancearum\W1-3 (Eps en PhcB mutante reporterstam)

Referentie:

Clough, S. J., Schell, M. A., and Denny, T. P. (1994): Evidence for the involvernhant o
volatile extracellular factor in Pseudomonas solanacearum mixellgene expression.
Molecular Plant-Microbe Interactiong, 621-630.

Mutaties
Eps-130:Tn3HoHo1,phcB83:Tn5", EPS NX' Km' Ap' Cni, LacZ' bij aanwezigheid van EF
Resistent voorfconcentraties in [pg.i])

* nalidixic acid 20

» kanamycine 50

» ampiciline 10

e chloramphenicol 50
Produceert:

* geen eigen Extra Cellulaire Polysacchariden (Eps) meer,
* geen functioneel S-adenosyl-methionineafhankelijk-methyltransféPas®8) meer en
bijgevolg dus ook geen 30H-PAME meer
» -galactosidase (LacZ) in aanwezigheid van Extra cellulaire FactéFgrzals:
* Methyl-3-hydroxydecanoate (triviale naam = 3 hydroxy
palmitaatzuur methyl ester, 30H-PAME), Balstonia Cupriavidus
Quorum Sensing (QS) molecule. Endogene concentratie van 5nM
(~10" cellen) induceert het Phc-regulon. Exogene toediening van 30
nM aan 16 cellen induceert eveneens het regulon.
. Methanol kan QS molecule substitueren met
concentratieovereenkomst van 2 mM methanol = 5 nM 30H-PAME
Opmerking:De LacZ expressie via EF's gebeurt in feite onrechtstré<£F's induceren
eerst hetphcAgen waarna het PhcA eiwit (= transcriptiefactor) de egmesan het
gemuteerdepsgen, met inbegrip van het ingebouwdeZ-gen, drastisch zal verhogen.
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3 Bijlage A.3: RNA-isolatie protocol

1) RNA fixatie met RNA-protect (Qiagen)
* Pipeteer 2 volumes (typisch 4 ml) RNAprotect (Qiagen) in een tube (typikmnHL2 ml)

* Pipeteer vanuit de bacteriéle cultuur 2 ml cel suspensie en voeg dit bij der&éz
» onmiddellijk 5" vortexen
 5' laten incuberen op kamertemperatuur
« centrifugeren voor 10' bij 5000 g
* supernatans decanteren en laten uitlekken op papieren doekje
« pellet bevriezen en stockeren bij -70°C

2) RNA-isolatie (Promega-kit)

(protocol = protocol voor gram+ en — bacterién, p 20 in promega manual daarna gevolgd door
zuivering en elutie vanaf p 10 in promega manual)

Breng volgende producten vooraf (+/- 30" op voorhand) op ijs:
* Celpellets/stalen vanuit -80°C
* SV RNA lysis buffer
* RNA dilution buffer
* 95% ethanol
* SV RNA wash solution
* DNasel enzym (in opgeloste vorm gestockeerd bij -20°C)
* Yellow Core Buffer
* 0.09 M MnC} oplossing
» SV DNase stop solution
* nuclease free water

Bereidt TE buffer met lysozyme

* 10 mM Tris.Cl

1 mM EDTA

* Breng op pH 8.0 met HCI

Deze oplossing mag geautoclaveerd worden en gestockeerd op

kamertemperatuur

* voeg kort voor gebruik lysozyme (gestockeerd op -20°C) toe tot concentratie van 3
mg/ml

* voeg 100 pl TE-lysozyme oplossing toe aan ontdooide RNA gefixeerde bacterie pellet
« Voorzichtig enkele malen ronddraaien met tube zonder inversie zodat het ganse conische
oppervliak met lysozyme oplossing in contact komt en zachtjes kloppen op de tubewand.
* Gedurende 10 minuten laten incuberen op kamertemperatuur
» assembleer tijdens het wachten voldoende gecodeerde kolommetjes in een rek
* voeg 75 pl RNA lysis buffer toe
» voeg 350 pl RNA dilutiebuffer toe en inverteer tube zachtjes twee a drie maal
* voeg 200 pl 95% EtOH toe en mix door op en neer pipetteren
« transfereeonmiddellijk de oplossingen naar de respectievelijke kolommen
« centrifugeer met een kracht van 13000 g gedurende één minuut
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« verwijder het eluaat uit de opvangtube
* voeg 600 pl SV RNA wash solution toe
« centrifugeer met een kracht van 13000 g gedurende €én minuut

« Bereidt nu 50 pl per staal, een verse hoeveelheid DNase-oplossing in opgegeven volgorde
en niet eerder dan deze tijdens deze centrifugatieatgtalgt:
Per staal (mag in een gezamelijke mix)
* 40 ul Yellow Core Buffer
* 5 pl 0.09M MnCj
* 5 ul DNasel enzym
« verwijder het eluaat uit de opvangtube
» voeg van het vers bereide mengsel 50 pl in elke kolom. Let erop om het ganse oppervlak te
bedekken met oplossing (duidelijk merkbaar door gele vloeistof)
* incubeer 15 minuten op kamertemperatuur
* voeg vervolgens 200 pl SV DNase stop solution toe
« centrifugeer met een kracht van 13000 g gedurende €én minuut
* voeg onmiddellijk 600 pl SV RNA Wash Solution toe
« centrifugeer met een kracht van 13000 g gedurende €én minuut
« verwijder het eluaat uit de opvangtube
* voeg hogmaals 250 pl SV RNA Wash Solution toe
* centrifugeer met maximale kracht (+/- 16400 g) gedurende twee minuten
« verwijder de stopjes van de kolommen door het lipje af te breken
* breng de kolom over op een goed gecodeerde collectietube
» voeg 100 pl Nuclease Free Water toe (verifieer dat gans het opperviak bedekhatordt
water)
« centrifugeer met een kracht van 13000 g gedurende één minuut
* verwijder de kolommen
(eventueel kan een tweede elutiestap met Nuclease vrij water gebeerdooHwin je
misschien RNA hoeveelheid maar niet concentratie)
» Denatureer RNA op 70°C gedurende 2 minuten
* Neem een aliquot van 5 pl voor kwaliteitscontrole !
 Controle van de opbrengst 2ul met Nanodrop (RNA-40 mode !!!)
 Controleer stabiliteit en zuiverheid 1 pl met Agilent toestel (RNA 60@&o Assay

kit®)
I Protocol hangt bij apparaat (neemt ongeveer 1.5 uur in beslag)
« Stockeer stockoplossing onmiddellijk bij -80°C voor later gebruik gPCR of pArray
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4 Bijlage A.4: aanmaak motiliteitsmedium (LB/0.4%)

Voor 1 liter medium (= +/- 40 a 50 petriplaten):

. Afwege*n in bekertje:
LB (grote pot onder de trekkast) 20 g
Toevoegen van 4 g agar (Schab boven weegschaal)

* Overbrengen naar 1 liter Scott fles (blauwe dop)

* Met maatcilinder 1 liter demin-water toevoegen

» Zoveel als mogelijk oplossen door schudden (mogelijk kan niet alles opgelost worden)
* Autoclaveren

* Laten afkoelen tot +/- 60 °C

« Uitgieten in Petrischalen (+/- 25 ml per plaat = gieten tot bodem net goed ®dekt
Indien teveel afgekoeld voor het uitgieten, heropwarmen in microgolfoven

"LB = officiéle afkorting voor ‘Lysogeny Broth’. De afkorting wordt ook geschreven aan
andere namen: ‘Luria Broth’, ‘Lennox Broth’ of ‘Luria-Bertani’ mediumaar historisch
gezien is dit fout!

Referentie:
Bertani, G. (1951): Studies on lysogenesis. |. Moele of phage liberation by lysogenic Escherichia
coli. J Bacteriol62, 293-300.

Mogelijk alternatief voor agar = gelrit§donderzoeken indien tijd over !!!)

* 2 g GELRITE heeft dezelfde gelkracht als 4 g agar (Divalente kationen zijn nobjkzdke
* GELRITE is vele malen transparanter dan agar

* GELRITE is niet gemaakt op basis van kelp maar is een fermentatieproduct van
pseudomonas speuiverheid en representativiteit zijn vermoedelijk veel beter dan agar)

Referenties:

Lin, C. C., and Casida, L. E. (1984): GELRITE aselling Agent in Media for the Growth of
Thermophilic MicroorganismgAppl Environ Microbiold7, 427-429.

Shungu, D., Valiant, M., Tutlane, V., Weinberg, B/gissberger, B., Koupal, L., Gadebusch, H., and
Stapley, E. (1983): GELRITE as an Agar SubstitatBacteriological MediaAppl Environ
Microbiol 46, 840-845.
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5 Bijlage A.5: Enzymatische gluconaatbepaling

Gluconaatmeting geschikt voor stalen met een volume van 20 ul (aangepast protdcol
(Gebaseerd op r-biofarm/Roche protocol)
Voorbereiding:
» Haal oplossing ‘1’ van de kit uit de -20 °C en breng op kamertemperatuur (£30 minuten
voor analyse) en Zet spectrofotometer aan op golflengte 340 nm (opwarming van lamp)
» Maak standaard oplossing aan, indien geen meer beschikbaar is
Weeg 100 mg natriumgloconaat af (N&Z,0; , 218.137 g.ma!) af in een 50 ml
falcon tube
voeg hieraan 50 ml demin water
* Neem het benodigde aantal cuvetten (= aantal stalen + blanco + standaard)
» Codeer duidelijk en ondubbelzinnig!
Procedure:
« Haal oplossingen ‘2’ en ‘3’ uit de +4°C
« vul na ontdooien van oplossing ‘1’alle cuvetten met 500 ul van oplossing ‘1’
* voeg vervolgens aan standaard gecodeerde cuvet 20 pl standaardoplossing toe
* voeg vervolgens aan de staalcuvetten 20 ul van het correcte staal toe
* voeg nu aan elke cuvet (ook de blanco!) 10 pl kitoplossing ‘2’ toe
* voeg vervolgens aan het blanco gecodeerde cuvet 1000 ul water toe
* meng door op en neer te pipetteren
* voeg aan standaard en staalcuvetten 980 ul water toe
* meng telkens na elke toevoeging door op en neer pipetteren
* Meet en lees na 5 minuten de BV-absorptiewaarde uit bij 340 nm
* Voeg 10 ul Oplossing ‘3’ toe vanuit de kit
* meng de oplossingen door op en neer pipetteren (grote tip, 500 pl instelling)
« laat gedurende 20 minuten incuberen op kamertemperatuur
* Meet en lees de AUV-absorptiesignalen uit bij 340 nm

Berekening:

3.00

lg

Lineaire regressie: Calibratiecurve voor gluconaatconcentratiebepaling
y=2.3691 (enzymatische r-biopharm kit, staalvolume = 20 pl)
(R?=0.999911)

1) Gecorrigeerd UV-
absorptiesignaal:

Het werkelijke gecorrigeerde
absorptiesignaal bekom je met=
volgende formule:

A= (AZ'Al)staaI— (AZ'Al)bIanco

2.504

'_Tuconaatconcentralie

1.50
2) Berekening van de

gluconaatconcentratie
De correctiefactor voor stalen '™
van 20 pl bedraagt:
2.3691(zie figuur)

De waarde voor de
gluconaatconcentratie
verkrijgt men door: 000

0.501

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10

12

UV-absorptie @ 340 nm [abs]

[NaCgH1107] = A x 2.3691 [g.1]
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6 Bijlage A.6: Klassiek PCR-protocol

Bedoeling is om specifieke DNA-fragmenten/regio's, met behulp viamdmepolymerase en
de PCR-reactie, quantitatief te versterken. Het finale P@Rupt kan dan gebruikt worden
voor kwalitatieve of andere toepassingen waarvoor een substanti@lén@#Veelheid vereist
is.

Voorbereiding:

« verzamelen van noodzakelijke reagentia en op ijs plaatsen.

» klaar maken en merken van PCR eppendorfjes (enkel op dekseltjpresgchmoeilijke
codering !)

* berekening van de totale hoeveelheid PCR-reactie mix nodig

* tafel ontsmetten

« Liefst werken met handschoenen aan die gesteriliseerd zijn (sprayen op handen!)

Berekening reactie-mix:
Per DNA-staal (5ul) is 20 pl reactiemix nodig (totaal volume = 25 pl)
* 10.8 pl HO milli-Q kwaliteit
» 2.5 pl PCR-buffer (10x)
* 2 ul MgCh (= 2 mM) = 'Mastermix’
* 2.5 ul dNTP's (2mM)
* 0.2 ul TAQ polymerase (Fermentas)

e 1 ul forward primer (Fw)
* 1 ul reverse primer (Rv)

Berekening uitvoeren met één staal extra als veiligheidsreserve !

PCR reactie:

* De 'mastermix’ verdelen over de gemerkte PCR eppendorfjes (18 ul per epje)
« correcte hoeveelheid primers toevoegen

* 5 ul staal toevoegen

* PCR-eppendorfjes in PCR-toestel plaatsen

PCR programma ‘Hugo classic_34’:
* 3 minuten op 94°C
34 x cyclus <45 seconden 94°C
» 45 seconden 56°C
» 45 seconden 72°C

* 7 minuten 72°C
e 4°C

Totale procedure duurt ongeveer 2 uren, het is dus aangewezen om op tijd te beginnen!
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7 Bijlage A.7: functionerende 30OH-PAME ‘Bio-assay’

Bedoeling is om de aanwezigheid van 30OH-PAME aan te tonen, en indienijknogel
kwantificeren, in celvrije extracten van culturen met behulp varregorterstamRalstonia
solanacearunAW1-3).

Voorbereidingen (de dag voor de aanvang van de test)

* Aanmaken van een hoofdcultuur van AW1-3 (0.4% ent in £ 25 ml LB)

Bereiding ‘4 x geconcentreerd medium zonder Zmég zelfs nog vroeger = stockoplossing)

* breng 20 g ‘select peptone 140’ in en een 500 ml fles
* voeqg hierbij 10 g ‘yeast extract’
* vul aan tot 500 ml volume

« autoclaveer deze oplossing, stockeer en markeer als ‘4 x select peptone +t4 x yeas

Voorbereiding (de dag van de test)

1) Aaanmaken van 30OH-PAME standaardreeks (1/3)

» Codeer 14 eppendorf (1500 ul Eppendorfs, GEEN GROTER VOLUME!)
tubes (St 1., St2,...St12. en Bl 1., Bl 2.)

* pipetteer 10 pl stokoplossing (3,5 mM 30H-PAME in DMSO) in een 5 ml tube

* Voeg hieraan 2990 pl isotonische oplossing toe (0.85g NacCl per liter)

* Meng door goed op en neer te pipetteren

* Breng van de zonet bereide oplossing 1125 pl over naar St 1.

* Pipetteer 750 pl isotonische oplossing in alle overige tubea (6t en met St 12. en BI 1.

en Bl 2.)

* Breng nu 375 pl vanuit St 1. over naar St 2. en meng de oplossing

* Breng vervolgens 375 pl van St 2. naar St 3. en meng de oplossing
* Herhaal deze actie tot St 12.
* Verwijder 375 pl uit tube St 12.

* De uiteindelijke standaard reeks ziet er als volgt uit. iD&ld standaard concentratie komt
er pas na toevoeging van het reporter+CPRG+medium mengsel zie volgend puntjes.

Finale
standaard
concentratie
Standaard mM UM nM [nM]

1 1.17E-02 1.17 E+01 11666.67 8750.0(
2 3.89 E-03 3.89 E+00 3888.89= 375 pl vl in 1000 pl solvent 2916.6]
3 1.30 E-03 1.30 E+00 1296.30= 375 pl v2 in 1000 pl solvent 972.24
4 432E-04 4.32E-01 432.10=375 pl v3in 1000 pl solvent 324.07
5 144 E-04 1.44E-01  144.03= 375 pl v4 in 1000 pl solvent 108.02
6 4.80 E-05 4.80 E-02 48.01= 375 pl v5in 1000 pl solvent 36.01
7 1.60 E-05 1.60 E-02 16.00= 375 pl v6 in 1000 ul solvent 12.0d
8 5.33E-06 5.33 E-03 5.33=375 pl v7 in 1000 pul solvent 4.00
9 1.78E-06 1.78 E-03 1.78= 375 pl v8 in 1000 ul solvent 1.33
10 5.93E-07 5.93 E-04 0.59= 375 pl v9 in 1000 pl solvent 0.44
11 1.98 E-07 1.98 E-04 0.20= 375 pl v10 in 1000 pl solvent 0.15
12 6.59 E-08 6.59 E-05 0.07 =375 pl v11in 1000 pl solvent 0.09

verwijder 375 pl uit v12
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2) Bereiding ‘Reporter+CPRG’-mengsel

« Vanuit de overnacht gegroeide AW1-3 hoofdcultuur 400 ul overbrengen naar eppendorf
* Hieraan 100 pul CPRG oplossing toevoegen (10 mg/ml)

3) opkweken van reporterstam in standaard en supernati

* Neem van alle supernati waarvan je de 30H-PAME wil bepalen 750 ul en doe ze in
gecodeerde 1500 ul Eppendorfs (GEEN GROTER VOLUME !!!)

* neem alle Standaard tubes (St 1. tot St 12.) en beide blanco tubes (Bl 1. en Bl 2.)

» Voeg vervolgens 230 pl van het ‘4 x select peptone + 4 x yeast’ mengsel aan alle tubes
(supernati, standaarden en blanco’s)

* inoculeer alle tubes met 20 ul ‘Reporter+CPRG’-mengsel

* Alle tubes goed sluiten en in incubator op 30°C plaatsen (= groei van reporterstam)

* incubeer tot duidelijke kleuromslag merkbaar is in de hoge standaarden (kan 48 uren in
beslag nemen)

* incubeer vervolgens enkele uren op 37°C (enzymatische reactie CPRG en LacZ)

4) Meting van CPRG concentratie

* Centrifugeer tubes gedurende 10 minuten bij 5000 (g)

* pipetteer voorzichtig de supernati, standaarden en blanco’s over naar géecdeetten
* meet de absorptiewaarden van alle vloeistoffen bij een golflengte van 573 nm
(=experimenteel vastgestelde maximum bij onze spectrofotometer)

* corrigeer de metingen met het gemiddelde van beide blanco metingen

« stel calbibratiecurve op met de standaarden (Let op! Log(30H-PAME) inradg &h
bereken de equivalente 30H-PAME concentraties van de supernati

10.00

# Standaard 23/03/2007

8.00 1

Log(30H-PAME) [log(nM)]

6.00 Lineaire regressie statistiek:
[ vergelijking: Y = -1,556 + 4,193.X
R?=0.9129601

4.00+
2.00 1

0.00 1

200
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.400 1.600 1.800 .0002

Absorptie @ 573 nm [-]

Voorbeeld van calibratiecurve. Opstellen bij elke bioassay !!!!
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Slotmijmeringen van een oud(e) student

Sinds haar ontdekking heeaftupriavidus metalliduransl vijf genuswisselingen ondergaan.
Dat is dus één genuswisseling iedere zes jaar. Het gevolg expenentiéle toename van
misverstanden, het pertinent ontbreken van waardevolle infornjdéedihet uitvoeren van
literatuurstudies en de vaak voorkomende spraakverwarringen ondergatolle
Fylogenetische regels blijken niet altijd correct te worden toegepastaan ter discussie.
Kunnen we hier spreken van een wetenschappelijke meerwaarde?

Met genen en plasmiden is het net hetzelfde verhaal. EEn gennaanto@gedtezen aan tien
verschillende genen, één gen krijgt 10 verschillende namen. Afkortingenrbesiaa uit
drie, soms uit vier, soms uit nog meer al dan niet veelzeggends.|&ttdgens willekeurige
regels volgt er soms op de letters nog een getal waarvan deristekeestal enkel door
ingewijden begrepen wordt. Welke graad van specialisatie moet zjgebheom dit te
begrijpen?

Chemisch en biochemisch worden met de regelmaat van de klok interreatiegals of
afspraken rond naamgeving van moleculen met de voeten getreden. Willekeurig
triviaalnamen worden in de wetenschappelijke literatuur, anno 2007, naly steer elkaar
heen gebruikt. Bestaan de regels uitgevaardigd door de ‘Internatiorah 0hiPure and
Applied Chemistry’ (IUPAC) dan alleen maar op papier?

Algemeen wetenschappelik en specifiek voor de natuurkunde bestader de 1%
bijeenkomst van de ‘Conférence Générale des Poids et MesuresM{CIBP1960, een
internationaal akkoord over het gebruik van ‘Systeme Internatiohalééad’ (Sl) -eenheden.
Nu 47 jaar later bestaat er een soort algemeen aanvaard chefgralijk fatalisme of is het
nonchalance om de eenheden van het eigen vakgebied zonder schroom ren hante
internationale rapporten of publicaties. Zijn de editoren van intenadé tijdschriften dan
even fatalistisch als de auteurs?

Het lijkt allemaal zo logisch en zo vanzelfsprekend voor spet@ali maar in de praktijk
draagt het overmatig gebruik van vakjargon en inconsistenties all@an bij tot heel wat
verwarring en communicatiestoornissen in de wetenschappelijkdwétet maakt de ivoren
torens rondom de vele boeiende vakgebieden alleen maar hoger.

Ik kan alleen maar hopen dat meer wetenschappers, onderzoekersppeafaagenieurs en
andere specialisten met mij inzien dat dit eigenlik zo metder kan en dat correct
taalgebruik en duidelijke communicatie, ‘wetenschap’ meer urglaren toegankelijker kan
maken.



