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1 Einleitung

1.1 Antibiotika: Problematik der Resistenzentwicklung

Die Statistiken der WHO (2006) zeigen deutlich, das Infektionskrankheiten weltweit immer
noch die hdufigste Todesursache darstellen.

Dabei ist in den letzten Jahrzehnten eine weltweit zunehmende Verbreitung von Resistenzen
bei bakteriellen Infektionserregern gegeniiber den eingesetzten Antibiotika zu beobachten.
Zu den Faktoren, die die Ausbildung von Resistenzen férdern, zdhlt vor allem die {ibermaRBige
und haufig unterdosierte oder vorzeitig abgebrochene Gabe von Antibiotika, sowohl in der
Human- als auch in der Veterindrmedizin.

In Europa und in Deutschland tragen multizentrische Untersuchungen dazu bei, Informatio-
nen liber die Resistenzausbreitung zu vermitteln. Denn die Kenntnis der Resistenzsituation
ist die Voraussetzung fiir die Erarbeitung von zentralen Empfehlungen fiir gezielte Praventi-
onsmalBnahmen und eine effektive, rationale Therapie.

Die Entwicklung neuartiger Antibiotika geht indes nur zdgerlich voran. Mit dem Penicillin G
kam 1944 das erste Antibiotikum auf den Markt. Bis zur Entwicklung der ersten rein synthe-
tisch hergestellten Gruppe, den 4-Chinolonen, 1962 wurden die meisten Antibiotika-Klassen
(Aminoglykoside, Chloramphenicol, Tetracycline, Makrolide, Glykopeptide, Streptogramin)
eingefiihrt. Seitdem gab es Weiterentwicklungen nur hinsichtlich der Verbesserung von Ei-
genschaften, wie z.B. Pharmakokinetik und -dynamik, mittels chemischer Modifikationen der
schon vorhandenen Leitstrukturen. Im Jahr 2000 folgten erst die Oxazolidinone mit ihrem
erstem Vertreter dem Linezolid [85]. Die bisher letzte Innovation (EU-Zulassung: 2006) stellt
inzwischen das Lipopeptid Daptomycin dar [72].

Fir die Zukunft ist es daher von groRer Bedeutung, weitere Antibiotika mit neuem Wirk-
mechanismus zu entwickeln, um iiberhaupt noch gegen multiresistente Erreger vorgehen zu
kdnnen.

Einen wichtigen Beitrag zum Umgang mit und der Entwicklung von Antibiotika liefert die
Erforschung und das Verstdndnis von bakteriellen Resistenzmechanismen.

Die Untersuchung der Ursachen und Entstehungsmechanismen von Resistenzen, sowie der
Regulation von Resistenz-vermittelnden Genen sind von grofem Nutzen. Daraus resultieren-
de Erkenntnisse kdnnen zur Entwicklung méglicher Praventions- oder Inhibitions-MaBnahmen
verwendet werden. So kdnnte einerseits die Wirksamkeit dlterer Antibiotika verbessert oder
wieder hergestellt werden, andererseits konnten diese Grundlagenkenntnisse bei der Entwick-
lung neuer bzw. Modifikation dlterer Antibiotika genutzt werden.

12



1.2 Bakterielle Resistenzmechanismen

1.2 Bakterielle Resistenzmechanismen

Zunéachst kann zwischen einer natiirlichen oder intrinsischen (primédren) Resistenz, die alle
Stamme einer Spezies betrifft, und einer erworbenen (sekunddren) Resistenz, die nur einzelne
Stamme einer Spezies aufweisen, unterschieden werden.

Ursache fiir eine intrinsische Resistenz kann sein: Ein Antibiotikum wird von seinem Wirkort
vermehrt wieder abtransportiert oder gelangt, aufgrund seiner Struktur, gar nicht erst an
diesen (natiirliche Targetunempfindlichkeit, chromosomal codierter Resistenzmechanismus).
So kénnen z.B. Glykopeptide die dulere Membran von gramnegativen Bakterien nicht durch-
dringen.

Bei der sekundaren Resistenz handelt es sich um ein spontanes genetisches Ereignis, das chro-
mosomal durch eine oder mehrere Mutationen gekennzeichnet sein kann. Bei einer durch-
schnittlichen Mutationsfrequenz von 107°-10"'? /Nukleotid ist durch die hohe Vermehrungsge-
schwindigkeit von Bakterien die Wahrscheinlichkeit eine Mutante zu finden relativ gro. Eine
weitere Moglichkeit sind zusétzliche chromosomal oder extrachromosomal vorhandene gene-
tische Informationen. Letztere kdnnen in Form von Plasmiden, den sogenannten R-Faktoren,
die sich durch eine Ubertragung auch auf nicht verwandte Bakterien (horizontaler Gentrans-
fer) mittels parasexueller Prozesse wie Transformation, Transduktion und Konjugation aus-
zeichnen, vorliegen [179]. Da Bakterienzellen haploid sind, prégt sich eine Resistenzmutation
oder ein zusitzliches extra-/chromosomales Gen phanotypisch meist direkt aus.

Die grundlegenden Mechanismen, mit denen sich Mikroorganismen gegen toxische Substan-
zen wehren und so primére bzw. sekundére Resistenzen ausbilden kdnnen, sind [73]:

1. Verdnderung der Zielstruktur durch Mutationen (z.B. bei Fluorchinolonen: gyrA-
Mutationen) oder chemische Modifikationen (z.B. erm-Gen: erythromycin ribosome
methylase gene)

2. Chemische Modifizierungen des Antibiotikums durch Enzyme, die zur Inaktivierung
fiihren (z.B. Penicilline durch (-Lactamasen, Aminoglykoside durch Acetyltransferasen)

3. Reduzierte Akkumulation des Antibiotikums am Zielort durch verminderten Influx
und/oder verstarkten Efflux (z.B. OmpF-Reduktion (Porin) bei Fluorchinolonen,
Tetracyclin-Effluxpumpen)

1.3 Effluxpumpen

Gerade der Mechanismus Efflux hat inzwischen allgemein aus folgenden Griinden an Bedeu-
tung gewonnen:

1. Es ist ein weitverbreiteter Mechanismus, der sowohl in grampositiven als auch gramne-

13



1 Einleitung

gativen Bakterien nachgewiesen werden konnte.

2. Er fithrt meistens zur Resistenz (multi drug resistance) gegeniiber vielen, chemisch
nicht verwandten Substanzen.

3. In einigen Féllen scheint dieser Mechanismus den Bakterien eine voriibergehende To-
leranz zu vermitteln, mit der Moglichkeit zum Erwerb weiterer Resistenzmutationen.

Effluxpumpen kénnen einerseits chromosomal codiert sein und zu einer intrinsischen Resis-
tenz, bei Uberexpression zu einer hohen sekundiren Resistenz beitragen [167]. Andererseits
besteht auch die Mdglichkeit der Lokalisation auf Plasmiden, was vor allem fir die sekundare
Resistenz bei Tetracyclinen bekannt ist [192].

Die Unterscheidung der zwei wesentlichen Gruppen von Effluxpumpen erfolgt nach der
fur die Aktivitdt verwendeten Energiequelle. Die eine groRe Gruppe ist die ABC-Familie
(ATP binding cassette), welche ATP als Energiequelle verwendet. Die andere grolle Gruppe
bezieht ihre Energie aus einem Protonengradienten und gliedert sich in vier Familien,
die MFS- (major facilitator superfamily), SMR- (small multidrug resistance), RND-
(resistance/nodulation/cell division) und MATE-Pumpen (multidrug and toxic compound
extrusion) [173]. Beispiele sind in Abbildung 1.1 dargestellt.

Substrat
AuRere
TolC Membran
Substrat
Substrat H* substrat H* substrat Na* H* AcrA
get Plasma
hute S e S membran
Substrat H* Substrat H+ +
Substrat Na H* 4« substrat Substrat
ATP ADP +P,
MFS SMR MATE RND ABC

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung: Beispiele fiir die bekannten fiinf Effluxpumpen-
Famillien [105]

Fiir gewdhnlich bestehen Effluxpumpen aus Proteinmonomeren, mit verschieden vielen trans-
membrandren Segmenten (iiberwiegend 12 TMS) [173]. Da in gramnegativen Bakterien zu-
satzlich noch eine dulere Membran auftritt, konnen Effluxpumpen als Multikomponenten-
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1.3 Effluxpumpen

Systeme organisiert sein. Dabei liegt die eigentliche Effluxpumpe innerhalb der Zytoplasma-
membran und assoziert mit einem Membranfusionsprotein (MFP) sowie einem Protein der
duleren Membran (OMP) [153].

Als natiirliche Funktion von Effluxpumpen wird zum Einen der Selbstschutz gegeniiber im na-
tlirlichen Habitat vorkommenden toxischen Komponenten wie z.B. Gallensalzen oder anderen
Bioziden diskutiert [213, 169]. Des Weiteren sind die Pumpen fiir die Entfernung von toxi-
schen Stoffwechselprodukten und das Ausschleusen von bakteriellen Toxinen bzw. Virulenz-
faktoren [204, 9] zusténdig. Zudem scheinen sie eine Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation
zu spielen [236]. Auch existieren in den Antibiotika-Produzenten wie Streptomyces-Arten
selbst entsprechende Effluxpumpen, die in der Lage sind das Antibiotikum aus der Zelle zu
beférdern [38].

Dass nun die therapeutisch eingesetzten Substanzen ebenfalls als Substrate erkannt werden,
liegt an, fiir die effektive Erkennung ndtigen, Basis-Strukturelementen. Hierbei handelt es sich
oftmals um einen grundsatzlich amphiphilen Charakter sowie eine ionisierbare Gruppe. Durch
solch allgemeine Strukturen kommt es meist zu einem breiten Substratspektrum einer Pum-
pe, was leicht Kreuzresistenzen verursachen kann. Da von einer Bakterienzelle verschiedene
Transportproteine gebildet werden kénnen, welche unterschiedliche Substratspektren aufwei-
sen, kann es aulerdem schnell zu einem multiresistenten Phinotyp kommen. Zudem kann
eine antimikrobielle Substanz von mehreren Effluxpumpen erkannt werden, was die Resistenz
noch weiter auspragt. Auch fiihren Mutationen in Regulatorgenen leicht zur Uberexpression
von Effluxpumpen [19, 65]. Fiir die in dieser Arbeit untersuchte Effluxpumpe AcrAB/TolC
sind detailierte Angaben zum Substratspektrum, der Substratbindung und haufig auftreten-
den Mutationen in Regulatorgenen in Abschnitt 1.5 beschrieben.

Besonders hervorzuheben ist die Moglichkeit, die schon in der obigen Aufzihlung an dritter
Stelle genannt wurde, dass durch eine konstitutive Expression von Effluxpumpen die Mutati-
onsfrequenz erniedrigt sein kann. So konnte z.B. fiir Pseudomonas aeruginosa gezeigt werden,
dass nach Deletion von drei RND-Pumpen die Mutationsfrequenz fiir target-Mutationen bei
Fluorchinolonresistenz von 2x 107" auf < 10! reduziert ist [121].

Zur Inhibition von Effluxpumpen konnten inzwischen unterschiedliche Substanzen gefun-
den werden, zu denen Phenylalanyl-arginyl-3-naphtylamid (PAGN), Globomycin, Carbonyl-
cyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP), verschiedene Chinoline und Arylpiperazine gehdren.
Der Nutzen solcher Substanzen besteht einerseits darin, die klinische Relevanz von Efflux-
assoziierten Resistenzen aufzuzeigen. Andererseits soll mit Hilfe der Inhibitoren durch einen
moglichen Einsatz in Kombination mit Antibiotika, die Wirkungen dieser wieder verstarkt
bzw. hergestellt werden. Die Problematik fiir den geplanten Einsatz sind die Nebenwirkungen,
hervorgerufen durch Interaktion mit eukaryotischen Pumpen oder andere pharmakologische
Effekte, sowie die generelle Toxizitat einiger Substanzen in den eingesetzten Konzentrationen
[161, 197, 128, 27].
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1 Einleitung

1.4 Resistenz von E. coli gegeniiber Fluorchinolonen

Escherichia coli (E. coli) gehdrt zur Gattung der Enterobactericeae und kommt in der norma-
len Darmflora von Mensch und Tier vor. E. coli ist meist fakultativ pathogen, d.h. auRerhalb
des Darmes kann es bei entsprechend disponierten Menschen zu Eiterungen, Entziindun-
gen (z.B. Peritonitis, Neugeborenen-Meningitis) sowie Harnwegsinfektionen fiihren. Einige
E. coli-Stdamme kdnnen aber auch obligat pathogen sein durch Produktion unterschiedlicher
Pathogenitadtsfaktoren wie z.B. Toxinen, und werden meist durch Lebensmittel iibertragen
(z.B. enterohamorraghische Colitis, Diarrhoe). Cotrimoxazol, Fluorchinolone, Aminopenicil-
line und - meist besser wirksam - Cephalosporine sind die Mittel der Wahl [141].
Fluorchinolone sind die am haufigsten bei akuten, unkomplizierten Harnwegsinfektionen ein-
gesetzten Substanzen in West-Europa und Nord-Amerika [149]. Durch die iiberwiegend un-
verdnderte renale Elimination ist gewédhrleistet, dass hohe Konzentrationen in den Harnwegen
erreicht werden kdnnen. Eingesetzt werden vor allem Ciprofloxacin und Norfloxacin, die in
mehr als 90 % der Félle zur Eradikation fiihren.

Die Wirkung von Fluorchinolonen (GyrA-Inhibitoren) beruht auf einer spezifischen Bindung an
den Gyrase-DNA-Komplex, wodurch es zur Bildung eines terndren Komplexes (Fluorchinolon-
Gyrase-DNA) kommt. Dieser Komplex ist relativ stabil und verhindert weitere Reaktionen an
der Nukleinsdure wie z.B. Replikation und Transkription. Die "Reaktion” der Zelle besteht in
der Induktion von Reparaturmechanismen, wie der sogenannten SOS-Antwort, welche schlieB-
lich fiir den Zelltod verantwortlich ist [231].

Gerade die Resistenz bei Enterobacteriaceae gegeniiber Fluorchinolonen, als vollstandig syn-
thetisch hergestellte Chemotherapeutika, war zundchst sehr selten [123]. Als ein Grund da-
fur galt die hohe MHK-Differenz zwischen Wildtyp-Niveau und klinischer Resistenz (etwa
200-fach), sowie die Tatsache, dass bis zum Erreichen dieser Resistenz mehrere Mutationen
notwendig sind [83]. Viele Studien zeigen jedoch inzwischen eine Resistenzsteigerung gegen-
iber Fluorchinolonen von Jahr zu Jahr [60, 118]. Bei Betrachtung der Resistenzentwicklung
von E. coli fir Ciprofloxacin in den Jahren 1989 - 2004 (Abb. 1.2) wird die Zunahme der
Resistenz deutlich [104]. Ahnliche Tendenzen wurden auch fiir andere Erreger gefunden.

Die bislang bekannten Resistenzmechanismen bei E. coli sollen im Folgenden beschrieben
werden [188].

Zielstrukturen von Fluorchinolonen sind die Typ II-Topoisomerasen Gyrase und Topoisome-
rase V. DNA Topoisomerasen sind Enzyme, welche die DNA Superspiralisierung in den Bak-
terienzellen kontrollieren, was von essentieller Bedeutung fiir die Replikation, Rekombination,
Reparatur und Transkription ist. Die Gyrase ist ein Heterotetramer bestehend aus zwei Ho-
modimeren (A- und B-Untereinheiten), die durch die in E. coli nicht benachbarten Gene gyrA
und gyrB codiert werden. Sie katalysiert eine stirkere Unterwindung (negative Superspirali-
sierung) der beiden umeinander gewundenen DNA-Strange [224, 178]. Die Topoisomerase IV
ist ebenfalls ein Heterotetramer und aus zwei zu GyrA und GyrB homologen Homodimeren
aufgebaut, welche durch die Gene parC und parE codiert werden. Die Hauptaufgabe der
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Abbildung 1.2: Zeitliche Entwicklung der Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin bei E. coli
(1989 - 2004), Studie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie e.V.
2004 [104]

Topoisomerase IV besteht in der Trennung der durch die Replikation entstandenen Catenane
aus Tochterchromosomen [165, 166].

Bei der Entwicklung der Fluorchinolonresistenz in E. coli treten zundchst Mutationen in der
primdren Zielstruktur Gyrase auf, genauer im gyrA-Gen innerhalb der sogenannten QRDR
(quinolone resistance-determining region, Position Ala-67 bis GIn-106). Hierbei kann ein ver-
mehrtes Auftreten an Position Ser-83, auch in Kombination mit Asp-87 beobachtet werden
[187, 220, 75]. Des Weiteren wurden in einigen Isolaten zusatzlich zu den gyrA-Mutationen,
welche in gyrB (liberwiegend Asp-426, Lys-447) [237, 234], parC (homolog zu den gyrA-
Mutationen tberwiegend: Ser-80, Glu-84) [74] und parE (Leu-445) [119] jeweils innerhalb
einer zur QRDR in gyrA homologen Region gefunden.

Viele gegen Fluorchinolone hoch resistente (high level) Stamme zeigen aulerdem einen so-
genannten MAR-Phanotyp (multiple antibiotic resistance) und eine erhdhte Toleranz gegen-
iiber organischen Lésungsmitteln. Bei diesen Stimmen konnten non target-Mutationen, d.h.
Mutationen, die nicht innerhalb der Zielstruktur liegen und zu klinisch relevanter Resistenz
fithren, identifiziert werden. Dabei handelt es sich vor allem um Mutationen innerhalb des
mar- oder sox-Operons (Abschnitte 1.5.3.1 und 1.5.3.2). Vorrangig sind hier der Opera-
torbereich marO und der Repressor MarR des mar-Operons betroffen. Hierdurch kommt es
iiber eine erhdhte marA-Expression zu verstirktem Efflux (Uberexpression von acrAB) und
vermindertem Influx (verminderte Bildung von OmpF) [95, 117] (Abschnitt 1.5.3.1).
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1 Einleitung

Fiir den Efflux von Chinolonen ist in E. coli in erster Linie die AcrAB/TolC-Effluxpumpe ver-
antwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass bei Abwesenheit dieser Effluxpumpe in Stdmmen
mit mar-Mutation keine hohe Resistenz mehr auftrat, d.h. gerade die Uberexpression von
acrAB eine hohe Resistenz verursachte [158]. Doch auch weitere Pumpen, zu deren Sub-
straten Chinolone gehdren, wurden beschrieben. Dazu z3hlen die Gene acrEF, acrD, yegO,
emrAB, yjiO, ycel, mdfA, ydhE, ydgFE und yhiUV, wobei diese Erkenntnisse, mit Ausnahme
von emrAB und yhiUV, aus einer Studie mit Uberexpressionsplasmiden stammen [155]. Un-
tersuchungen mit Mutanten bei denen die entsprechenden Pumpen-Gene deletiert wurden,
konnten die Ergebnisse hinsichtlich der Chinolon-Resistenz nicht belegen, sondern zeigten
lediglich die entscheidende Rolle von acrAB (Abschnitt 1.5) [208].

Seit 2002 ist auch die Mdglichkeit der horizontalen Ubertragung von Fluorchinolonresistenz
bekannt [217]. Dabei sind die Genprodukte (QnrA/B), des auf Plasmiden vorkommenden
gnr-Gens, in der Lage sowohl| die DNA-Gyrase als auch die Topoisomerase IV vor dem An-
griff von Chinolonen zu schiitzen (Protektion) [218, 219].

Die neueste Entdeckung (2006) ist ein durch Plasmide iibertragbares, Ciprofloxacin und Nor-
floxacin modifizierendes Enzym (Aminoglykosidacetyltransferase), das durch das Gen aac(6°)-
Ib-cr codiert wird [164, 183].

Die AcrAB/TolC-Effluxpumpe ist insgesamt bei der Entwicklung einer Resistenz gegeniiber
Fluorchinolonen in E. coli aus folgenden Griinden von besonderer Bedeutung:

Von Oethinger et al. konnte gezeigt werden, dass die Funktionsfahigkeit der AcrAB/TolC-
Effluxpumpe Voraussetzung fiir die Entstehung von target-Mutationen in den Genen der
Gyrase ist [158]. Daher stellt sich die Frage, ob Fluorchinolone selber einen Einfluss auf diese
Effluxpumpe bzw. auf deren Expression ausiiben.

Weiterhin fiihrt eine target-Einzelmutation (gyrA-Mutation in E. coli) nicht zu klinisch
relevanter Resistenz (MHK > 4 pg/mL), hierfir sind zusdtzliche Mutationen in den Ge-
nen der Zielstrukturen erforderlich [231]. Ob oder inwiefern die Aktivitat der AcrAB/TolC-
Effluxpumpe in den gyrA-Einzelmutanten einen Einfluss auf die Entstehung entsprechender
Folgemutationen hat, ist bisher noch ungeklart. Da Mutationen in den Genen der Topoiso-
merase | und Gyrase, sowie Gyrase-Inhibitoren (Fluorchinolone, Novobiocin) bekanntermalen
zu einer Verdnderung des globalen Superspiralisierungsgrads fiihren [16], ist auch die Klarung
dieses Zusammenhangs mit der Expression von acrAB von Interesse.

Bei klinisch hoch resistenten Stammen treten wie schon beschrieben zusatzlich non target-
Mutationen auf. Dabei handelt es sich oftmals um Mutationen im Operatorbereich marO
oder Repressorgen marR des mar-Operons, was zur Uberexpression des globalen Aktivators
MarA fiihrt (Abschnitt 1.5.3.1). Dies bewirkt zum Einen durch eine erhohte Expression der
anti-sense-RNA micF eine Respression der Bildung des Porins OmpF und damit eine Re-
duktion des Influx von Fluorchinolonen. Andererseits kommt es tiber eine erhdhte Expression
von acrAB zu einem verstarkten Efflux von Fluorchinolonen. Hier wird die Bedeutung der
Uberexpression von acrAB als Ursache fiir hohe Fluorchinolonresistenz noch einmal deutlich.
Die lokale und globale Regulation von acrAB, sowie der Zusammenhang mit der Fluorchino-
lonresistenz werden in den Abschnitten 1.5.2 und 1.5.3 ausfiihrlich beschrieben.
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1.5 Die AcrAB/TolC-Effluxpumpe in E. coli

Innerhalb der kompletten Sequenz von E. coli konnten 37 ORFs (open reading frames) an-
hand von Sequenzihnlichkeiten ausfindig gemacht werden, die fir bekannte bzw. potentielle
Effluxpumpen codieren [155].

Dabei ist die Haupteffluxpumpe in E. coli, die verantwortlich fiir die hohe intrinsische Resis-
tenz gegeniiber vielen Substanzen ist und, bei Uberexpression, fiir eine sekundire Resistenz
sorgt (Abschnitt 1.4) [137], die AcrAB/TolC-Effluxpumpe. Eine Uberexpression kann zum
Einen erfolgen durch Mutationen im lokalen oder in globalen Regulatorgenen (Abschnitte
1.5.2 und 1.5.3), zum Anderen wurde auch schon iiber eine spontane Duplikation von acrAB
berichtet [152].

Als Substrate dieser RND-Pumpe gelten unter anderem Gallensalze, Fettsiuren, organische
Losungsmittel, Farbstoffe, Desinfektionsmittel, Detergentien, Fusidinsdure, Methotrexat, Na-
lidixinsdure, Fluorchinolone und viele lipophile Antibiotika wie §-Lactame, Chlorampheni-
col, Erythromycin, Clarithromycin, Tetracyclin, Tigecyclin, Novobiocin und andere [185, 126,
154, 159, 229, 81, 32, 82, 100, 208].

1.5.1 Struktur, Transportmechanismus und Substratbindung

Die AcrAB/TolC-Effluxpumpe besteht aus drei Komponenten, der eigentlichen Pumpe AcrB,
die in der Zytoplasmamembran liegt, dem Membranfusionsprotein AcrA und dem in der
dulleren Membran gelegenen Protein TolC (Abb.1.3).
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Abbildung 1.3: Schema der AcrAB/TolC-Effluxpumpe [170]
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Die Gene, die fiir AcrB und AcrA codieren, liegen in einem Operon (acrAB), wohingegen das
Gen fiir TolC (tolC) an anderer Stelle im Chromosom lokalisiert ist (Abb. 1.12).

Die RND-Pumpe AcrB (110 kDa) liegt als Trimer vor, wobei jedes Monomer aus 1049
Aminosauren, mit 12 transmembranire Segmenten (12 TMS, a-Helices) und zwei grofen
periplasmatischen Loops (> 300 Aminosauren) zwischen den TMS 1 und 2 sowie 7 und 8,
aufgebaut ist [148, 47] (Abb. 1.4). Diese Struktur ist typisch fir RND-Pumpen.

Abbildung 1.4: Proteinstruktur von AcrB: A Seitenansicht, B Aufsicht und C Ausicht: 12
TMS (Helices) mit Nummerierung [170].

Die 3D-Struktur von AcrB [148] gibt verschiedene Anhaltspunkte zur Funktion der Pumpe.
Durch die Anordnung der groBen trimeren periplasmatischen Domine (70 A) wird eine Art
Trichter (funnel) gebildet, dessen oberes Ende geeignet erscheint in direkten Kontakt mit
dem zylinderfdrmigen periplasmatischen Bereich von TolC zu treten. Uber eine in der 3D-
Struktur geschlossenen Pore ist der Trichter mit einer sehr groBen Aushdhlung (cavitiy), mit
einem Durchmesser von 35 A und einem Volumen von 5.000 A%, verbunden (Abb. 1.5) [238].
Aufgrund der GroRe und Lage, wird angenommen, dass die Aushéhlung mit Phospholipiden
der Membran angefiillt ist [170].
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Abbildung 1.5: Schema zur Struktur von AcrB: A Seitenansicht, B Aufsicht [238]

Von besonderem Interesse sind die drei Offnungen (vestibules), die direkt oberhalb der pe-
riplasmatischen Seite der Zytoplasmamembran zwischen den einzelnen Monomeren liegen
(Abb. 1.5) [47]. Diese Offnungen sind ebenfalls mit der Aushdhlung (cavity) im Zentrum des
Trimers verbunden.

Réntgenkristallographische Untersuchungen von AcrB mit gebundenen Substraten (Ethidi-
umbromid, Rhodamin 6G, Dequaliniumchlorid und Ciprofloxacin) ergaben, dass immer drei
Substratmolekiile gleichzeitig an der Wandung der Aush&hlung gebunden werden. Die Art
und Lage der Bindung fiihrte wieder zu der Vermutung, dass eine Bindung an die in der Aus-
héhlung vermutete Zytoplasmamembran notwendig ist, sowie das Zusammenspiel der drei
Molekiile untereinander [239].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Substratspezifitdt nicht in der Aushdhlung
begriindet liegt, sondern durch Aminosiuren in der Wandung der seitlichen Offnungen [238],
sowie in den periplasmatischen Loops von AcrB [46, 215].

Eine Hypothese zum Mechanismus der Substratbindung fiir AcrB beschreibt zunichst eine
Bindung der Substanzen an die periplasmatische Oberflache der Zytoplasmamembran iiber
Lipophilie, Ladung oder Dipolmomente. AnschlieBend kdnnte eine laterale Diffusion durch die
seitlichen Offnungen von AcrB erfolgen bis zur Bindung in der zentralen Aushdhlung, vor dem
Herauspumpen der Substrate. Dieser Mechanismus erklart den Transport von Substanzen un-
terschiedlicher Struktur aus dem Periplasma. Hierbei deuten die Strukturen darauf hin, dass
die Substrate durch einen iiber drei Schritte verlaufenden Drehmechanismus unter laufender
Verdnderung von Bindungen heraus befordert werden [147]. Fiir den Transportmechanismus
direkt aus dem Zytosol ist bisher lediglich bekannt, dass dieser existiert [238].
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Weitere Réntgenstrukturanalysen konnten erste Hinweise auf den Protoneninflux durch einen
peristaltischen Pumpmechanismus liefern. Dabei wird angenommen, dass das asymmetrische
AcrB-Monomer drei verschiedene aufeinanderfolgende Konformationen wahrend des Trans-
ports einnimmt [195]. Dies korreliert mit dem oben beschriebenen Drehmechanismus. Im
Detail konnte bisher die Hypothese entwickelt werden, dass zunachst {iber eine Wasserstoff-
briickenbindung ein Kontakt zwischen den Aminosduren Thr978 und Asp407 hergestellt wird.
Nach Protonierung der Letzteren verdndert sich das Salzbriicken- und Wasserstoffbriicken-
Muster im relais-artigen Protonennetzwerk, was eine Serie an Konformationsdnderungen in-
itiiert und damit das Herauspumpen von Substanzen [209]. Zu den relevanten Aminosduren
innerhalb des méglichen Netzwerks von elektrostatisch interagierenden, funktionellen Grup-
pen zahlen inzwischen auch Asp408 (Protonierung) und Lys940 [207].

Das Membranfusionsprotein (MFP) AcrA (41 kDa ohne den Lipidanteil) ist ein peri-
plasmatisches Lipoprotein, dass in Losung als asymmetrisches Monomer vorliegt. Nach Ab-
spaltung eines Signalpeptids (Aminosaure 1-24) am N-terminalen Teil von AcrA kommt es zur
Lipidmodifikation am endstandigen Cystein (Diacylglycerin mit Palmitinsdureketten). Dabei
scheint die Lipidmodifikation keinen Einfluss auf die Funktion von AcrA zu haben, ist jedoch
verantwortlich fiir die Verankerung in der Zytoplasmamembran [125, 240, 87, 93].
Aufgrund seiner gestreckten Gestalt (100-200 A, 10-20 nm) hat man zunichst angenommen,
dass AcrA den periplasmatischen Raum tberbriickt und so das Zusammenspiel der Kompo-
nenten der duBeren (TolC) und inneren (AcrB) Membran koordiniert [240]. Hierzu gab es
zwei unterschiedliche Theorien, die in Abbildung 1.6 dargestellt sind.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Hypothesen zur Funktion von AcrA [47]
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AcrA scheint ein sehr flexibles Molekiil zu sein, das, induziert durch eine saure pH-Wert-
Anderung, oligomerisiert und dabei eine reversible Konformationsinderung vollzieht [87]. Als
Oligomer, moglicherweise Trimer, bildet AcrA einen stabilen membran-assoziierten Komplex
mit AcrB, in Abwesenheit von Substraten oder TolC [241, 93]. Hierbei wurde allerdings der
Lipidanteil von AcrA nicht mit betrachtet. In diesem Komplex kommt der Kontakt zu AcrB
iiber Aminosduren am C-terminale Ende zustande. Diesen Kontakt kann AcrA mit den meis-
ten RND-Pumpen in E. coli , so z.B. auch mit AcrF und YhiU, eingehen, weshalb es als
"universelles” MFP angesehen wird [48].

Mittlerweile (2006) konnte die Struktur des AcrA-Monomers rontgenkristallographisch ana-
lysiert werden [140]. Hierbei ist zunichst die groBe Ahnlichkeit zwischen AcrA und dem
homologen MexA aus Pseudomonas aeruginosa, dessen Struktur schon langer bekannt ist,
hervorzuheben (Abb. 1.7).

Abbildung 1.7: Proteinstruktur von AcrA: Links AcrA-Monomer, Rechts MexA-Monomer
[140, 78].

Beide Molekiile bestehen aus drei Doméanen: einem (-Zylinder (3-barrel) bestehend aus sechs
antiparallel angeordneten [-Faltblattern und einer einzelnen a-Helix am Ende, einer Lipoyl-
Domane und einer a-helikalen Haarnadelstruktur (hairpin). Letztere Domane zeigt eine hohe
Flexibilitat, was als potentiell signifikant fiir die mechanische Kopplung zwischen einer AcrA-
Konformation und der Offnung des TolC-Tunnels verantwortlich gilt [140]. Dass eine Bindung
zwischen AcrA und TolC iiber diese a-Helices erfolgt, konnte inzwischen bestatigt werden
[58, 206].

Diese Erkenntnisse und Untersuchungen an MexA fiihrten zu einer Weiterentwicklung des
Funktions-Modells von Adaptor-Molekiilen (MFPs). Durch die Neigung von MexA im Kfristall
zu einer seitlichen Anlagerung von Monomeren iiber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den (-Faltblattern, konnte eine Zylinderstruktur aus a-Helices beobachtet werden. Hierbei
konnte die genaue Zahl der oligomerisierenden MexA-Molekiile nur vermutet werden [78].
Ausgehend von verschiedenen Daten wurde so ein Modell entwickelt, zu sehen in Abbildung
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1.8, das die in Abbildung 1.6 vorgestellten nicht mehr unterstiitzen kann. Experimente hin-
sichtlich der Interaktion zwischen AcrA und TolC deuten inzwischen fiir AcrA auf ein Hexamer
hin [206].

OM

periplasm

Abbildung 1.8: Modell zur Proteinstruktur von MexA: Links Seitenansicht MexA in die
bekannten Strukturen von AcrB und TolC modelliert , Rechts postuliertes
MexA-Ringmodell aus 9 Monomeren in Aufsicht [78].

Fir MexA wurde auch die Mboglichkeit der direkten Substratbindung tber den (-
Zylinderbereich, der der a-helikalen Haarnadelstruktur gegeniiberliegt, postuliert [78]. Dies
deckt sich mit friiheren Experimenten zur Substratspezifitit von AcrAB, die auf einen
moglichen direkten Einfluss von AcrA auf das Substratspektrum hindeuten [238].

TolC, ein Protein der dulleren Membran, ist in der Lage mit AcrA und AcrB zu as-
soziieren und somit Teil der Multikomponenten-Effluxpumpe [51]. Aufgrund des pleiotropen
Phanotyps von tolC-Deletionsmutanten, konnte TolC auch in Zusammenhang mit ande-
ren Aktivitdten in E. coli gebracht werden, wie dem Import von Colicin [242] und der a-
Hamolysin-Exkretion (Multikomponentensystem mit HlyB und HlyD) [221]. Des Weiteren
existieren Vermutungen iiber einen moglichen Einfluss auf die Porinregulation [142, 145].
Diesbeziiglich konnten Misra et al. beobachten, dass es in to/C-Mutanten zur Reduktion
der Expression von ompF kommt. Haupteffekt der to/C-Mutation kénnte dabei eine Be-
einflussung des Porin-regulierenden Systems zugunsten der Expression von micF und ompC
darstellen, was jedoch bisher nicht vollstandig aufgekldrt werden konnte [142].

Zudem gab es Spekulationen iiber eine Rolle zur Beeinflussung der Segregation der Chromo-
somen [80] und des DNA-Superspiralisierungsgrads [44]. In letzterem Fall konnte in E. coli
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eine Kompensation von topA-Mutationen und des dadurch veranderten Superspiralisierungs-
grads durch eine zu gyrA- bzw. gyrB-Mutationen alternative Mutation beobachtet werden.
Diese sogenannte toc-Mutation (topoisomerase one compensatory) ist in direkter Ndhe von
tolC lokalisiert und scheint to/C zu beeinflussen. Dabei ist sowohl der Mechanismus als auch
der dadurch hervorgerufene mogliche Einfluss auf den DNA-Superspiralisierungsgrad unge-
klart [175, 44]. Weiterhin assoziiert TolC auch mit anderen RND-Pumpen, wie z.B. AcrEF
(Abschnitt 1.6.1) und ist somit nicht nur Interaktionspartner von AcrAB.
Réntgenstrukturanalysen ergaben fiir TolC eine trimere Struktur mit einer Linge von 140 A.
Dabei formen die drei Monomere einen transmembraniren 40 A-langen Zylinder aus 12 j3-
Faltblattern, der das Protein in der dueren Membran verankert. Dieser Kanal ist zum exter-
nen Medium hin konstitutiv gedffnet. Der 100 A-lange periplasmatische Zylinder besteht aus
insgesamt 12 linksgdngigen a-Helices, die antiparallel angeordnet sind. Dieser Zylinder be-
sitzt am unteren Ende eine Pore, die durch sechs nach innen gefaltete a-Helices geschlossen
ist [101, 102]. Die Struktur von TolC konnte bisher bei keinem anderen Protein der duferen
Membran in E. coli gefunden werden (Abb. 1.9).

oM §

Abbildung 1.9: Proteinstrukturen verschiedener OMPs (outer membrane proteins) in der
Aufsicht und auf Membranebene, die einzelnen Monomere sind farblich
differenziert [102].
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Zur Offnung der geschlossenen TolC-Pore wurde ein Iris-artiger Mechanismus postuliert, was
durch einige Experimente unterstiitzt werden konnte [102] (Abb.1.10).

Die Pore kann durch trivalente Kationen, wie z.B. Kobalthexamin, blockiert werden, wobei
ein "Aspartat-Ring”, der aus den Carboxylgruppen von drei Asparaginsdure-Resten gebildet
wird, fiir die Bindung verantwortlich zu sein scheint [79, 10].

Abbildung 1.10: Mechanismus zur Offnung der TolC-Pore: Geschlossener und offener Zu-
stand im Vergleich, oben mit der Connolly-Oberflache und unten mit
den Helices dargestellt. Die Nummerierung der Helices wurde von [101]
ibernommen. Gezeigt werden die intramonomeren (I und 1) und inter-
monomeren (II1) Verbindungen [102].

Das aktuellste Modell zur Funktionsweise, das sich aus den bekannten Strukturen der
Multikomponenten-Effluxpumpe AcrAB/TolC und verschiedenen Studien ergibt, ist in
Abbildung 1.11 dargestellt.

Zusammengefasst deuten verschiedene Untersuchungen darauf hin, dass ein schwacher
Kontakt zwischen den periplasmatischen Doménen von AcrB und TolC hergestellt wird [210].
Dieser Kontakt muss jedoch durch das Membranfusionsprotein AcrA stabilisiert werden.
Dabei scheint es so zu sein, dass AcrA und AcrB konstitutiv im Komplex vorliegen, wobei
ungeklart ist, ob dafiir das Substrat gebunden sein muss, und gemeinsam TolC rekrutieren
[216].
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drugs efc *

Abbildung 1.11: Schema zum Aufbau und Mechanismus der AcrAB/TolC-Effluxpumpe:
Der Komplex AcrA-AcrB rekrutiert TolC [102].

1.5.2 Regulation durch den lokalen Repressor AcrR

Der lokale Repressor der AcrAB/TolC-Effluxpumpe AcrR gehdrt zur sogenannten TetR-
Repressor-Familie, wie z.B. auch AcrS aus E. coli (Abschnitt 1.6.2), QacR aus S. aureus
und MtrR aus N. gonorrhoeae. Mittels eines von Ramos et al. entwickelten Profils, welches
auf Sequenz- und Struktur-Ahnlichkeiten beruht, kdnnen Mitglieder dieser Familie identifiziert
werden. Gemeinsam ist diesen Proteinen dabei, dass sie als Dimer agieren, dessen Monomere
jeweils iiber ein HTH-Bindemotiv (helix-turn-helix) verfigen [176, 65].

Das fiir den Repressor codierende Gen acrR (Datenblatt A.4) wird divergent zum acrAB-
Operon transkribiert (Abb. 1.12), wobei sich der Promotor innerhalb der intergenischen Regi-
on zwischen acrR und acrA befindet. Mittels vergleichender Sequenzanalyse durch sogenann-
tes phylogenetic footprintig [56] konnte eine mogliche AcrR-Erkennungssequenz in diesem
Bereich identifiziert werden [184] (Datenblatt A.1).

Im Jahr 2006 wurde die Struktur von AcrR rontgenkristallographisch aufgeklart [114].

Der Repressor reprimiert nicht nur die Expression von acrAB, sondern auch seine eigene, d.h.
er ist autoreguliert. Die primdre Aufgabe von AcrR besteht vermutlich darin als spezifischer
sekundarer Regulator fiir das fine tuning der acrAB-Expression zu sorgen, d.h die Zelle vor
einer exzessiven Uberexpression der Pumpe zu schiitzen [124]. Hierbei handelt es sich aus
zwei Griinden um einen neuen Regulationsmechanismus in E. coli. Zum Einen sind die glo-
balen Regulatoren primér, d.h. die Regulation der AcrAB/TolC-Effluxpumpe als Antwort auf
duRere Einfliisse (z.B. Antibiotika, oxidativer Stress) erfolgt iiber diese, wahrend der lokale
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Regulator sekundar ist, d.h. als Antwort auf Expressionsverdnderungen der Pumpengene zur
beschriebenen Feineinstellung notwendig ist. Zum Anderen kommt es bei starker Uberexpres-
sion von acrAB gleichzeitig zu einer erhéhten Expression von acrR, um die Funktion (fine
tuning) des Repressors gewahrleisten zu kdnnen. Dieser Effekt konnte jedoch bei 25°C nicht
gezeigt werden konnte [124].

Bei der Entwicklung klinisch relevanter Fluorchinolonresistenz in E. coli-Stammen kommt
es zu einer Akkumulation von Mutationen in verschiedenen Gen-Loci. Dabei kann auch das
Gen des Repressors AcrR involviert sein. Verschiedene in vivo-Studien konnten zeigen, dass
Mutationen in acrR zur Resistenz, die teilweise klinisch relevant ist, fiihren [225, 223, 90].
Dabei konnten bisher Punktmutationen, eine 9 bp Deletion, eine 22 bp Duplikation und
die Insertion des IS-Elementes 186 (Datenblatt A.4) in acrR fiir eine gesteigerte Resistenz
verantwortlich gemacht werden [223, 90]. Von besonderem Interesse scheint der Aminosaure-
austausch von Arginin zu Cystein an Position 45 zu sein, der in mehreren klinischen Isolaten
gefunden werden konnte. Diese Position ist hoch konserviert und befindet sich innerhalb des
HTH-Bindemotivs [225, 226].

Durch den Verlust der Repressorfunktion kommt es in den Zellen zu einer erhéhten Expression
von acrAB und damit zu einem gesteigerten Efflux u.a. von Fluorchinolonen.

1.5.3 Regulation iiber globale Regulatorsysteme

Die Expression der Gene acrAB als Antwort auf dufere Faktoren (Umwelteinflisse, Stress-
bedingungen) wird primar durch globale Regulatorsysteme kontrolliert.

Mutationen in den Genen dieser Regulatorsysteme kdnnen zur Uberexpression der
AcrAB/TolC-Effluxpumpe und damit zu erhdhter Resistenz fithren (Abschnitt 1.5.3.1 und
1.5.3.2) [65].

In Abbildung 1.12 sind die wichtigsten Regulatoren von acrAB und deren Organisation
schematisch dargestellt, auf die in den folgenden Unterkapiteln im Einzelnen eingegangen
werden soll.

1.5.3.1 Das mar-Operon: MarA, MarR

Der chromosomale multiple-antibiotic-resistance(mar)-Locus wurde zuerst bei E. coli be-
schrieben [57]. Inzwischen ist aber bekannt, dass es eine weite Verbreitung dieser Gene bei
Enterobacteriaceae gibt [35].

Der mar-Locus besteht aus dem Gen marC und dem Operon marRAB, die divergent transkri-
biert werden. Hierbei werden zwei unterschiedliche Promotoren innerhalb der intergenischen
Region zwischen marC und marR genutzt (Abb. 1.12). Diese Region wird auch als Operator
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Abbildung 1.12: Ubersichtsschema zur Regulation von acrAB [65]

marQO bezeichnet (Datenblatt A.3) [20].

Bei MarC konnte es sich méglicherweise um ein integrales Protein der Zytoplasmamembran
handeln, dessen Funktion ungeklart ist. Ebenso ungeklart ist die Funktion von MarB [20].
Im Folgenden soll deshalb nur auf die fiir die Regulation der AcrAB/TolC-Effluxpumpe wich-
tige Rolle von MarA und MarR eingegangen werden.

MarA gehort zur sogenannten AraC/XylS-Familie von Transkriptionsregulatoren [52, 45]
und ist direkter Aktivator oder indirekter Aktivator bzw. Repressor fiir mehr als 60 ver-
schiedene Gene (z.B. fpr, fumC, micF, inaA, sodA, nfo, zwf, acrAB, deren Funktion im
Abkiirzungsverzeichnis angegeben ist), die zusammen als mar-Regulon bezeichnet werden.
Erhohte Expression des mar-Regulons fiihrt zu einer erhohten Resistenz gegeniiber verschie-
denen Substanzen (z.B. Antibiotika, oxidative Verbindungen) [20, 168, 89]. Dabei scheinen
die Promotoren von weniger als 40 Genen direkt aktiviert zu werden, so auch acrAB (Abb.
1.12) [135].

Die Struktur von MarA inklusive der DNA-Binderegion konnte rontgenkristallographisch ana-
lysiert werden [181] (Abb. 1.13). MarA besteht aus 127 Aminosduren und agiert, im Gegen-
satz zu anderen prokaryotischen Transkriptionsregulatoren wie z.B. TetR-Familienmitglieder
(AcrR, Abschnitt 1.5.2), als Monomer.
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Abbildung 1.13: 3D-Strukturmodell von MarA erstellt nach Rhee et al. mit der marbox des
mar-Operons [181] (ribbon-Darstellung inklusive Connolly-Oberflache)

Dies ist nur moglich, da MarA iiber zwei homologe HTH-Bindemotive (helix-turn-helix) ver-
fugt, welche iiber eine Helix verbunden sind, die die Orientierung und den Abstand dieser
beiden Motive bestimmt. Die Bindung beider Helices gleichzeitig ist nur méglich durch Beu-
gung der DNA (ca. 35°) [181].

Die Bindung von MarA erfolgt an bestimmte Erkennungssequenzen innerhalb der Promotor-
region des zu regulierenden Gens, der sogenannten marbox. Trotz der Degeneriertheit, Asym-
metrie, sowie unterschiedlichen Lage und Orientierung dieser 20 bp-langen Sequenz, konnte
inzwischen eine Konsensussequenz erstellt werden. Dabei wurde auch eine Nomenklatur be-
ziiglich der relativen Lage zur -35- und -10-Region sowie der Orientierung entwickelt: class |
marbox: B-orientation (backward), upstream der -35-Region, class Il marbox: F-orientation
(forward), Uberlappung mit der -35-Region [129].

Das mar-Operon selber kann durch MarA iiber eine entsprechende marbox (class |, Daten-
blatt A.3) autoaktiviert werden (positive Autoregulation) [131]. Die marbox von acrAB ist
ebenfalls eine class | marbox und im Datenblatt A.1 aufgefiihrt [129]. Auch fiir to/C konnte
eine marbox identifiziert werden [12].

NMR-Untersuchungen zur Interaktion von MarA mit verschiedenen marboxes in Ldsung,
lassen unterschiedliche Konformationen vermuten. Diese schwachen aber signifikanten Neu-
ordnungen von Seitenketten und/oder des backbones, kdnnten fiir die Bindung an unter-
schiedliche DNA-Sequenzen notwendig sein [39].

Fiir die transkriptionale Aktivierung durch Kontakt zwischen MarA und der RNA-Polymerase
wurde ein neuer Mechanismus, das sogenannte prerecruitment postuliert. Hierbei bilden MarA
und die RNA-Polymerase einen bindren Komplex, welcher anschlieBend die DNA nach mégli-
chen Bindungsstellen (marbox) absucht [134]. Dabei ist noch ungeklart, ob wie bei anderen
Regulatoren vom AraC-Typ eine Bindung an die RNA-Polymerase iiber deren C-terminale
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Domane erfolgt. Ausgeschlossen werden konnte lediglich eine Bindung iiber den N-Terminus
[45].

Als Mechanismus fiir die Umkehr einer Induktion von MarA, d.h. fiir den Abbau des Proteins,
wird eine proteolytische Spaltung von vermutlich 8 Aminosduren des N-Terminus durch die
Lon-Protease diskutiert [63, 152].

Durch den Einsatz von anti-sense marA-DNA konnte die Expression des mar-Operons direkt
experimentell inhibiert werden [230].

MarR ist der Prototyp der MarR-Familie von Regulatorproteinen und lokaler Repressor des
mar-QOperons.

Die rontgenkristallographische Analyse von MarR ergab die in Abbildung 1.14 dargestellte
3D-Struktur. Dabei konnte in Ubereinstimmung mit friiheren Studien gezeigt werden, dass
MarR als Dimer vorliegt, dessen Monomere jeweils aus 144 Aminosduren bestehen [7, 198].
Jedes Monomer verfiigt tber ein fiir die DNA-Bindung verantwortliches winged-helix-
Bindemotiv (41-a3-a4-/52-W1-33 in Abb. 1.15).

Abbildung 1.14: 3D-Strukturmodell von MarR erstellt nach Alekshun et al. [7] (ribbon-
Darstellung inklusive Connolly-Oberflache)
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Abbildung 1.15: ribbon-Darstellung von MarR mit Kennzeichnung der einzelnen Helices
und Faltblattstrukturen [7]

Die Bindung innerhalb des Operators marO erfolgt iiber zwei verschiedene Binderegionen
(Datenblatt A.3, Abb. 1.12). Die fiir die Repression entscheidende primdre Binderegion
(site I) grenzt an die -35-Region und iiberlappt 4 bp mit der -10-RNA-Polymerase-
Erkennungssequenz. Die zweite Binderegion (site Il), deren Bedeutung noch nicht génzlich
geklart ist, beginnt 13 bp weiter downstream zur site | und endet genau vor dem ersten
Basenpaar der codierenden Sequenz von marR. Es wird vermutet, dass das Pentamer
TTGCC fiir die Erkennung von MarR von besonderer Bedeutung ist [132, 5]. Die Aktivierung
des mar-Operons durch den Induktor Salicylat (Natriumsalz) erfolgt iiber dessen Bindung
an MarR [7], wodurch die Bindung des Repressors an die beiden DNA-Sequenzen (site | und
site 1) verhindert wird [34].

Auch andere Phenole, die iiber den gleichen Mechanismus zur Aktivierung fiihren, z3hlen
zu Induktoren des mar-Operons. Dazu gehoren die Natriumsalze der Acetylsalicylsdure
und Benzoesidure, sowie Paracetamol. Sie bewirken jedoch eine geringere Aktivierung als
Salicylat [34].

Weitere Induktoren des mar-Operons sind Vitamin K, andere Naphthochinone, Ethanol oder
Gallensalze. Uber deren Bindungsmodus ist jedoch nichts bekannt. Diese im natiirlichen
Habitat von E. coli vorkommenden Substanzen kdnnten als alternative Induktoren bei der
Entwicklung von Resistenzen eine entscheidende Rolle spielen [34].

Auch fiir hdufig angewendete Arzneistoffe wird inzwischen die Moglichkeit einer Induktion
des mar-Operons diskutiert, so insbesondere fiir Diazepam [212].

Zusammenfassend fiihrt die Uberexpression von marA in E. coli zur Ausprigung von Resis-
tenzen gegeniiber vielen verschiedenen, nicht verwandten Substanzen [54, 144].

Bei der Entwicklung der hohen klinisch relevanten Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen spielt
im Besonderen das Auftreten von marR- und marO-Mutationen sowohl in vitro als auch

32



1.5 Die AcrAB/TolC-Effluxpumpe in E. coli

in vivo eine Rolle [75, 95, 117]. Insgesamt ist die daraus resultierende Uberexpression der
AcrAB/TolC-Effluxpumpe maRgeblich fiir die Resistenz verantwortlich, wohingegen die Re-
duktion des Porins OmpF untergeordnet zu sein scheint [54].

Ein Merkmal von E. coli-marR-Mutanten ist die reduzierte Fitness im Vergleich zum Aus-
gangsstamm, die sich vor allem in der verringerten Wachstumsgeschwindigkeit zeigt [194].
Von Schulte (2001) wurde in einem Fitness-Kompensationsexperiment untersucht, ob nach
selektionsfreier Inkubation moglicherweise kompensatorische Mutationen diesen Fitnessver-
lust ausgleichen kdnnen. Dabei konnten u.a. marR-Mutanten mit zusatzlichen Punktmutatio-
nen in marA, die eine zum Ausgangsstamm vergleichbare Fitness und eine wiederhergestellte
Empfindlichkeit aufwiesen, isoliert werden. Ob oder in welchem Ausmal ein Zusammenhang
zwischen der wiederhergestellten Fitness und Empfindlichkeit mit dem mutierten MarA be-
steht, konnte bisher noch nicht geklart werden [194]. Daher waren weitere Untersuchungen
der marA-Punktmutanten, sowie zum generellen Einfluss des mar-Operons und damit der
AcrAB /TolC-Effluxpumpe in E. coli auf die Fitness von grolem Interesse.

1.5.3.2 SoxRS

Als Antwort auf oxidativen Stress werden in E. coli die Gene des soxRS-Regulons aktiviert [8].
Das fiir diese Regulation verantwortliche soxRS-Operon besteht aus den divergent transkri-
bierten Genen fiir den globalen Aktivator SoxS und dessen positiven Regulator SoxR (Abb.
1.12) [233, 65, 20].

Das Protein SoxS zeigt grofe Homologie zu MarA und gehort ebenfalls zur AraC/XylS-
Familie von Transkriptionsaktivatoren [115, 52]. Zur Uberexpression von SoxS und damit zur
direkten oder indirekten Aktivierung diverser Gene kommt es nach der durch SoxR aktivierten
de novo-Expression von soxS [65, 168].

Beispiele von Genen, die zum soxRS-Regulon gehdren sind sodA, fpr, micF, ribA, inaA,
fldA/B, nfo, marRAB, nfsA, zwf, fur, fumC, acnA, rimK, tolC und acrAB (die Funktion
dieser Gene ist im Abkiirzungsverzeichnis angegeben) [168, 131, 20]. Hier zeigt sich eine
deutliche Uberlappung mit dem mar-Regulon, die teilweise auf direkter Aktivierung des mar-
Operons beruht und somit zur Auspragung eines MAR-Phanotyps fiihrt [131, 20]. Auch die
Aktivierung von acrAB durch SoxS erfolgt vermutlich direkt (Abb. 1.12) [65]. Des Weiteren
unterliegt die soxRS-Transkription einer negativen Autoregulation durch SoxS selbst [157].
SoxS ist mit 107 Aminosauren das kleinste Mitglied der AraC/XylS-Familie und agiert wie
MarA iiber zwei HTH-Bindemotive als Monomer [52]. Die DNA-Bindung erfolgt ebenfalls in-
nerhalb des Promotors der zu aktivierenden Gene iiber die marbox (Abschnitt 1.5.3.1) [129].
Hierbei zeigen MarA und SoxS hinsichtlich dieser Erkennungssequenzen unterschiedlich star-
ke Affinitdten, was zu einem quantitativ unterschiedlichem Ausmal der Aktivierung fiihrt
[135]. In der Konsequenz resultiert daraus, dass SoxS zu einer groReren Resistenz gegeniiber
Superoxiden fiihrt als im Vergleich die Uberexpression von MarA [130].
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Fiir die Gen-Aktivierung durch SoxS ist bekannt, dass diese iiber eine Interaktion von SoxS mit
der RNA-Polymerase zustande kommt [88, 134]. Als allgemeiner Mechanismus wird hier wie
bei MarA das sogenannte prerecruitment vermutet, d.h. die Bildung eines bindren Komple-
xes (SoxS-RNA-Polymerase), welcher das Chromosom nach méglichen Bindestellen absucht
[134, 199, 64]. Dabei scheint SoxS an den C-Terminus der RNA-Polymerase zu binden und
als eine Art Co-o-Faktor zu agieren [199]. Weitere Studien ergaben zwei mdgliche Aktivie-
rungsmechanismen abhangig von der Lage der marbox. Bei einer class | marbox (Abschnitt
1.5.3.1) verlduft die Aktivierung wie gerade beschrieben, wohingegen bei einer class || marbox
(Abschnitt 1.5.3.1) der genaue Mechanismus noch unbekannt ist, jedoch die Bindung an den
C-Terminus der RNA-Polymerase keine Rolle zu spielen scheint (ambidextrous transcriptional
activation) [88, 134].

Ebenso wie MarA (Abschnitt 1.5.3.1) wird als verantwortlich fiir den proteolytischen Abbau
von SoxS (17 Aminosauren des N-Terminus) nach Aussetzen der Induktion die Lon-Protease
diskutiert [63, 200].

Der positive Regulator des soxRS-Operons SoxR gehdrt zur MerR-Familie von Metall-
bindenden Transkriptionsfaktoren und agiert als Homodimer. Jedes Monomer besitzt ei-
ne DNA-Binderegion (HTH-Bindemotiv) und ein [2Fe-2S]-Zentrum [76], welches im nicht-
aktiviertem Zustand in der reduzierten Form vorliegt [41, 55].

Bei auftretendem oxidativem Stress durch Superoxide oder Substanzen, die in der Lage sind
Elektronen von NADP oder NADPH abzuspalten, auf molekularen Sauerstoff zu iibertra-
gen und damit sogenannte Superoxide zu generieren, kommt es zur Oxidation des [2Fe-2S]-
Zentrums von SoxR und damit zur Aktivierung der Transkription von SoxS. Solche Induktoren
sind z.B. Paraquat oder Naphtochinone (Menadion), aber auch Stickstoffoxide, die zur Nitro-
silierung von SoxR fiihren [168]. Des Weiteren scheint auch UVB-Strahlung eine Oxidation
des [2Fe-2S]-Zentrums von SoxR auszulGsen [61]. Auch konnte die Beteilung des soxRS-
Regulons als Antwort auf Hydroxyperoxide gezeigt werden [196].

SoxR besitzt innerhalb der iiberlappenden Promotorbereiche von soxR und soxS lediglich eine
Binderegion, die sowohl fiir die Autorepression von soxR als auch, nach Oxidation von SoxR,
fur die Aktivierung von soxS bendtigt wird [77]. Dies ist wahrscheinlich dadurch mdoglich,
indem SoxR nach Oxidation eine Anderung in der Proteinstruktur erfihrt [30].

Fiir die Riickkehr von SoxR zur reduzierten Form scheinen die Gene rsx und rseC eine Rolle
zu spielen, wobei der genaue Mechanismus noch nicht aufgeklart werden konnte [99].

Auch das soxRS-Operon scheint im Zusammenhang mit hoher Fluorchinolonresistenz in
E. coli zu stehen.

So konnte von Kern et al. die Bedeutung von Mutationen im soxRS-Operon bei der Entwick-
lung von Fluorchinolonresistenz in E. coli in vitro gezeigt werden [95]. Auch in vivo konnten
innerhalb des soxRS-Operons, vor allem in soxR, Mutationen identifiziert werden, die eine
erhdhte Resistenz gegeniiber Antibiotika in E. coli verursachten [103].

Ob es sich hierbei in Hinblick auf Fluorchinolonresistenz um ein bei klinischen Isolaten hiufig
auftretendes Phdnomen handelt, ist bisher noch nicht geklart.
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1.5.3.3 Rob

Das E. coli Protein Rob (right oriC binding) gehért als Homologon von MarA und SoxS
zur AraC/XylS-Familie von Transkriptionsfaktoren. Rob reguliert ebenfalls diverse Gruppen
von Genen (Regulon), welche im Zusammenhang mit der Resistenz gegeniiber Antibiotika,
organischen Lésungsmitteln und Schwermetallen stehen. Dabei weist dieses Protein ein iiber-
lappendes Spektrum kontrollierter Gene zu MarA bzw. SoxS auf [52] (Abschnitte 1.5.3.1 und
1.5.3.2).

|dentifiziert wurde Rob zunichst aufgrund seiner Bindung am "rechten Rand” (right border)
von oriC, wobei kein Einfluss auf die DNA-Replikation nachgewiesen werden konnte. In diesen
Untersuchungen konnte auch die Lage des rob-Gens zwischen trpR und der phoM-Region
identifiziert werden [203].

Rob wird in E. coli, im Gegensatz zu MarA und SoxS, konstitutiv exprimiert mit einer Anzahl
von ca. 5.000-10.000 Molekiilen pro Zelle [203, 15]. Die Analyse des Rob-Regulons mittels
rob-Nullmutanten ergab, dass durch den basal level an Rob-Protein die Gene inaA, marRAB,
asIB, ybaO, mdIA, ythD und ybiS aktiviert werden, wohingegen galT reprimiert wird. Ob-
wohl Rob in dieser groRen Menge in der Zelle vorliegt, werden die Gene des Regulons nur in
geringem MaRe aktiviert, so dass angenommen wird, dass Rob als Cofaktor agiert oder erst
einer Aktivierung bedarf [22]. In vitro-Experimente und Uberexpressionsversuche erweiterten
die Erkenntnisse iiber das Regulationsspektrum (micF, fumC, nfo, sodA, fpr, und zwf'), wobei
hier die Bedeutung fiir den tatsdchlichen Zustand (basal level) in der Zelle fraglich ist [13].
Die Funktion der in diesem Absatz aufgefiihrten Gene ist im Abkiirzungsverzeichnis angege-
ben.

Uber die Regulation des mar-Operons scheint Rob indirekt einen Einfluss auf die Resistenz
gegeniiber verschiedenen Substanzen auszuiiben (MAR-Phéanotyp) [22]. Das acrAB-Operon
wird jedoch direkt von Rob aktiviert (Abb. 1.12) [229]. Dabei liegt die primare Aufgabe
des konstitutiv exprimierten Rob Proteins vermutlich in der Aktivierung der Expression der
AcrAB/TolC-Effluxpumpe als Antwort auf im natiirlichen Habitat vorkommende toxische
Substanzen, wie Gallensalze und Fettsduren. Fiir den Mechanismus wird eine Art Aktivierung
von Rob durch Bindung der Substanzen an dessen C-Terminus diskutiert [185].

Mittlerweile konnte die Struktur von Rob im Komplex mit der Erkennungssequenz im Pro-
motor von micF aufgeklart werden (Abb. 1.16) [106].

Dadurch wurden neue Theorien hinsichtlich des Aktivierungsmechanismus entwickelt.
So konnte gezeigt werden, dass Rob ebenso wie MarA iiber zwei HTH-Bindemotive im
N-terminalen Teil (120 Aminosduren, homolog zu MarA und SoxS) verfiigt, welche iiber
eine weitere Helix miteinander verbunden sind. Des Weiteren besitzt Rob einen wesentlich
groeren C-terminalen Teil (169 Aminosduren, homolog zu GalT) als MarA oder SoxS,
dessen Bedeutung noch ungeklart ist, fiir den jedoch die Bindung von Effektormolekiilen
vermutet wird [106]. Mogliche Effektormolekiile sind sehr wahrscheinlich Gallensalze und
Fettsauren [185].
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Abbildung 1.16: ribbon-Darstellung von Rob inklusive der DNA-Bindestelle im micF-
Promotor: rot markiert ist der zu MarA und SoxS homologe Bereich,
blau markiert ist der C-terminale Teil [106, 65].

Die DNA-Bindung selber erfolgt wie bei MarA und SoxS iiber die 20 bp Erkennungssequenz,
die sogenannte marbox (Abschnitt 1.5.3.1). Dabei scheint Rob nur mit dem N-terminalen
HTH-Motiv direkt zu binden. Fiir die Bindung des zweiten HTH-Motivs wurden unter-
schiedliche Hypothesen entwickelt. Zum Einen kdnnte es nach Bindung zu einer Beugung
der DNA oder nach Bindung eines Effektormolekiils oder Verlust eines Inhibitors zu einer
Konformationsidnderung von Rob kommen. Zum Anderen konnte die Bindung lber eine
Helix ausreichen, aber fiir die Steigerung des Effekts in einigen anderen Promotoren auch
die zweite Helix von Bedeutung sein [106, 13].

Die Expression von rob wird sowohl von MarA [193] als auch von SoxS [139] reprimiert als
Antwort auf Antibiotika- bzw. oxidativen Stress. Dadurch werden die Bindungsstellen an den
entsprechenden Promotoren fiir diese beiden Transkriptionsaktivatoren frei.

Fiir eine posttranslationale Steigerung der Aktivitdt von Rob kdnnen 2,2'-Dipyridyl und
4,4'-Dipyridyl eingesetzt werden. Hierbei scheint eine Bindung dieser Substanzen an den
C-Terminus von Rob eine Rolle zu spielen [186].

1.5.3.4 Weitere Funktionen und Regulatoren

Neben der in Abschnitt 1.5 angesprochenen Rolle bei der Resistenzvermittlung gegeniiber
verschiedenen Substanzen, besteht eine weitere Aufgabe der AcrAB/TolC-Effluxpumpe ver-
mutlich darin, Signalmolekiile, die fiir die Zelldichten-abhangige Zell-Zell-Kommunikation
wichtig sind, herauszuschleusen [227].

Die Zell-Zell-Kommunikation von Bakterien basiert auf der Sekretion verschiedener nieder-
molekularer Signale und wird als quorum-sensing bezeichnet. Der quorum-sensing-Regulator
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SdiA (suppressor of division inhibition) in E. coli, ein LuxR-Homologon, spielt dabei eine
entscheidende Rolle [92, 235]. Dieser Regulator reguliert acrAB positiv, so dass mit Hilfe
der Effluxpumpe noch bisher unbekannte Signalmolekiile aus der Zelle transportiert werden
kénnen [174, 236]. Moglicherweise handelt es sich bei diesen Signalmolekiilen um solche mit
einer Chinolon-3hnlichen Struktur, wie sie schon bei Pseudomonas aeruginosa (2-Heptyl-3-
hydroxy-4-chinolon, Pseudomonas quinolone signal) beschrieben wurden [236, 174].

Des Weiteren scheint das E. coli Protein Fis (factor for invasion stimulation) ein indirek-
ter Aktivator von acrAB zu sein [133]. Fis ist ein sequenzspezifisches DNA-Bindeprotein
(iiber 35 bekannte Bindestellen), das verschiedene Gene reguliert, indem es bestimmte DNA-
Konformationen stimuliert [162, 163]. Dadurch bewirkt Fis eine Fixierung des negativen Su-
perspiralisierungsgrads und stabilisiert die DNA-Architektur verschiedener Promotoren [65].
Durch eine der beiden Méglichkeiten verstarkt Fis die Transkriptionsaktivierung der Promo-
toren von rob, soxS und marA, wodurch die Expression von acrAB erhdht wird [133]. Dabei
ist fiir das mar-Operon eine Bindung von Fis innerhalb von marO stromabwarts (upstream)
von der marbox bekannt [65].

Das in der Abbildung 1.12 mit aufgefiihrte Protein MppA (periplasmic murein tripeptide
binding protein) scheint keine Bedeutung fiir die Regulation des mar-Operons und damit fiir
acrAB zu haben [25].

1.6 Die AcrEF/TolC-Effluxpumpe in E. coli

Eine weitere, aufgrund ihrer groBen Homologie, sowie einem vermutlich dhnlichem Substrat-
spektrum zu AcrAB, interessante RND-Effluxpumpe in E. coli ist AcrEF/TolC. Auch AcrEF
wird im Zusammenhang mit Fluorchinolonresistenz diskutiert [155, 125].

1.6.1 Struktur, Substratspektrum und Funktion

Der strukturelle Aufbau und vermutlich auch die Funktionsweise von AcrEF sind &hnlich zu
AcrAB (Abschnitt 1.5). Die eigentliche Pumpe AcrF befindet sich in der Zytoplasmamembran
und steht in direktem Kontakt mit dem Membranfusionsprotein AcrE. Auch AcrEF assoziiert,
fiir den Transport von Substanzen durch die dufere Membran mit dem Porin TolC [125].
Die Gene, die fiir AcrF und AcrE codieren, wurden erstmals falschlicherweise als envCD
kloniert, spater als acrEF bezeichnet und bilden wie acrAB ein Operon [97, 96, 155].

Mit der Uberexpression von acrEF auf Plasmiden konnte zum Einen die Uberempfind-
lichkeit von acrAB-Deletionsmutanten unterdriickt werden [208], zum Anderen konnte
gezeigt werden, dass AcrEF ein zu AcrAB nahezu identisches Substratspektrum besitzt
[155, 208, 82]. Die acrEF-Gene werden jedoch unter Laborbedingungen wenig bis gar nicht

37



1 Einleitung

exprimiert [127]. Dafiir scheint eine Maskierung des Effektes der AcrEF-Effluxpumpe durch
die AcrAB-Effluxpumpe verantwortlich zu sein [94].

Untersuchungen mit acrEF-Deletionsmutanten lassen darauf schlieBen, dass die Bedeutung
von AcrEF im Ausschleusen des toxischen Stoffwechselproduktes Indol (Tryptophanabbau)
liegt, bei dem AcrAB eine untergeordnete Rolle spielt [94, 43]. Indol ist ein putatives
extrazelluldres Signalmolekiil [222], welches auch in die Bildung von Biofilmen in E. coli
involviert ist [136] und iiberwiegend in der stationdren Wachstumsphase vorherrscht [180].
Des Weiteren wird vermutet, dass AcrEF mitverantwortlich fiir die Aufrechterhaltung der
Zellteilung ist. Dabei wird angenommen, dass diese Effluxpumpe in der Lage ist, die Produk-
te des Membran- und Murein-recyclings aus dem periplasmatischen Raum zu entfernen [107].

1.6.2 Regulation

Analog zu acrAB wird das acrEF-Operon ebenfalls durch einen divergent transkribierten loka-
len Repressor der TetR-Familie reguliert [176]. Entsprechend der schon erwédhnten Verwechs-
lung wurde dieser zunachst als EnvR bezeichnet und spéater in AcrS umbenannt [155, 107].
Innerhalb der intergenischen Region zwischen acrS und acrE konnte mittels vergleichender
Sequenzanalyse durch phylogenetic footprintig [56] eine putative AcrR-Erkennungssequenz
identifiziert werden [184] (Datenblatt A.2), deren Bedeutung jedoch ungeklart ist.

In der gleichen Studie konnte des Weiteren eine marbox, die Erkennungssequenz des globalen
Transkriptionsaktivators MarA (Abschnitt 1.5.3.1), gefunden werden, wobei auch hier die
Funktionalitdt noch ungeklart ist [184] (Datenblatt A.2).

Aufgrund der Tatsache, dass acrEF nur wenig bis gar nicht exprimiert wird, AcrEF aller-
dings ein dhnliches Substratspektrum wie AcrAB aufweist, wurde angenommen, dass AcrEF
AcrAB bei Funktionsverlust ersetzt. Dieses Phdanomen konnte jedoch zunachst lediglich in
artifiziellen Systemen (Uberexpressionsvektoren) gezeigt werden [208]. Des Weiteren konnte
von Elkins und Nikaido gezeigt werden, dass die MF-Proteine AcrA und AcrE beliebig aus-
tauschbar zu sein scheinen. So konnte unter anderem ein AcrA-Verlust durch eine erhdhte
AcrE-Menge kompensiert werden [48]. Kobayashi et al. konnten ergdnzend zeigen, dass bei
einem AcrB-Verlust dieser durch eine Erhéhung der Menge AcrF kompensiert werden kann
[98].

In neueren Studien wurden E. coli-Stdmme mit Insertionen im acrB-Gen (1S30, 1S186) un-
tersucht, welche dadurch eine verminderte Toleranz gegeniiber organischen L&sungsmitteln
aufwiesen. Nach einem weiteren Selektionsschritt waren diese Stimme wieder resistent. Ver-
antwortlich dafiir wurden IS-Elemente (IS1, 1S2) innerhalb der intergenischen Region zwischen
acrS und acrE gemacht (Abb. 1.17 und Datenblatt A.2). Nach Integration von IS1 bzw. 1S2
konnte eine erhohte Expression der AcrEF/TolC-Effluxpumpe nachgewiesen werden, wobei
der Effekt fiir 1S2 etwas starker ausgepragt war [98, 90]. Als Mechanismus fiir die gestei-
gerte Expression von acrEF durch 1S2 wurde die mogliche Bildung eines Hybridpromotors
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vermutet [90]. Diese Steigerung der Expression von acrEF nach Insertion von IS-Elementen
(IS1, 1S10) innerhalb der intergenischen Region (acrS-acrE) konnte inzwischen auch bei
Salmonellen beobachtet werden [160].

acrS acrE

—
398 bp

IS1
——, -
229bp 768 bp 178 bp

IS2
o _—— >

313 bp 1327 bp 90 bp

Abbildung 1.17: Schematische Darstellung der acrSE-intergenischen Region (offene Pfeile
zeigen die Richtung der Gene acrS und acrE an) und Markierung der IS-
Elemente mit dunklen Balken unter Richtungsangabe des Transposase-
Gens [98].

Ein weiterer moglicher Mechanismus scheint die Regulation durch H-NS (histone like protein)
zu sein. H-NS ist in gramnegativen Bakterien weit verbreitet, beteiligt an der Strukturierung
des bakteriellen Chromosoms und der Regulation verschiedener Gene [14, 26].

Die meisten dieser Gene spielen eine Rolle bei der Anpassung an verdnderte Umweltbedin-
gungen und/oder bei der Virulenz [86]. Es konnte gezeigt werden, dass H-NS die Expression
unter anderem von acrEF reprimiert und, dass durch Deletion von hns die Resistenz in
E. coli-Stammen mit acrAB-Deletion wieder hergestellt werden konnte [156].

Auch scheint die in Abschnitt 1.5.3.4 angesprochene Regulation von acrAB durch SdiA,
fiir die Funktion bei der Zell-Zell-Kommunikation, ebenfalls bei acrEF eine Rolle zu spielen
[227].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Vor dem Hintergrund einer weltweiten Zunahme bakterieller Resistenzen gegeniiber den ein-
gesetzten Antibiotika und der dadurch erschwerten Therapie von Infektionskrankheiten, ist
das Verstandnis der dahinterstehenden Resistenzmechanismen unabdingbar. Aufgrund der
dabei zunehmenden Bedeutung von Efflux-bedingten hochgradigen Resistenzen gegeniiber

39



1 Einleitung

vielen nicht-verwandten Substanzen (Abschnitt 1.4 und 1.3) gilt diesem Mechanismus be-
sondere Aufmerksamkeit.

Bei der Entwicklung von Fluorchinolonresistenz in E. coli scheint der Effluxmechanismus ei-
ne entscheidende Rolle zu spielen. Hierbei kommt vor allem der AcrAB/TolC-Effluxpumpe
Bedeutung zu. So scheint die Funktionsfahigkeit dieser Pumpe Voraussetzung fiir die Ent-
stehung von target-Mutationen zu sein [158]. Dabei fiihren Einzelmutationen (bei E. coli in
gyrA) nicht zu einer klinisch relevanten Resistenz (MHK > 4 pg/mL), hierfiir sind zusatzli-
che Mutationen in den Genen der Zielstrukturen erforderlich [231]. Fiir die Entwicklung von
hoher klinisch relevanter Fluorchinolonresistenz ist die Akkumulation von Mutationen in ver-
schiedenen Genen notwendig, wobei in spdteren Selektionsschritten non target-Mutationen
auftreten. Meist sind die Gene des lokalen (acrR) und der globalen Regulatoren (z.B. mar-
Operon) der AcrAB/TolC-Effluxpumpe betroffen. Die dadurch verursachte Uberexpression
von acrAB ist demnach ein wichtiger Faktor in der Resistenzentwicklung von Fluorchinolo-
nen (Abschnitt 1.4).

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, mogliche Zusammenhange der Expression von acrAB
bei der Entwicklung der Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen in E. coli zu untersuchen.
Von Interesse waren dabei der Einfluss von Fluorchinolonen selbst, gyrA-Mutationen, sowie
der Einfluss des Superspiralisierungsgrads auf die Expression von acrAB. Des Weiteren sollte
der Einfluss unterschiedlicher marO- bzw. marR-Mutationen auf das Ausmal der Expression
von acrAB im Vergleich mit phanotypischen Werten (MHK) untersucht werden. Zudem sollte
geklart werden, ob die nach selektionsfreier Inkubation bei marR-Deletionsmutanten aufge-
tretenen marA-Punktmutationen fiir die verminderte Resistenz und die Fitness-Kompensation
in diesen Stammen verantwortlich sind. Auch der Zusammenhang zwischen der AcrAB/TolC-
und der homologen AcrEF /TolC-Effluxpumpe sollte iiberpriift werden.

Hauptaugenmerk lag dabei zunichst auf der Entwicklung von Reportergensystemen, die eine
einfache, schnelle und sensitive Methode zur Identifizierung und Quantifizierung von Ande-
rungen im Ausmal der Expression von acrAB bzw. acrEF ermdglichen sollten.

Durch Komplementations-Assays mit bestehenden und neu konstruierten Uberexpressions-
plasmiden sollte der Einfluss von Regulatoren der AcrAB/TolC-Effluxpumpe (MarR, MarA)
auf die Resistenz bzw. Empfindlichkeit untersucht werden.

Mit Hilfe eines Computerprogramms (SYBYL® 7.2) sollten zusitzlich 3D-Strukturmodelle
von mutierten Regulatorproteinen (MarR, MarA) berechnet werden, um weitere Anhaltspunk-
te zum Resistenzmechanismus zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerdte

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in der Tabelle 2.1 aufgelistet.

Gerdte Firma Bezeichnung
Brutschrank Heraeus, Osterode, Deutschland Function line
Cycler Biometra, Gottingen, Deutschland T3 Thermocycler,

Tpersonal, Tgradient

Elektroporationsgerate

Bio-Rad Laboratories GmbH

Pulse Controller 11/

Foster City, USA

Miinchen, Deutschland Gene Pulser 1l
Gelelektrophoresekammer Biozym Diagnostik GmbH, Comphor Mini/

Oldendorf, Deutschland Comphor Midi
Kapillarsequenzierer Perkin Elmer Corporation ABI PRISM 310

Genetic Analyzer

Luminometer

Anthos, Krefeld, Deutschland

anthos lucy 2

Mikrotiterplatten Luminometer

Dynatec, USA

Dynatec MicroFOUR™

Mikrotiterplatten MHK

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

96er Well, steril, U-Form

pH Meter WTW GmbH, Weilheim, ino Lab pH Level 1
Deutschland + Elektrode

Photometer Varian Deutschland GmbH Cary 50 Bio
Darmstadt, Deutschland

Pipetten Abimed, Diisseldorf, Deutschland Gilson

Kolbenhubpipetten

Reinstwasseranlage

Millipore, Schwalbach, Deutschland

MilliQ synthesis

Schiittelinkubator (grof)

New Brunswick Scientific
New Yersey, USA

C25 Incubator Shaker
Classic Series

Schiittelinkubator (klein)

B. Braun Biotech

Certomat H/
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Gerite

Firma

Bezeichnung

(Schiittelinkubator (klein))

International GmbH
Melsungen, Deutschland

Certomat R

Sicherheitswerkbanke

Heraeus, Osterode, Deutschland

Hera safe, Hera guard

Spannungsgeber

Gibco BRL, Gaitherburg, USA

Gibco BRL ST504

Vakuumpumpe

KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Deutschland

Laboport

Videodokumentationsanlage

Biometra, Gottingen,
Deutschland

BioDoc Analyze/
Biometra Ti5

Vortexer

Scientific Industries Inc.
Bohemia USA

Vortex Genie 2

Wasserbad (groR)
Wasserbad (klein)

Julabo Labortechnik GmbH
Seelbach, Deutschland

Julabo Shake Temp SW22
Julabo MWB

Zentrifuge (grof)
Zentrifugen (klein)

Heraeus, Osterode, Deutschland

Biofuge stratos
Biofuge fresco/ pico

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Gerate

2.1.2 Chemikalien

Die zur Durchfihrung der Experimente benétigten Chemikalien (reinst, p.a.) sind in der
Tabelle 2.2 mit den, fiir die sichere Handhabung zu beachtenden, Gefahrensymbole, sowie
R- und S-Sdtzen angegeben. In Tabelle 2.3 ist die Herstellung der verwendeten Puffer und

Losungen aufgelistet.
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Stoffbezeichnung

Firma

Gefahrensymbol/
R- und S-Séatze

Agar Agar

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

Agarose, low-melt

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Entféllt nach 67/548/EWG

Bacto™ Trypton

Becton, Dickinson & Co.,
La Pont de Claix, Frankreich

Entféllt nach 67/548/EWG

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

BSA Serva Elektrophoresis GmbH, Entfallt nach 67/548/EWG
Heidelberg, Deutschland

CaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland | Xi; R:36; S:22-24

CDTA Sigma Aldrich Chemie, Xi; R:36/37/38; S:26-36

Steinheim, Deutschland




2.1 Material

Stoffbezeichnung

Firma

Gefahrensymbol/
R- und S-Séatze

D-Glukose x H,O

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

Dithiothreitol (DTT)

Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA

Xn; R:20/21/22

DMSO

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xi; R:36/38; S:26

dNTPs

Roche, Mannheim, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

EDTA (Titriplex I1I)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entféllt nach 67/548/EWG

Eisessig

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

C; R:10-35; S:23-26-45

Ethanol (96 %)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

F; R:11, S:7-16

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

T+; R:22-26-36/37/38-68;
$:26-36/37-45

Ficoll-400

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

Glycerin 87 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

Glycerol 99 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

H3PO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland C; R:34;5:26-36/37/39-45
HCI-Lésung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland C; R:34-37;

rauchend S:26-36/37/39-45

Hefe Extrakt Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfillt nach 67/548/EWG
K(CH3COO0) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfallt nach 67/548/EWG
K2HPO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entféllt nach 67/548/EWG
KCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfallt nach 67/548/EWG
KH>PO,4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfillt nach 67/548/EWG
L-Arabinose Fluka/Sigma Aldrich Chemie, Entfallt nach 67/548/EWG

Steinheim, Deutschland

LiChrosolv H,0O

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

MgCly Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entféllt nach 67/548/EWG

MgS0,4 x 7H,0 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfallt nach 67/548/EWG

MOPS Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Xi; R:36/37/38; S:26-36
Deutschland

Na(CH3C0OO0) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Entfallt nach 67/548/EWG

NazHPO4 X 7H20

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entfallt nach 67/548/EWG

NaCl

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entféllt nach 67/548/EWG

NaOH

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

C; R:35; S:26-37/39-45

NH,4Cl

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xn; R:22-36 : S:22

SeaKam®LE Agarose

Cambrex Bio Science Rockland,
Rockland ME, USA

Entfallt nach 67/548/EWG

Smart Ladder

Eurogentec, Seraing, Belgien

Entfallt nach 67/548/EWG

Tris Base

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xi; R:36/38

Triton X-100

Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA

Xn; R:22; S: 36/37/38
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Stoffbezeichnung

Firma

Gefahrensymbol/
R- und S-Sétze

Xylencyanol

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Xi; R:36; S: 24

44

Deutschland

Tabelle 2.2: Chemikalienliste

Puffer

Herstellung

5x CCLR

12,5 mL Tris-PO,
0,1543 g DTT
0,3463 g CDTA

50 mL Glycerol 99 %
5 mL TritonX-100

Ladepuffer

2,5 mg Bromphenolblau
2,5 mg Xylencyanol
ad 1 mL Ficoll-400

10x Ligationspuffer

660 mM Tris-Cl
50 mM MgCl,
10 mM DTT
10 mM dATP
in 10 mL dH,0

50x TAE

242,2 g Tris Base

18,7 g 50 mM EDTA

1L dH,0

mit Eisessig auf pH 8 einstellen

TE

0,24 g 20mM Tris-Cl pH 7,6
0,29 g 50 mM NaCl
ad 100 mL dH»O

TFB1

0,5 g K(CH3COO0)

18 g MgCl,

0,75 g KCI

1,6 mL 1 M CaCl,

17 mL Glycerin 87 %

81,4 mL dHQO

pH 5,8 mit Eisessig einstellen,
steril filtrieren

TFB2

0,1 g MOPS

3,8 mL 1M CaCl,

0,0375 g KCI

8,5 mL Glycerin 87 %

37,5 mL dH,0, steril filtrieren

Tabelle 2.3:

Herstellung von Puffern
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2.1.3 N3dhrmedien

Zur Anzucht von Bakterien wurden sowohl feste, als auch fliissige Ndhrmedien verwendet
(Tab. 2.4). Dabei wurden fiir verschiedene Stamme und Versuche unterschiedliche Anzucht-
bedingungen bendtigt. Vor Gebrauch wurden die Lésungen nach Ph. Eur. 2005 autoklaviert.
Empfindliche Substanzen wurden steril filtriert und im Anschluss hinzugegeben.

Nahragar/ Firma Herstellungsprotokoll
Na&hrbouillon
Chinablau-Laktose-Agar OXOID Ltd., Hampshire, | 35 g/L dH>0, autoklavieren
England

LB-Bouillon Eigenherstellung 10 g Bacto Trypton, 5 g Hefe Extrakt,
10 g NaCl in 800 mL dH»O I6sen,

mit 1 N NaOH auf pH 7,4 einstellen,
mit dH>O auf 1 L auffiillen,
autoklavieren

LB-N&hragar Eigenherstellung Siehe LB fliissig + 15 g Agar Agar
M9-Agar + Glukose Eigenherstellung 10x M9-Salze: 5 g NaCl,

112,27 g Na,HPO4 x 7H,0,

10 g NH,Cl, 30 g KH,PO,,

750 mL dH,0 hinzugeben und

in geloster Form den pH mit

10 N NaOH-Lésung auf 7,4 einstellen,
auf 1 L dH50 auffillen,
autoklavieren.

18 g Agar Agar + 800 mL dH,0

+ 100 mL 10x M9-Salze,

+ 1 mL 1M MgSO4 x 7TH20,

+ 0,1 mL 1M CaCls,

+ 10 mL 20% D-Glukose x H,0,

mit autoklaviertem dH,O

auf 1 L auffiillen.

Mueller Hinton Broth Becton Dickinson, 22 g/L dH,0, autoklavieren

(Miiller Hinton Bouillon) | La Pont de Claix
Frankreich

SOB Eigenherstellung 20 g Bacto Trypton, 0,58 g NaCl,

0,18 g KCl, 0,95 g MgCl,

2,47 g MgS0,4 x 7TH,0, 5 g Hefe Extrakt,
auf 1 L mit dH,O auffiillen, autoklavieren
SOC Eigenherstellung 5 g Hefe Extrakt,
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Nahragar/ Firma Herstellungsprotokoll
Na&hrbouillon
(S0Q) 20 g Bacto Trypton,

0,58 g NaCl, 0,18 g KCl,

0,95 g MgCl, x 7H,0, 5,94 g MgSOy,,
3,96 g D-Glukose x H,0,

mit dH>0 auf 1 L auffiillen, autoklavieren
Standard I-Nahragar (NI) Merck KGaA, Darmstadt, | 37 g/L dH,0, autoklavieren

Deutschland
Standard I-N3hrbouillon (NI) Merck KGaA, Darmstadt, | 25 g/L dH,0, autoklavieren
Deutschland
Standard II-N&hragar (NII) Merck KGaA, Darmstadt, | siehe Abschnitt 2.2.1.2
Deutschland
Standard II-N&hrbouillon (NII) | Merck KGaA, Darmstadt, | siehe Abschnitt 2.2.1.2

Tabelle 2.4: Die zur Anzucht der Bakterien verwendeten Nihrmedien

2.1.4 Antibiotika und Chemotherapeutika

Die in Tabelle 2.5 aufgefiihrten antimikrobiellen Substanzen wurden zu Selektionszwecken,
MHK-Bestimmungen oder Versuchen mit den Reportergensystemen eingesetzt. Die Herstel-
lung erfolgte durch Losen in einem geeigneten Losungsmittel (Wasser, Ethanol) mit anschlie-
Render Sterilfiltration. Die eingesetzten Endkonzentrationen sind den Kapiteln 2 und 3 zu
entnehmen.

Antibiotika und Firma Gefahrensymbol, R-/S-Sdtze
Chemotherapeutika
Ampicillin Sigma Aldrich Chemie Xn; R:36/37/38-42/43
Steinheim, Deutschland | S:22-26-36/37
Chloramphenicol Sigma Aldrich Chemie T; R45-46-63-42/43
Steinheim, Deutschland | S:45-36/37/39
Ciprofloxacin Bayer Leverkusen AG Entféllt nach 67/548/EWG
Leverkusen, Deutschland
Gentamicin Sigma Aldrich Chemie Xn; R:42/43
Steinheim, Deutschland | S:22-45-36/37/39
Kanamycin Sigma Aldrich Chemie Entféllt nach 67/548/EWG
Steinheim, Deutschland
Novobiocin Sigma Aldrich Chemie Xi; R:43; S:36
Steinheim, Deutschland
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2.1 Material

Antibiotika und
Chemotherapeutika

Firma

Gefahrensymbol, R-/S-Sdtze

Steinheim, Deutschland

Ofloxacin Aventis Pharma GmbH | Entfillt nach 67/548/EWG
Frankfurt, Deutschland
Tetracyclin Sigma Aldrich Chemie | Xn; R:22; S$:22-36

Tabelle 2.5: Antibiotika und Chemotherapeutika

2.1.5 Kits und Systeme

In Tabelle 2.6 sind die verwendeten Kits und Systeme aufgelistet. Die Zusammensetzungen
der Puffer und Losungen sind bei den jeweiligen Herstellerangaben nachzuschlagen.

Kits und Systeme Puffer/Lésungen Firma Gefahrensymbol/
R- und S-Sédtze
BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix | Applied Entféllt nach 67/548/EWG
Cycle Sequencing Kit Sequencing Buffer Biosystems, Entfallt nach 67/548/EWG
Template Preparation Hi-Di™ Formamid | Weiterstadt, | T; R:61; S:53-26-36/37/39-45
Reagent Deutschland
Luciferase Assay System Luciferase Assay Promega, Entfillt nach 67/548/EWG
Substrate Madison,
Luciferase Assay USA Entfallt nach 67/548/EWG
Puffer
Qiagen Plasmid Midi Kit P1 Qiagen, Entfillt nach 67/548/EWG
P2 Hilden, Xi; R:36/38; S:13-26-36-46
P3 Deutschland | Entfillt nach 67/548/EWG
QBT R:10
QC R:10
QF R:10
EB Entfallt nach 67/548/EWG
Qiaquick Gel QG Qiagen, Xn; R:20/21/22-32;
Extraction Kit Hilden, $:13-26-36-46
PE Deutschland | Entféllt nach 67/548/EWG
Qiaquick PCR Purification Kit | PB Qiagen, Xn; R:10-22-36/38;
Hilden, $:13-23-26-36/37/39-46
PE Deutschland | Entfillt nach 67/548/EWG
RC DC Protein Assay DC Reagent A Bio-Rad, C; R:34;
Laboratories, | S:20-26-36/37/39-45-60
DC Reagent S Hercules CA, | S:60
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Kits und Systeme Puffer/Losungen | Firma | Gefahrensymbol/
R- und S-Satze
(RC DC Protein Assay) | DC Reagent B USA Entféllt nach 67/548/EWG
RC Reagent | C; N, R:34-51/53;

RC Reagent Il S:60

$:26-36,/37/39-45-57-60

Tabelle 2.6: Liste der Kits und Systeme

2.1.6 Enzyme

In Tabelle 2.7 sind die verwendeten Enzyme aufgelistet.
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Enzyme

Hersteller

Alkaline Phosphatase, Shrimp

Roche, Mannheim, Deutschland

Antarctic Phosphatase

New England Biolabs, Ipswich, England

BamHlI

New England Biolabs, Ipswich, England

DNA-Polymerase 1,
Large (Klenow) Fragment

New England Biolabs, Ipswich, England

EcoRl

New England Biolabs, Ipswich, England

EcoRV

New England Biolabs, Ipswich, England

Expand™ High Fidelity PCR System

Roche, Mannheim, Deutschland

Hindlll

New England Biolabs, Ipswich, England

Lysozym Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Ncol New England Biolabs, Ipswich, England

Nhel New England Biolabs, Ipswich, England

Pstl New England Biolabs, Ipswich, England

Pvul New England Biolabs, Ipswich, England

Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim, Deutschland

RNase A Qiagen, Hilden, Deutschland

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs, Ipswich, England

T4-DNA-Polymerase

New England Biolabs, Ipswich, England

Tag DNA Polymerase

Promega, Madison, USA

Xbal

New England Biolabs, Ipswich, England

Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Enzyme




2.1 Material

2.1.7

Tabelle 2.8: Primer-Liste:

Oligonukleotide

Bezeichnung | Ladnge [bp] | Sequenz 5'—3"
GCT AGATCTCATGAACAAATCCG
acrl 29 Position: acrAB -328 - -308
GTTTTTGGCGTCTTCCATATGTAAACCTCGAG
acr? 32 Position: luc 18 - 1 acrAB -1 - -14
CCGCAAGAATATCACGACGC
acrR1 20 Position: acrR 628 - 609
ATGTAAACCTCGAGTGTCC
acrR2b2 19 Position: acrR -144 - -126
‘ GTC GTGCCACCTGCATCGATT
KAAraP5 27 Position: araC 900 - 882
KAAraPSOE3* 33 Position: marA 18 - 1 araC -354 - -340
) GTC TCATGATTGCCTCAGTGACGT
KAmarA3 30 Position: marA 425 -
KAmarASOE5' 33 Position: araC -340 - -354 marA 1 - 18
ACTCGAAGCCATATCGTTCT
marR3R4 20 Position: marR 716 - 697
CGGCACTGTTCATGTTGCCT
marR5R4 20 Position: marR -327 - -308
GTC TCGGAGGATTACAATAGCT
luc3-3 28 Position: luc 1705 - 1687
CTCGAGGTTTACATATGGAAGACGCCAAAAAC
luch 32 Position: acrAB -14 - -1 luc 1 - 18
AACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAG
lucs-B-1 34 Position: luc 60 - 93
TTGAGGAATAGTAATGGAAGACGCCAAA
lucefb 28 Position: acrEF -13 - -1 luc 1 - 15
GATTCTCGCATGCCAGAGATC
LUC-I-1 21 Position: luc 653 - 73
GGCTCACTGAGACTACATCAG
LUC-1-2 21 Position: luc 1022 - 1042
‘ TCACTGCATACGACGATTCTGTG
lucM 5 23 Position: luc 248 - 226
CACAGAATCGTCGTATGCAGTGA
LUC-M-2 23 Position: luc 226 - 248
‘ TGGAATCGATATTGTTACAACAC
luc_ O3 23 Position: luc 1361 - 1383
TTTGGCGTCTTCCATTACTATTCCTCAA
pacrEF3 28 Position: luc 15 - 1 acrEF -1 - -13
GCT TAGATAGCGCCACGCGTAACG
pacrEF5 30 Position: acrEF -544 - -524
‘ TAGATAGCGCCACGCGTAACG
pacrEF-lab 21 Position: acrEF -544 - -524
) TCGTCTTGCTTACGCCATGC
pacrEF-I1b5 20 Position: acrEF -495 - -476
‘ CCTGCGGTTCACCGACGTGA
pacrEF-11a3 20 Position: acrEF 115 - 96
) GCACATCGCTGCCTTCAGTGAA
pacrEF-11b3 22 Position: acrEF 259 - 238

braun—Restriktionsschnittstellen,

rot—luc,

griin—pacrEF, orange—marA, gelb—araC-paraB

blau—pacrAB,
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In Tabelle 2.8 sind die Bezeichnungen der verwendeten Primer, deren Lange, Sequenz und La-
ge angegeben. Des Weiteren sind einige, fiir die Klonierungen interessanten Bereiche farblich
markiert. Mit Ausnahme der in unserem Labor synthetisierten Primer pacrEF-lab’, pacrEF-
Ib5*, pacrEF-11a3’ und pacrEF-1Ib3‘, wurden die Primer von Sigma Aldrich Chemie (Stein-
heim, Deutschland) hergestellt.

2.1.8 Vektoren

In Tabelle 2.9 sind die verwendeten Plasmidvektoren unter Angabe ihrer Funktion, ihrer
relevanten genetischen Marker und ihrer Herkunft aufgefiihrt.

Plasmid Grole [bp] | Genetische Marker Herkuft/Referenz
pACYC184 4245 CLM", TC' New England Biolabs
Ipswich, England
pBP507 9198 GENT", AMI", KAN', Heisig, 1993
Mob+, Tra-
pBP591 9013 GENT", AMI", KAN", Hiillen & Heisig 1998
Mob+, Tra-, pbla-marR
pBR322 4362 AMP", TC" Bolivar et al., 1977
pBR322-luc 6061 AMP", TC", luc Abu Mraheil & Heisig 1999
pGEM-luc 4933 TC", luc Promega, Madison, USA
pKD4 3267 KAN' Datsenko & Wanner, 2000
pKD46 6329 araC-paraB, v, (3, exo, AMP" | Datsenko & Wanner, 2000
pPHB1838 5921 TC", araC-paraB-marA Diese Arbeit
pPHB331 6400 TC", pacrAB-luc Diese Arbeit
pPHB333 6616 TC", pacrEF-luc Diese Arbeit
pPHB335 7805 KAN', pacrAB-luc Diese Arbeit
pPHB338 6045 AMP', araC-paraB-marA Diese Arbeit

Tabelle 2.9: Liste der Plasmidvektoren
Nomenklatur der in dieser Arbeit konstruierten Plasmide: p = Plasmid; PHB
= Abt. fir Pharm. Biologie & Mikrobiologie; 1.Zahl = Bezeichnung des Aus-
gangsvektors: 3 fir pBR322, 18 fiir pACYC184; 2.Zahl = Projekte von Nina
Matthiessen (3); 3.Zahl = Schliissel fiir die Inserte: 1 fiir pacrAB-luc, 3 fiir
pacrEF-luc, 5 fir pacrAB-luc + KAN", 8 fiir araC-paraB.
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2.1.9 Bakterienstamme

In Tabelle 2.10 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme aufgefiihrt
unter zusatzlicher Angabe der genetischen Marker sowie der Herkunft bzw. Referenz.

Spezies | Stamm Genetische Marker/Mutationen | Herkunft/Referenz

E. coli | 4917 (GK 242) gyrA S83W, parC G78D, Krasmann, Bayer AG
AacrR

E. coli AG100 (GK 1071) argE3, thi3, rpsL, supE44, Agal S.B. Levy

E. coli | AG102 (GK 1295) wie AG100, marR G77T S.B. Levy

E. coli | C600SN (GK 119) thrl, leuB6, thil, lacY, tonA, Heisig & Wiedemann, 1991
supE44, hsdR, rpsL,
recA, gyrAR

E. coli | DH5«a (GK 409) F-, 80d/lacZAM15, Gibco-BRL
A(lacZYA-argF), U169,
deoR, recAl, endAl,
hsdR17(r”, mt), phoA,
supEA44, \-thi-1, gyrA96, relAl

E. coli HW?2 (GK 1102) gyrA S83L, marR E31stop Wetzstein, Bayer AG

E. coli | HW58 (GK 1103) marR A20bp(39-45), stop59 Wetzstein, Bayer AG

E. coli HW75 (GK 1136) marR ::13bp(85-89), stop85 Wetzstein, Bayer AG

E. coli HW83 (GK 1137) gyrA S83L, marR A13bp(80-85), | Wetzstein, Bayer AG
stop98

E. coli | HW85 (GK 1138) marR A34bp(6-17), stop60 Wetzstein, Bayer AG

E. coli HW96 (GK 1139) marR L64stop Wetzstein, Bayer AG

E. coli | JM83 (GK 56) araD(lac-proAB), rpsL, thi, Vieira, Messing 1982

E. coli | JTT1 (GK 711) Wildtyp Sternglanz et al. 1981

E. coli KD112 (GK 712) gyrB226 Steck et al. 1993

E. coli | KM-F (GK 1296) A(AS50), VI6E S.B. Levy

E. coli KM-F-KO (GK 1303) A(mar-Operon) S.B.Levy

E. coli MG1655 (GK 2110) Wildtyp Jensen 1993

E. coli MG1655-AacrAB (GK 2111) | AacrAB, Tn903::kan Potrykus et al. 2002

E. coli MG1655-AacrEF (GK 2112) | AacrEF, Tn903:: kan Potrykus et al. 2002

E. coli MI (GK 572) gyrA S83L Tschorny & Heisig 1994

E. coli MIl (GK 573) gyrA S83L, marRA175 Tschorny & Heisig 1994

E. coli MIIl (GK 574) gyrA S83L, D87G, parC S80I, Tschorny & Heisig 1994
marRAT4

E. coli MI11300 (GK 733) gyrA S83L, D87G, parC S80I, Schulte & Heisig 2001

marRAT74
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Spezies Stamm Genetische Marker/Mutationen | Herkunft/Referenz

E. coli MI11300S16 (GK 755) gyrA S83L, D87G, parC S80I, Schulte & Heisig 2001
marRAT4, marA 158N

E. coli MIVa (GK 575) gyrA S83L, D87G, parC S80I, Tschorny & Heisig 1994
marRAT4

E. coli MIVa300 (GK 734) gyrA S83L, D87G, parC S80I, Schulte & Heisig 2001
marRAT4

E. coli MIVa300S32 (GK 756) | gyrA S83L, D87G, parC S80I, Schulte & Heisig 2001
marRAT74
marA N21Y

E. coli RS2 (GK 713) topAl0 Sternglanz et al. 1981

E. coli S17-1 (GK 658) enthilt defektes RP4-Plasmid Piihler et al.,
chromosomal integriert Bio Technology
(PBOA(lacZ)M15)

E. coli WT (GK 571) Wildtyp, klinisches Isolat Tschorny & Heisig 1994

E. coli WT3-1 (GK 796) gyrA S83L, D87G Bagel & Heisig, 1999

E. coli WT3-1-M21 (GK 902) gyrA S83L, D87G, marRA80 Heisig

E. coli WT3-1-M26 (GK 901) gyrA S83L, D87G, marR A53P Heisig

E. coli WT3-1-M27 (GK 906) gyrA S83L, D87G, marR L33P Heisig

E. coli WT3-1-MB2 (GK 927) gyrA S83L, D87G, parC S80I Heisig

E. coli WT3-1-MB13 (GK 936) | gyrA S83L, D87G, parC E84K Heisig

E. coli WT3-1-MB21 (GK 938) | gyrA S83L, D87G, marQ::19bp Heisig

E. coli WT3-1-MB33 (GK 942) | gyrA S83L, D87G, parC G78D Heisig

E. coli WT3-2 (GK 643) gyrA D87G Hiillen & Heisig 1998

E. coli WT4 (GK 1347) parC S80I Wetzstein, Bayer AG

Salmonella D (GK 772) Wildtyp, klinisches Isolat Dr. W. Rabsch,

Hadar Robert-Koch-Institut,

Wernigerode,

Salmonella DIb (GK 726) gyrA D8TY Hansen & Heisig 2000

Hadar

Salmonella DlIb4a2 [70] gyrA D87Y Hansen & Heisig 2000

Hadar

Salmonella M415 [172] Wildtyp Dr. W. Rabsch,

typhimurium Robert-Koch-Institut,

Wernigerode,
Salmonella TAD Salmonella gyrA W59R, G75A, D87G, Lohmann Animal
typhimurium | vacT [172] A866S Health, Cuxhaven,
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Spezies Stamm Genetische Marker/Mutationen | Herkunft/Referenz
Salmonella | vacT Enrol [70, 172] | gyrA W59R, G75A, D87G, Hansen & Heisig 2000
typhimurium A866S

Tabelle 2.10: Liste der Bakterienstimme mit Angabe der Glycerinkulturnummer (GK)

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Anlegen von Dauerkulturen

Um Bakterienstimme als Reinkulturen {iber einen langeren Zeitraum lagern zu kdnnen, wur-
den, unter Anwendung von zwei verschiedenen Methoden, Dauerkulturen angelegt.

2.2.1.1 Glycerinkulturen

Bei Glycerinkulturen wird ausgenutzt, dass durch Tiefgefrieren der Stoffwechsel der Bakterien
drastisch reduziert oder zum Stillstand gebracht und dadurch die Uberlebensdauer wesentlich
erhoht wird. So kann eine hohe genetische Stabilitdt der Zellen und eine gute Konstanz ihrer
Merkmale iiber lange Zeitraume hinweg garantiert werden [21].

Von einer Agarplatte wurden zwei bis fiinf Kolonien mit einem sterilen Glasstab abgenommen
und in ein Mikrordhrchen mit Schraubverschluss tiberfiithrt und suspendiert. Dieses Proben-
rohrchen enthielt eine Mischung aus Standard-I-N&hrbouillon (NI) und Glycerin 87 % im
Verhaltnis 1:1 sowie Glasperlen. Die Glasperlen dienten zum Einen der Adhdsion der Zellen
und zum Anderen der Verbesserung des Einfrierprozesses. Nach einer Inkubationszeit von ca.
30 min wurde das Medium abpipettiert, das Probenrohrchen in einem Kryoblock schockge-
froren und bei -80°C gelagert. Durch die Glasperlen besteht des Weiteren der Vorteil der
einfachen Entnahme zum Reaktivieren der Zellen unter Vermeidung von zu haufigem Wie-
derauftauen.

2.2.1.2 Stichkulturen

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde mit einer sterilen Impfspitze von einer frisch iberimpf-
ten Agarplatte abgenommen und in einen Weichagar (10 mg Standard-1l-N&hragar, 3 mg
Standard-1I-N&hrbouillon und 1 mL Aqua dest.) eingebracht. Diese Stichkultur wurde iiber
Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend bei RT gelagert.
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2.2.2 KBE-Bestimmung

Die KBE (Kolonie bildende Einheit) gibt die Anzahl an Zellen an, die nach wiederholter
Zellteilung eine Kolonie bilden kdnnen. Mit Hilfe der im Folgenden beschriebenen KBE-
Bestimmung wurden Bakteriensuspensionen, bei bestimmten optischen Dichten, in Erwartung
einer entsprechenden Keimzahl, untersucht.

Nach Entnahme von 100 uL aus den verschiedenen Versuchsansdtzen wurden jeweils dekadi-
sche Verdiinnungsreihen in steriler, 0,9 %iger NaCl-Lésung hergestellt. AnschlieBend wurden
Standard-I-N&hragarplatten mit 100 pL aus diesen Verdiinnungsstufen im Spatelverfahren
beimpft und bei 37°C iiber Nacht (ca. 20 h) inkubiert. Dabei wurden die Verdiinnungsstufen
so gewahlt, dass eine Kolonienzahl von etwa 1-100 pro Platte erhalten werden konnte, um
Fehler bei der Auszdhlung mdglichst klein zu halten. Zur Berechnung der KBE/mL wurde
folgende Gleichung benutzt:

K .
KBE/mL = olonienzahl

Verduennungsstufe x Volumen [mL]

2.2.3 MHK-Bestimmung

Unter der MHK (minimale Hemmkonzentration) versteht man die Antibiotikumkonzentrati-
on, bei der nach Bebriitung unter definierten Bedingungen gerade kein sichtbares Wachstum
mehr zu erkennen ist. Die Bestimmung der MHK wurde nach dem Standardverfahren des CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) mittels Mikrodilution durchgefiihrt [150].
Zunichst wurden 50 ul des Mediums (Miiller Hinton Bouillon, LB) in die Vertiefungen
1-10 und 12 (Reihe einer 96er Mikrotiterplatte) pipettiert. AnschlieBend wurden ausgehend
von Vertiefung 11, in die 100 uL Antibiotikum-L3sung vorgelegt wurde, durch serielle 1:2
Verdiinnung absteigende Antibiotikumkonzentrationen hergestellt. Vertiefung 12 sollte als
Wachstumskontrolle dienen. Die Einstellung der erforderlichen Menge Inokulum von 5 x 10°
KBE/mL wurde erreicht, indem der McFarland-Standard verwendet wurde. Hierbei wurden
Kolonien der Bakterienkultur von einer iber Nacht bebriiteten Agarplatte mit einem steri-
len Glasstab abgenommen und in 0,9 %iger NaCl-Lésung suspendiert. Die optische Dichte
wurde bei einer Wellenlange von 550 nm mit einem Spektralphotometer bestimmt und sollte
0,120 + 0,025 betragen. Dies entspricht einer Keimzahl von ungefihr 1 x 1028 KBE/mL. Die
so erhaltene Suspension wurde 1:100 in N3hrbouillon (Miiller Hinton Bouillon, LB) verdiinnt,
so dass letztendlich eine Keimzahl von etwa 1 x 10° KBE/mL eingesetzt werden konnte. Da-
bei wurden 50 ulL dieser Bakteriensuspension in die Vertiefungen 1-12 Giberfiihrt. Nach 18-20
h Bebriitung bei 37°C wurde die Mikrotiterplatte ausgewertet.

54



2.3 Molekularbiologische Methoden: DNA

2.3 Molekularbiologische Methoden: DNA

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden

Die Konzentrationsbestimmung von DNA beruht auf dem Absorptionsmaximum der Nukle-
insduren bei 260 nm. Die Messung der wéssrigen Oligonukleotidldsungen erfolgte mittels
Spektralphotometer in Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Eine L&sung, die
50 pg/mL doppelstrangige DNA enthilt, besitzt unter diesen Bedingungen einen Absorpti-
onswert von 1. Dieser sogenannte OD-Wert (Optische Dichte) dient zur Bestimmung der
Konzentration der unbekannten DNA-L&sung. Nicht basengepaarte Nukleinsduren besitzen
eine hohere Absorption, ein Effekt, der als Hyperchromie bezeichnet wird. Daher kann die
photometrische Bestimmung von Oligonukleotidkonzentrationen iiber die Anndherungswerte
einzelstrangiger DNA oder aber - bei bekannter Sequenz - aus der Summe der molaren Ab-
sorptionskoeffizienten der Basen des Oligonukleotids erfolgen [122]. Die Konzentration der
Primer-Losungen wurde unter Anwendung der folgenden Formel berechnet [143]:

clpg/mL) = ODggy X V X F clumol/mL] = ODQj\ﬁ/O[wXXVLX F
e ODygp: optische Dichte bei 260 nm Wellenlange
e V: Verdiinnungsfaktor
e F: Multiplikationsfaktor (50 fiir doppelstrangige DNA, 20 fiir einzelstrangige Oligonu-
kleotide)
e [L: Lidnge in kb
e M, Molekulargewicht je Base (330 g/mol) bzw. Basenpaar (660 g/mol)

Mit dem entsprechenden Anndherungswert gilt fiir Oligonukleotide:

OD260 xV

c[pmol /mL]Oligonukleotid = 0% L

oder genauer
ODQ@()XV
(Ibx A+7,1xC+12xG+8,4x1T)
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2.3.2 Gewinnung bakterieller genomischer DNA: Kochmethode

Mit einem sterilen Glasstab wurden zwei bis fiinf Kolonien von einer Agarplatte abgenommen
und in 100 uL demineralisierten Wasser mittels vortexen resuspendiert. AnschlieBend wurde
die Probe 15 min bei 100°C inkubiert und wieder auf RT abgekiihlt. Nach Zentrifugation fiir
5 min, bei 13.000 rpm und RT, konnte der Uberstand in ein sauberes GefaR iiberfiihrt werden.
Die so gewonnene genomische DNA wurde bei -20°C gelagert und direkt fiir nachfolgende
Versuche (PCR) eingesetzt.

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Im Jahre 1983 wurde von K.B. Mullis eine Methode zur in vitro-Amplifikation von spezifischen
DNA-Fragmenten entwickelt [189]. Hierbei werden zundchst, ausgehend von einer bekannten
DNA-Sequenz, zwei, den zu amplifizierenden Bereich flankierende, Oligonukleotide ( Primer)
abgeleitet, von denen einer komplementdr zum kodierenden (sense), der andere komplemen-
tar zum nicht kodierenden (anti-sense) Strang ist. Nach Denaturierung der doppelstrangi-
gen Matrizen-DNA (Template) hybridisieren diese Primer mit dem jeweiligen Einzelstrang
(Annealing). Ausgehend von den angelagerten Primern erfolgt durch die DNA-Polymerase
die DNA-Synthese (Extension). AnschlieBend wird wieder eine Denaturierung durchgefiihrt
und ein erneutes Annealing ermdglicht, so dass die DNA-Fragmente exponentiell bis zum
Erreichen eines Plateaus amplifiziert werden (Abb. 2.1) [122].
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Abbildung 2.1: Schema der Polymerase-Kettenreaktion: 1) Denaturierung bei z.B. 95°C,
2) Annealing bei der optimalen Anlagerungstemperatur, 3) Extension bei der
fir die DNA-Polymerase optimalen Temperatur, 4) Ende des ersten Zyklus [1]
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2.3 Molekularbiologische Methoden: DNA

Fir PCR-Standardanwendungen wurde entweder die Tag-DNA-Polymerase oder das
Expand™ High Fidelity PCR System verwendet (Tab. 2.7). Der wesentliche Unterschied
besteht in der proofreading-Funktion im Expand™ High Fidelity PCR System, da hier
zusatzlich zur Tag- noch die Pwo-DNA-Polymerase, die eine 3'—5'-Exonuklease-Aktivitat
besitzt, vorhanden ist (siche Angaben des Herstellers). Die eingesetzten hitzestabilen
DNA-Polymerasen benétigen fiir ihre Funktion freie divalente Kationen, wie z.B. Mg?*.
Die Mg?*-lonen werden jedoch auch von dNTPs, Primern und eventuell vorhandenem
EDTA gebunden [143], so dass fiir jedes PCR-Protokoll die Mg?*-Konzentration optimiert
wurde. Die eingesetzten Konzentrationen fiir die Primer, dNTPs und das Template ergaben
sich aus den empfohlenen Standardbedingungen der Enzym-Hersteller. Zur Ermittlung der
optimalen Annealing-Temperatur wurden Temperatur-Gradienten verwendet. Ausgegangen
wurde vorab in der Regel von einer vereinfachten Berechnung fiir die Schmelztemperatur:

T =4 % (Anzahl G und C') 4+ 2 x (Anzahl A und T)

In den Tabellen 2.11-2.16 sind die Protokolle fiir die Amplifikation der DNA-Fragmente
pacrAB, pacrEF, luc mit den entsprechenden Uberhdngen, marA und araC-paraB, die im
Folgenden fiir die Konstruktion der Plasmide pPHB331, pPHB335, pPHB333, pPHB338
und pPHB1838 eingesetzt wurden, angegeben. Des Weiteren sind in den Tabellen 2.18-2.19
die PCR-Protokolle fiir pacrEF, acrR, und marR angegeben, die nach Aufreinigung fiir die
Sequenzierung verwendet wurden. Fiir die anschlieBende Sequenzierung von marA wurde
ebenfalls das in Tabelle 2.15 beschriebene Protokoll verwendet.

Reaktionsansatz (50 ulL) Methode

5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 3 min
3 pL MgCly [25 mM]
5 pL 5°-Primer: acrl [2 pmol/uL] | Denaturierung: 95°C 45 s
5 ul 3‘-Primer: acr2 [2 pmol/ul] | Annealing: 51°C 30 s

5 uL Template: genomische DNA | Extension: 72°C 2 min

aus WT ca. 50 - 100 ng/uL 30 Zyklen

1,25 puL ANTPs [2 mM]

0,25 puL Tag-DNA-Polymerase Final-Extension: 72°C 5 min
25,5 uL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.11: PCR-Protokoll: Amplifikation von pacrAB mit passenden Uberhingen zu luc
(355 bp)
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Reaktionsansatz (50 uL) Methode

5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 5 min
4 pL MgCly [25 mM]
5 pL 5'-Primer: luc5 [2 pmol/pul] Denaturierung: 95°C 45 s
5 ulL 3'-Primer: luc3-3 [2 pmol/uL] | Annealing: 48°C 30 s

2 uL Template: pGEM-luc Extension: 72°C 3 min
von Promega ca.50 - 300 ng/uL 30 Zyklen

1,25 puL ANTPs [2 mM]
0,25 pul Tag-DNA-Polymerase Final-Extension: 72°C 5 min
27,5 uL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.12: PCR-Protokoll: Amplifikation von fuc mit passenden Uberhingen zu pacrAB

(1718 bp)
Reaktionsansatz (50 pL) Methode
5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 4 min
enthalt MgCl, [15 mM]
5 ul 5'-Primer: pacrEF5 [2 pmol/ul] Denaturierung: 95°C 45 s
5 ul 3'-Primer: pacrEF3 [2 pmol/pL] Annealing: 45°C 30 s
5 pL Template: genomische DNA Extension: 72°C 3 min
aus WT ca. 50 - 100 ng/uL 30 Zyklen
1,25 pL ANTPs [2 mM]
0,75 puL Expand™ High Fidelity PCR System | Final-Extension: 72°C 5 min
28 uL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.13: PCR-Protokoll: Amplifikation von pacrEF mit passenden Uberhingen zu fuc

(550 bp)
Reaktionsansatz (50 uL) Methode
5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 4 min
enthilt MgCly [15 mM]
5 ul 5'-Primer: lucef5 [2 pmol/ulL] Denaturierung: 95°C 45 s
5 pul 3'-Primer: luc3-3 [2 pmol/pL] Annealing: 46°C 30 s
2 uL Template: pGEM-luc Extension: 72°C 3 min
von Promega ca.100 - 300 ng/uL 30 Zyklen
1,25 puL ANTPs [2 mM]
0,75 puL Expand™ High Fidelity PCR System | Final-Extension: 72°C 5 min
31 puL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.14: PCR-Protokoll: Amplifikation von fuc mit den passenden Uberhingen zu
pacrEF (1720 bp)
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Reaktionsansatz (50 uL)

Methode

5 pL 10x Puffer

enthalt MgCl, [15 mM]

5 ulL 5'-Primer: KAmarASOES5’ [2 pmol/ L]
5 pL 3'-Primer: KAmarA3' [2 pmol/ul]

5 pL Template: genomische DNA

aus WT ca. 50 - 100 ng/uL

1,25 uL dNTPs [2 mM]

0,25 puL Tag-DNA-Polymerase

28,5 /j,L dH2O

Initial-Denaturierung: 95°C 4 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 55°C 30 s
Extension: 72°C 3 min
30 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.15: PCR-Protokoll: Amplifikation von

marA (mit passenden Uberhingen zu

araC-paraB) (450 bp); bei Verwendung von marA, fiir die anschlieBende
SOEing-PCR wurden 0,75 ul Expand™ High Fidelity PCR System sowie

1,25 pl ANTPs [10 mM] eingesetzt.

Reaktionsansatz (50 uL)

Methode

5 puL 10x Puffer

enthalt MgCl, [15 mM]

5 ul 5°-Primer: KAAraP5' [2 pmol/uL]

5 ulL 3'-Primer: KAAraPSOE3' [2 pmol/pl]
1 pL Template: pKD46

von Promega ca.100 - 300 ng/ulL

1,25 uL dNTPs [10 mM]

0,75 puL Expand™ High Fidelity PCR System

31,75 ,uL dHQO

Initial-Denaturierung: 95°C 4 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 50°C 30 s
Extension: 72°C 3 min
30 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

gen zu marA (1300 bp)

Tabelle 2.16: PCR-Protokoll: Amplifikation von araC-paraB mit den passenden Uberhin-

Reaktionsansatz (50 xL)

Methode

5 pL 10x Puffer

3 uk MgCly [25 mM]

5 ul 5'-Primer: acrR1 [2 pmol/pL]

5 ulL 3'-Primer: acrR2b2 [2 pmol/pul]
5 pulL Template: genomische DNA
aus WT ca. 50 - 100 ng/ul

2 puL dNTPs [2 mM]

0,25 puL Tag-DNA-Polymerase

24,75 uL dH,0

Initial-Denaturierung: 95°C 4 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 50°C 30 s
Extension: 72°C 2 min
30 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.17: PCR-Protokoll: Amplifikation von acrR (869 bp)
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Reaktionsansatz (50 pL) Methode

5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 4 min
3 ulL MgCl; [25 mM]
5 uL 5'-Primer: 1. und 2. pacrEF-1a5’ [2 pmol/ul] | Denaturierung: 95°C 45 s

3. pacrEF-Ib5' [2 pmol/uL] Annealing: 1. und 2. 66°C 30 s
5 ulk 3'-Primer: 1. und 3. pacrEF-11a3’ [2 pmol/ulL] | 3. 61°C 30 s

2. pacrEF-11b3" [2 pmol/pul] Extension: 72°C 2 min

5 uL Template: genomische DNA 30 Zyklen

aus WT ca. 50 - 100 ng/ul

2 uL ANTPs [2 mM] Final-Extension: 72°C 5 min
0,25 puL Tag-DNA-Polymerase Abschluss: 4°C Pause

24,75 uL dH,0

Tabelle 2.18: PCR-Protokoll: Amplifikation von pacrEF (1. 659 bp, 2. 803 bp, 3. 610 bp)

Reaktionsansatz (50 uL) Methode

5 pL 10x Puffer Initial-Denaturierung: 95°C 4 min
enthilt MgCly [15 mM]
5 ulL 5'-Primer: marR5R4 [2 pmol/uL] | Denaturierung: 95°C 45 s
5 uL 3'-Primer: marR3R4 [2 pmol/uL] | Annealing: 50°C 30 s

5 uL Template: genomische DNA Extension: 72°C 2 min

aus WT ca. 50 - 100 ng/uL 30 Zyklen

1,25 puL ANTPs [2 mM]

0,25 uL Tag-DNA-Polymerase Final-Extension: 72°C 5 min
33,5 uL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.19: PCR-Protokoll: Amplifikation von marR (1042 bp)
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2.3.4 SOEing-PCR (splicing by overlap extension-PCR)

Die PCR bietet auch die Moglichkeit, zwei DNA-Fragmente miteinander zu verbinden. Zu-
nachst werden die beiden Fragmente unabhangig voneinander amplifiziert. Dabei werden die
Primer so gewahlt, dass am 5°-Ende des einen DNA-Fragments eine liberhdngende Sequenz
komplementédr zum 3“-Ende des zweiten DNA-Fragments entsteht und umgekehrt. In dem fol-
gendem PCR-Ansatz werden beide Amplimere vereinigt, wodurch diese nach Denaturierung,
iiber die eingefiihrten komplementaren Sequenzen, zu einem Hybrid renaturieren. Ausgehend
von diesem Hybrid kann durch DNA-Synthese ein Doppelstrang iiber den kompletten Bereich
beider DNA-Fragmente synthetisiert werden. SchlieRlich kann durch die Primer, die an den
Enden des Hybrid-Molekiils binden, in einer konventionellen PCR das verkniipfte Molekiil
amplifiziert werden (Abb. 2.2) [42].
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Abbildung 2.2: Schema der SOEing-PCR [68]: b/c: Primer mit den iiberlappenden Berei-
chen, a/d: dulere Primer

Die verwendeten SOEing-PCR-Protokolle sind in den Tabellen 2.20-2.22 aufgefiihrt. Die iiber-
lappenden Bereiche der eingesetzten Primer kdnnen der Tabelle 2.8 entnommen werden.
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Reaktionsansatz 1 (50 ul)

Methode 1

2 uL pacrAB

9 uL luc

ca. im Verhéltnis 1,5:1 bis 3:1, Endkonz.: 100-200 ng/uL
5 pl 10x Puffer

3 uL MgCl; [25 mM]

1,25 uL ANTPs [10 mM]

0,75 uL Expand™ High Fidelity PCR System

29 /,LL dHQO

Initial-Denaturierung: 95°C 5 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 72°C 30 s
Extension: 72°C 3 min

7 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Reaktionsansatz 2 (90 ul)

Methode 2

10 puL Template aus Reaktionsansatz 1/ Methode 1
9 pL 10x Puffer

5,4 uL MgCly [25 mM]

10 plL 5'-Primer: acrl [2 pmol/ul]

10 pL 3'-Primer: luc3-3 [2 pmol/pl]

2,25 puL dANTPs [10 mM]

0,75 uL Expand™ High Fidelity System

42,6 ,uL dHQO

Initial-Denaturierung: 95°C 5 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 72°C 30 s
Extension: 72°C 3 min

30 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.20: SOEing-PCR-Protokoll: Fusion von pacrAB und luc (2073 bp)

Reaktionsansatz 1 (50 pl)

Methode 1

7 pL pacrEF

3 pl luc

ca. im Verhéltnis 4:1, Endkonz.: 150-300 ng/ul
5 uL 10x Puffer

enthdlt MgCl, [15 mM]

1,25 uL dNTPs [10 mM]

0,75 uL Expand™ High Fidelity PCR System
33 uL dH,0

Initial-Denaturierung: 95°C 4 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 73°C 30 s
Extension: 72°C 3 min

7 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Reaktionsansatz 2 (50 pl)

Methode 2

10 pL Template aus Reaktionsansatz 1/ Methode 1
5 pL 10x Puffer

enthdlt MgCly [15 mM]

5 uL 5°-Primer: pacrEF5' [2 pmol/ul]

5 uL 3'-Primer: luc3-3 [2 pmol/pul]

1,25 puL ANTPs [10 mM]

0,75 uL Expand™ High Fidelity PCR System

Initial-Denaturierung: 95°C 5 min

Denaturierung: 95°C 45 s
Annealing: 71°C 30 s
Extension: 72°C 3 min

30 Zyklen

Final-Extension: 72°C 5 min
Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.21: SOEing-PCR-Protokoll: Fusion von pacrEF und luc (2270 bp)
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Reaktionsansatz 1 (50 uL) Methode 1

2 uL marA Initial-Denaturierung: 95°C 5 min
2 puL araC-paraB

ca. im Verhéltnis 5:1, Endkonz.: 150-300 ng/ul Denaturierung: 95°C 45 s

5 pL 10x Puffer Annealing: 70°C 30 s

enthilt MgCly [15 mM] Extension: 72°C 3 min

1,25 puL ANTPs [10 mM] 7 Zyklen

0,75 puL Expand™ High Fidelity PCR System Final-Extension: 72°C 5 min

39 pL dH,0 Abschluss: 4°C Pause
Reaktionsansatz 2 (50 uL) Methode 2

10 uL Template aus Reaktionsansatz 1/ Methode 1 | Initial-Denaturierung: 95°C 5 min
5 pl 10x Puffer

enthalt MgCl, [15 mM] Denaturierung: 95°C 45 s

5 ul 5'-Primer: KAAraP5' [2 pmol/puL] Annealing: 70°C 30 s

5 pul 3'-Primer: KAmarA3' [2 pmol/plL] Extension: 72°C 3 min

1,25 uL dNTPs [10 mM] 30 Zyklen

0,75 puL Expand™ High Fidelity PCR System Final-Extension: 72°C 5 min
23,5 puL dH,0 Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.22: SOEing-PCR-Protokoll: Fusion von araC-paraB und marA (1750 bp)

2.3.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Zur ldentifizierung und Ermittlung der Groe von DNA-Fragmenten wurde eine Gelelektro-
phorese durchgefiihrt. Hierbei macht man sich zunutze, dass DNA-Molekiile aufgrund ihrer,
innerhalb eines groBen pH-Bereichs, negativ geladenen Phosphatgruppen im elektrischen Feld
in Richtung Anode wandern. Diese sogenannte elektrophoretische Beweglichkeit, die Mobi-
litdt, ist eine substanzabhingige GrdBe, die die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen
Feld bestimmt und damit fiir die Trennung entscheidend ist.

Da jedes Nukleotid eine Phosphatgruppe besitzt, ist die Ladung der DNA direkt propor-
tional zu ihrer Basenpaarzahl bzw. zu ihrer Lange. Daher werden die Unterschiede in der
Wanderungsgeschwindigkeit von Nukleinsduren in einer festen Gelmatrix ausschliellich durch
verschiedene MolekiilgréRen hervorgerufen.

Als Tragermaterial fiir eine feste Gelmatrix kann Agarose (Abb. 2.3) dienen. Diese hat die
Eigenschaft, nach dem L&sen durch Erhitzen, beim Abkiihlen zu gelieren. Hierbei bilden sich
Polysaccharidsol Doppelhelices, die sich in Gruppen zu relativ dicken Faden zusammenla-
gern. Diese Struktur verleiht den Agarosegelen hohe Stabilitit bei groBen Porendurchmessern
(150-500 nm). Dadurch wird das Gel zu einer Art "Molekularsieb”, das das Vorankommen
kleinerer DNA-Fragmente begiinstigt. Die Laufstrecke der Molekiile ist dem Logarithmus der
Basenpaare umgekehrt proportional.

Die Wanderung der Nukleinsduren im elektrischen Feld kann vor allem durch zwei Theori-
en beschrieben werden, dem Ogston-Siebeffekt und der Reptationstheorie. Das theoretische
Verhalten kann als "Mischung” dieser beiden Theorien angesehen werden [122].
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Abbildung 2.3: Strukturformel von Agarose (Sesselkonformation)

Bei den Experimenten wurde ein Agaroseanteil von 0,8-1,2 % (je nach erwarteten Fragment-
groBen) durch Aufkochen in 0,5x TAE-Puffer in der Mikrowelle gelost. Wahrend des Abkiih-
lens wurde der DNA-Interkalator Ethidiumbromid (Endkonzentration ca. 0,1 - 0,3 ug/mL)
hinzugegeben, wodurch die DNA nach anschlieRender UV-Bestrahlung sichtbar gemacht wer-
den kann. Nach der Bildung des Agarosegels in der Gelelektrophoresekammer, wurde dieses
mit 0,5x TAE-Puffer Giberschichtet.

Die Probelésungen (5-10 pL) wurden mit 1/5 Ladepuffer gemischt und anschlieBend in die,
durch einen Kamm geformten, Geltaschen pipettiert. Unter Anlegen einer Spannung von
5-10 V/cm wurde die Elektrophorese gestartet. Nach dem Lauf wurde das Gel mit UV-Licht
bestrahlt und mit einer Videodokumentationsanlage betrachtet. Die Grée und Konzentration
der DNA-Banden konnte mit Hilfe eines GroRen-Standard-Markers (Smart Ladder) bestimmt
werden, der neben den Probelésungen aufgetragen wurde.

2.3.6 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

Zur Beseitigung storender Reaktionsbedingungen wie z.B. zu hoher Salzgehalt, noch vorhan-
denes Enzym, Primer oder Nukleotide, wurden die Reaktionsansatze vor der Weiterverarbei-
tung aufgereinigt und konzentriert.

2.3.6.1 Isolierung von DNA aus Reaktionsansitzen

Zur Isolierung von DNA aus Reaktionsansdtzen wurde das QIAquick PCR Purification Kit
von Qiagen verwendet, wobei nach dem entsprechenden Protokoll des Herstellers vorgegangen
wurde [4].

Das Prinzip, das diesem Kit zugrunde liegt, sind Anionenaustauschersaulen, die durch ihre
positive Ladung die negativ geladene DNA binden kdnnen. Dies geschieht bei relativ niedriger
Salzkonzentration (ca. 750 mM). Degradierte RNA und Proteine binden unter den Bedin-
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gungen nicht. Das Saulenmaterial wird mit Puffern einer héheren Salzkonzentration (1 M)
gewaschen, um Spuren von Proteinen (RNase A) oder RNA zu eliminieren. Die Elution der
DNA erfolgt bei noch hoheren Salzkonzentrationen (1,25 M) [122].

Die tatsdchlichen Salzkonzentrationen sind vom Sdulenmaterial abhangig und den Herstel-
lerangaben zu entnehmen. Bei den Saulen der Firma Qiagen ist ein pH-Wert von < 7,5
zu beachten, sowie der Einsatz eines hohen Anteils an chaotropen Salzen. Chaotrope Salze
zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Struktur des Wassers brechen kdnnen und Proteine
inaktivieren.

Zu der Probe wurde im Verhiltnis 1:6 PB-Puffer hinzugegeben und diese Mischung gevortext.
AnschlieBend wurde dieser Ansatz auf die mitgelieferte Saule pipettiert und fiir 1 min, bei
13.000 rpm und RT, zentrifugiert, um die Bindung der DNA an die Silica-Gel-Membran zu
gewahrleisten.

Im ndchsten Schritt wurde der Durchfluss verworfen und die Sdule mit 750 uL PE-Puffer
gewaschen. Um den Ethanol-haltigen PE-Puffer vollstandig von der Saule zu entfernen, wur-
de zweimal fiir jeweils 1 min, bei 13.000 rpm und RT, zentrifugiert und zwischendurch der
Durchfluss verworfen. So kénnen Interferenzen in den Folgeexperimenten vermieden wer-
den.

AbschlieBend wurde die gebundene DNA mit 30-50 puL EB-Puffer bzw. 1:10 EB-Puffer oder
reinem Wasser von der Saule eluiert. Dabei wurde immer dann demineralisiertes Wasser be-
vorzugt, wenn Salze fiir folgende Experimente stérend waren, wie z.B. bei der Elektroporation
(Abschnitt 2.3.10.5). Das Eluat wurde bei -20°C gelagert.

2.3.6.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Um aus einem Gemisch verschieden groRer DNA-Fragmente das gewiinschte Fragment zu
isolieren, wurde das QIAquick Gel Extraction Kit verwendet. Das zugrundeliegende Prinzip
wurde in Abschnitt 2.3.6.1 beschrieben.

Nach einer Gelelektrophorese (Abschnitt 2.3.5) in einem low-melt-Agarosegel wurde die di-
stinkte Bande (DNA-Fragment entsprechender GroBe) mit einem Skalpel unter UV-Licht aus
dem Gel herausgeschnitten.

Nach Uberfithrung in ein sauberes GefiR, wurde das Gelstiick gewogen und im Verhiltnis
1:4 QG-Puffer hinzupipettiert. Um die Agarose aufzulésen, wurde fiir 10 min bei 50°C auf
dem Wasserbad inkubiert und anschlieRend der pH-Wert anhand der Farbung iberpriift. Es
musste nie eine Einstellung des pH-Wertes durchgefiihrt werden.

Im n&chsten Schritt erfolgte die Bindung der DNA an die S3ule durch Zentrifugation fiir
1 min bei 13.000 rpm und RT. Um noch die letzten Agarosereste zu entfernen wurde 500 pL
QG-Puffer auf die Sdule gegeben und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Die sich nun anschlieBenden Wasch- und Elutionsvorgange sind ebenfalls in Abschnitt 2.3.6.1
beschrieben [4].
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2.3.6.3 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA durch
Ethanol-Prizipitation

In Gegenwart monovalenter Kationen bildet DNA (bzw. auch RNA) in Ethanol einen unlésli-
chen Niederschlag, der durch Zentrifugation isoliert werden kann. In der Regel wird Natriuma-
cetat verwendet und in bestimmter Konzentration (0,3 M) zur Nukleinsdurelésung hinzuge-
geben. Diesem Gemisch wird das 2,5-3fache Volumen an Ethanol (96 %) zugesetzt, inkubiert
und zentrifugiert. Das mitgefallte Salz kann durch anschlieBendes Waschen mit 70 %igem
Ethanol beinahe vollstindig entfernt werden. Das Nukleinsdurepellet wird kurz getrocknet
(37°C) und in einem entsprechenden Puffer oder Wasser geldst [122]. Ethanol-Fallungen
wurden bei der Aufbereitung von Proben zum Sequenzieren und bei der Plasmidisolation
durchgefiihrt. Die genauen Angaben sind den Abschnitten 2.3.9.1, 2.3.9.2 und 2.3.12 zu
entnehmen.

2.3.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die fiir die Methode wichtigen Grundlagen sind in Abschnitt 2.3.1 schon beschrieben. Da
das Absorptionsmaximum fir Proteine bei 280 nm liegt, ldsst sich durch Bestimmung des
Verhiltnisses der Absorption sowohl bei 260 nm als auch bei 280 nm die Reinheit einer
Nukleinsdurelsung abschatzen. Eine reine DNA-Losung besitzt einen O Dqgg/O Dago-Wert
von 1,8. Ist die Nukleinsiurelosung mit Proteinen (oder Phenol) kontaminiert, so ist der
Wert signifikant kleiner [122].

Gemessen wurden wéssrige Losungen oder TE- bzw. EB-Puffer-haltige L&sungen gegen den
entsprechenden Nullwert. Dabei ist die Problematik zu bedenken, dass abhangig vom pH-Wert
und Salzgehalt der Lésungen ein und dieselbe Nukleinsdurepraparation ODgq/280-Verhaltnisse
von 1,5 bis 2,2 aufweisen kann [232]. Zu den in Abschnitt 2.3.1 genannten Formeln l3sst sich
Folgende ergdnzen [143]:

OD26(] xV

clpmol/mL]ldsDN A = BoxL

e V: Verdiinnungsfaktor
e [: Lénge in kb

2.3.8 Enzymatische Modifikationen

Die folgenden Abschnitte befassen sich mit einigen in dieser Arbeit verwendeten Enzymen.
Dabei geht es um Modifikationen hinsichtlich der Identifizierung, Charakterisierung und Klo-
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nierung von doppelstrangiger DNA.

2.3.8.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die in der Lage sind doppelstran-
gige DNA-Molekiile an bestimmten Erkennungssequenzen zu binden und zu schneiden
(Hydrolyse). Hierbei konnen entweder glatte (blunt) oder kohasive (sticky) Enden
mit 5- oder 3-Uberhingen entstehen. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Typ-II-
Restriktionsendonukleasen verwendet (Tab. 2.7). Diese besitzen nur eine Restriktionsaktivitat
und spalten die DNA meist innerhalb ihrer definierten Erkennungssequenz, so dass DNA-
Fragmente mit definierter Lange und definierten Enden resultieren. Die Erkennungssequenzen
dieser Enzyme sind 4-8 Nukleotide lang und meist palindromisch.

Bei der Durchfithrung einer Restriktion ist vor allem auf die Einstellung des optimalen pH-
Wertes zu achten, der meist zwischen pH 7,5 und 8 liegt. Des Weiteren ist fiir die Enzy-
maktivitdt ein divalentes Kation (meist Mg?*) erforderlich. Das Temperaturoptimum liegt
iiberwiegend bei 37°C. Eine Temperaturerhhung kann bei einigen Restriktionsenzymen zur
Inaktivierung genutzt werden. Die Restriktionsenzymmenge wird in Einheiten (U/uL) ange-
geben: Eine Einheit ist die Menge, die bendtigt wird, um ein Mikrogramm Substrat-DNA
bei optimalen Reaktionsbedingungen innerhalb einer Stunde zu spalten. Als Substratmolekiil
wird in der Regel Bakteriophage A\-DNA verwendet [122].

Bei den Restriktionen wurden Ansatze von 20 ulL gewahlt. Eingesetzt wurden 0,2-1 ug DNA,
der, dem jeweiligen Enzym beigefiigte 10x Puffer, sowie teilweise BSA-Ldsungen [2]. Zur
Berechnung der einzusetzenden Restriktionsenzymmenge, angepasst an die jeweils eingesetzte
DNA-Menge, wurde folgende Formel verwendet:

48.500 bp (ADNA) x Anzahl der Schnittstellenpya X g DN A
bp DN A x Anzahl der Schnittstellenxpya X h

Unit gnzym =

Fiir die unterschiedlichen Restriktionsansidtze wurden die in Tabelle 2.7 angegebenen Re-
striktionsendonukleasen verwendet, deren Einsatz an den entsprechenden Stellen in Kapitel
3 Erwdhnung findet.

2.3.8.2 Dephosphorylierung

Fiir die Klonierungen wurden Plasmide eingesetzt, die mit einem Restriktionsenzym geschnit-
ten wurden, welches kohdsive Enden mit freien Phosphatresten an den 5°-Enden erzeugte.
Diese Reste werden fiir die anschlieBende Ligation benétigt. Da jedoch, wegen der Verwen-
dung nur eines Restriktionsenzyms, durch die entstandenen kompatiblen Enden die Mog-
lichkeit der Religation der Vektoren bestand, wurden diese mit Alkalischen-Phosphatasen
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inkubiert. Aufgrund der gleichen Problematik wurde bei geschnittenen Plasmide mit glatten
Enden (nach Auffiillen mit dem Large (Klenow) Fragment der DNA-Polymerase 1) ebenso
verfahren. Die Alkalische-Phosphatase hydrolysiert Phosphoresterbindungen am 5°-Ende von
Nukleinsduren, wodurch die Religation verhindert werden kann.

Das Fragment, das hineinkloniert werden sollte, besall dagegen noch beide Phosphatreste
und konnte daher seinerseits mit der Vektor-DNA ligieren; zumindest mit einem der beiden
Strdnge, was fiir eine erfolgreiche Klonierung ausreichend ist [143].

Eingesetzt wurden bei den Versuchen die in Tabelle 2.7 aufgelisteten Phosphatasen. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben der Enzymhersteller.

2.3.8.3 Generierung von blunt ends

Das sogenannte Large (Klenow) Fragment der DNA-Polymerase | aus E. coli ist eine mo-
difizierte Variante der DNA-Polymerase |. Es handelt sich um das groRere (76 kDa) von
zwei enzymatisch aktiven Peptidfragmenten, die bei der partiellen Proteolyse der DNA-
Polymerase | durch eine bestimmte Protease entstehen. Das Large (Klenow) Fragment be-
sitzt nur noch die 5'—3'-DNA-Polymeraseaktivitdt und die 3'—5'-Exonukleaseaktivitit. Die
5'—3'-Exonukleaseaktivitat ist hingegen nicht mehr vorhanden. Die gleichen Aktivitdten be-
sitzt auch eine DNA-Polymerase aus dem Phagen T4 (T4-DNA-Polymerase). Beide Enzyme
weisen nur dann eine Exonukleaseaktivitdt auf, wenn keine Desoxynukleotid-Triphosphate
(dNTPs) vorhanden sind. In Gegenwart von dNTPs hingegen iiberwiegt die Polymeraseakti-
vitat [42].

Fiir die Experimente wurden die in Tabelle 2.7 genannten Enzyme eingesetzt, um fiir die
Umklonierung von DNA-Fragmenten blunt ends (glatte Enden) zu erzeugen. Die Reaktion
wurde nach Angaben der Enzymbhersteller durchgefiihrt.

2.3.8.4 Ligation

Die DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4 (T4-DNA-Ligase) katalysiert die Verkniipfung
von 5'-Phosphatgruppen mit 3'-OH-Enden einer DNA. Die bendtigte Energie zur Bildung der
Phosphodiesterbindung bezieht das Enzym aus der Hydrolyse des Co-Substrats ATP.

Fiir die Ligationen wurden entweder das Rapid Ligation Kit oder die T4-DNA-Ligase von NEB
mit dem hergestellten Puffer (Tab. 2.7 und 2.3) verwendet. Die einzusetzenden DNA-Mengen
wurden wie folgt berechnet:

Masselpg]
(660[g/mol] x Anzahl der Basenpaare

DN A — Menge[pmol] =

Dabei wurde stets darauf geachtet, dass sich das DNA-Fragment zum Vektor im Verhaltnis
von ca. 5:1 im Ligationsansatz befand.
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Bei der Verwendung des Rapid Ligation Kits wurden die Angaben des Herstellers benutzt.
Bei Verwendung der T4-DNA-Ligase im hergestellten Puffer wurde zu einem 20 ul Ligati-
onsansatz 1 uL Enzym gegeben und dieser bei 14°C fiir 15 h inkubiert.

2.3.9 Gewinnung von Plasmid-DNA

Plasmide sind zirkulare, doppelstrangige DNA-Molekiile, die sich unabhéngig vom bakteriel-
len Genom in Bakterien vermehren kdnnen. Im Folgenden geht es dabei ausschlieBlich um die
Plasmidvektoren, die aus verschiedenen Elementen zusammengesetzt sind und fir viele mo-
lekularbiologische Anwendungen essentiell sind, nicht um natiirlich vorkommende Plasmide.
Die Minimalausstattung eines solchen Plasmids (ca. 2,5-10 kb) besteht aus einem Replika-
tionsstart (origin of replication, ori), einem Selektionsgen (meist ein Antibiotikumresistenz-
gen) und einer Klonierungsstelle (Restriktionsschnittstelle, cloning site), um fremde DNA ins
Plasmid einschleusen zu kdnnen. Der Replikationsursprung wird von der DNA-Polymerase als
Initiationspunkt fur die Replikation erkannt und entscheidet tiber die Zahl der Plasmidkopien
pro Bakterienzelle [122, 143, 42].

In den Abschnitten 2.3.9.1 und 2.3.9.2 werden zwei in dieser Arbeit angewandte Metho-
den zur Isolierung von Plasmid-DNA beschrieben, welche nach Angaben der Firma Qiagen
durchgefiihrt wurden.

2.3.9.1 Plasmid-Mini-Priparation

Fiir die Isolierung von Plasmiden musste zundchst der Plasmid-tragende Bakterienstamm
unter Selektionsdruck wachsen gelassen werden. Dazu wurde, ausgehend von einer einzelnen
Bakterienkolonie, eine Ubernachtkultur (UNK) in 3 mL Medium bei 130 rpm und der ent-
sprechenden Temperatur (meist 37°C) bebriitet. Die entstandene Bakteriensuspension wurde
mittels zweimaliger Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT fiir jeweils 1 min sedimentiert.
Zur Resuspension wurden 150 pL des P1-Puffers hinzupipettiert und gevortext. Dieser Puffer
ist EDTA-haltig, was, durch Komplexierung von zweiwertigen Kationen (Mg?*, Ca%*), zur
Destabilisierung der Bakterienzellwand fiithrt. Des Weiteren kommt es durch die zugesetzte
RNase A (siehe Herstellerangaben) zur Degradation eines GroRteils der bakteriellen RNA.
Im nachsten Schritt wurden 150 ul des P2-Puffers hinzugegeben und durch Invertieren
vorsichtig gemischt. Durch diesen Puffer kommt es zur sogenannten alkalischen Lyse. Das
enthaltene SDS |6st als Detergenz die Phospholipide und Proteinkomponenten der Zellwénde.
Die Natronlauge denaturiert chromosomale und Plasmid-DNA sowie Proteine. Entscheidend
an diesem Punkt ist die Inkubationsdauer, die in der Praxis ca. 1-2 min betrug. Bei einer
zu langen Inkubationsdauer kommt es zur irreversiblen Denaturierung der Plasmid-DNA, bei
einer zu kurzen zur ineffizienten Lyse und damit niedrigen Ausbeute.
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Nach der Inkubation wurden zur Neutralisation 150 uL des P3-Puffers hinzupipettiert und
wieder durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Neutralisiert wird mit saurem Kaliumace-
tat. Kaliumdodecylsulfat ist in Wasser wesentlich schlechter I6slich als Natriumdodecylsulfat
(SDS) und fallt somit unter den herrschenden hohen Salzkonzentrationen aus. Denaturierte
Proteine, hochmolekulare RNA, denaturierte chromosomale DNA und bakterieller Zelldebris
bilden in Anwesenheit von Kaliumdodecylsulfat unlsliche Komplexe und werden zusammen
mit dem Salz prazipitiert. Die kleineren Plasmidmolekiile bleiben in Lésung und kénnen durch
Neutralisation der Lésung wieder renaturieren [122]. Dabei hat die supercoiled-Konformation
des Plasmids dafiir gesorgt, dass sich die Einzelstrange bei der Denaturierung rdumlich nicht
weit voneinander entfernt haben.

Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT fiir 5 min sedimentiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und erneut fiir 2 min zentrifugiert. Wenn kein Sediment
mehr sichtbar war, wurde mit der Lésung weiter gearbeitet.

Im nadchsten Schritt wurde eine Ethanol-Fallung, deren Prinzip in Abschnitt 2.3.6.3 beschrie-
ben worden ist, wie folgt durchgefiihrt:

Auf die Losung wurde zunachst 1 mL Ethanol 96 % gegeben, invertiert und fiir 25 min
bei 17.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment
mit 500 pL Ethanol 70 % durch kurzes Umschiitteln gewaschen. AnschlieBend wurde fiir
5 min bei 17.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und der
restliche Ethanol durch Verdunsten bei 37°C entfernt. Das getrocknete Sediment wurde je
nach Anwendung in 30-50 ulL EB-Puffer oder Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Restriktionsverdau (Linearisierung der Plasmid-
DNA, Abschnitt 2.3.8.1) durch GroBenvergleich im Agarosegel (Abschnitt 2.3.5).

2.3.9.2 Plasmid-Midi-Praparation

Die bei dieser Variante zugrunde liegenden Prinzipien entsprechen denen der alkalischen Lyse
in Abschnitt 2.3.9.1. Um jedoch aufgereinigte Plasmid-DNA zu erhalten, werden anschlie-
Rend die gleichen Methoden wie unter Abschnitt 2.3.6.3 verwendet, mit dem Unterschied,
dass die Plasmid-DNA mittels Isopropanol gefallt wird. Durch die Verwendung eines grole-
ren Ausgangskulturvolumens und dementsprechend gréBerer Silica-Gelmembran-S3ulen kann
insgesamt eine groRere Ausbeute an Plasmid gewonnen werden.

Zuniachst wurde eine Vorkultur angesetzt, indem eine einzelne Bakterienkolonie von der Se-
lektionsplatte abgenommen und in 2-5 mL Medium (NI, LB) iiberimpft wurde. Dieser Ansatz
wurde fiir 8 h bei 300 rpm und der entsprechenden Temperatur (in der Regel 37°C) wachsen
gelassen. Aus dieser Vorkultur wurden Verdiinnungen von 1:500 bis 1:1000 in 25 mL Selekti-
onsmedium fiir high copy-Plasmide und in 100 mL Selektionsmedium fiir fow copy-Plasmide
angesetzt.

low copy-Plasmide mit einem colE1-Origin, die in Gegenwart von Chloramphenicol kulti-
viert wurden, wurden wie high copy-Plasmide behandelt. Da durch den Translationsinhibitor
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Chloramphenicol die Nachlieferung des Rop(repressor of primer)-Proteins inhibiert wird, das
mitverantwortlich fiir die Kontrolle der Kopienzahl des Plasmids ist. Dies fiihrt zu einer er-
hohten Replikation (relaxed replication) und dadurch zur Erhéhung der Kopienzahl [122].
Die angesetzten Verdiinnungen wurden bei 300 rpm und meist 37°C fiir 12-16 h geschiittelt,
bis ungefihr eine Zelldichte von 3-4 x 10° erreicht war. Auf diese Weise sollte eine Uber-
ladung der Sdule vermieden werden. Im nachsten Schritt wurden die Bakteriensuspensionen
durch Zentrifugation bei 5.300 rpm und 4°C fiir 15 min sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Bakteriensediment in 4 mL bzw. 10 mL P1-Puffer durch Vortexen resus-
pendiert. AnschlieBend wurden 4 mL bzw. 10 mL P2-Puffer hinzugegeben, durch Invertieren
gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 4 mL bzw. 10 mL vorgekiihltem
P3-Puffer, invertieren und Inkubation fiir 15 min bzw. 20 min auf Eis, konnte bei 13.000 rpm
und 4°C fiir 30 min zentrifugiert werden. Der Plasmid-DNA enthaltende Uberstand wurde
unverziiglich in ein neues GefdR iiberfiihrt und erneut bei 13.000 rpm und 4°C fiir 15 min
zentrifugiert. Wenn kein Sediment mehr zu sehen war, wurde mit der Losung weiter gearbei-
tet. Im nachsten Schritt wurde die Silica-Gelmembran-Saule durch Zugabe von 4 mL bzw.
10 mL QBT-Puffer dquilibriert. AnschlieBend wurde die Probe auf die Saule iiberfiihrt und
nach dem Durchlauf mit 2 x 10 mL bzw. 2 x 30 mL QC-Puffer gewaschen. Eluiert wurde mit
5 mL bzw. 15 mL QF-Puffer.

Die im Eluat enthaltene Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 3,5 mL bzw. 10,5 mL Isopro-
panol prazipitiert und durch Zentrifugation bei 10.000 rpm und RT fiir 10 min sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit 2 mL bzw. 5 mL Ethanol 70 % gewaschen
und bei 10.000 rpm (RT) fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen,
das Sediment getrocknet und in 50 ulL EB-Puffer aufgenommen [4].

2.3.10 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Um das Einschleusen von DNA in eine Bakterienzelle (Transformation) zu ermdglichen, gibt
es mehrere experimentelle Ansdtze. In den folgenden Abschnitten werden zwei, in dieser
Arbeit angewandte, Mdglichkeiten genauer beschrieben.

2.3.10.1 CaCl,-Methode

Eine Mdglichkeit, um die DNA-Aufnahmebereitschaft von Zellen (Kompetenz) zu erhéhen
ist die Vorbehandlung dieser mit zweiwertigen Kationen bei niedrigen Temperaturen. Der
genaue Mechanismus dabei ist bis heute ungeklart, und die Optimierung der Bedingungen
dieser Methode ist auf empirische Experimente zuriickzufiihren [190].

Zur Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode [33] wurde eine 1:100 Verdiin-
nung einer Ubernachtkultur (UNK) in 50 mL Medium (NI, LB) angesetzt und bei 130 rpm
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und 37°C bis zu einer ODs46nm von 0,4 bis 0,6 inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in
ein, auf Eis vorgekiihltes, GefaR iiberfiihrt und bei 5.500 rpm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert.
Das Sediment wurde in 10-15 mL vorgekiihlter 100 mM CaCl,-Lésung resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5.500 rpm, 4°C, 5 min) wurde das
Sediment in 1 mL 100 mM CaCly-Lésung resuspendiert und auf Eis im Kiihlschrank gelagert.
Die Suspension hélt sich auf Eis fiir mehrere Tage, wobei die Kompetenz ihr Maximum nach
ca. 12-24 h erreicht [143]. Dies hdngt allerdings vom verwendeten Bakterienstamm ab. Je
nach Stamm wurden die kompetenten Zellen sofort fiir die Transformation eingesetzt oder
erst nach 18-24 h.

2.3.10.2 Transformation nach Hanahan

Fiir die Transfomation nach Hanahan [69] wurden 80 uL der, mittels CaCl,-Methode herge-
stellten, kompetenten Zellen mit 5-10 pL eines Ligationsansatzes oder 1-50 ng Plasmid-DNA
vorsichtig gemischt und auf Eis fiir 30 min inkubiert. Hierbei kommt es zur Anlagerung der
DNA an die Zytoplasmamembran.

AnschlieBend wurden die Bakterien fiir 1-2 min einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt.
Dieser Hitzeschock fiihrt zu einer erhdhten Fluiditat der Membran, wodurch die Aufnahme
der DNA in die Zelle erleichtert wird.

Die Bakterienzellen wurden nochmals fiir 5 min auf Eis gestellt und dann in 1 mL Medium
(NI, LB) iiberfiihrt. Ohne Zugabe des Selektionsantibiotikums wurde diese Suspension fiir 1 h
bei 130 rpm und 37°C geschiittelt. In dieser Regenerations-Phase kommt es zur Auspragung
der Plasmid-vermittelten Resistenz.

Abschliebend wurden 50 und 200 pL der Bakteriensuspension auf Antibiotikum-haltigen Agar-
platten ausplattiert und bei 37°C tiber Nacht bebriitet. Als Kontrolle dienten je nach Anwen-
dung folgende Ansatze:

e 80 uL kompetente Zellen: Uberpriifung der Lebensfihigkeit (kein Selektionsdruck)
e 80 il kompetente Zellen + pBR322: Uberpriifung der Kompetenz

e 80 il kompetente Zellen + Plasmid geschnitten: Uberpriifung der Vollstindigkeit des
Restriktionsverdaus

e 80 L kompetente Zellen + Plasmid dephosphoryliert: Uberpriifung der Phosphatase

e 80 uL kompetente Zellen 4+ Plasmid dephosphoryliert und ligiert: Uberpriifung der
Phosphatase

e 80 L kompetente Zellen + Plasmid geschnitten und ligiert: Uberpriifung der Ligase
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2.3.10.3 Herstellung kompetenter Zellen mittels CaCl,-Methode zur
Lagerung

Bei Stammen mit denen verschiedene Transformationen mittels CaCl,-Methode durchgefiihrt
werden sollten, wurde die Durchfiihrung der Herstellung kompetenter Zellen mittels CaCl,
so abgewandelt, dass die Bakterienzellen bei -80°C lagerfdhig waren und damit jeder Zeit
eingesetzt werden konnten.

Dabei wurde die Kultur wie in Abschnitt 2.3.10.1 beschrieben inkubiert und nach Ernte fiir
10 min auf Eis gestellt. Durch Zentrifugation fiir 10 min bei 5.500 rpm und 4°C wurde sedi-
mentiert, und das Sediment in 10 mL eiskaltem TFB1-Puffer (Tab. 2.3) resuspendiert. Nach
weiteren 10 min auf Eis wurde unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen sedimentiert.
Dieses Sediment wurde in 2 mL eiskaltem TFB2-Puffer (Tab. 2.3) resuspendiert, fiir 10 min
auf Eis gestellt, abschlieBend @ 200 uL aliquotiert und bei -80°C gelagert. Kamen diese
Bakterienzellen fiir Transformationen zum Einsatz, musste das Auftauen auf Eis erfolgen.

2.3.10.4 Herstellung kompetenter Zellen fiir die Elektroporation

Aus einer Ubernachtkultur (UNK) wurde eine 1:100 Verdiinnung in 50 mL Medium (NI, LB
fiir E. coli, SOB fiir Salmonellen) hergestellt und bei 200 rpm und 37°C bis zu einer ODgognm
von 0,5 bis 0,7 geschiittelt. Die Zellsuspension wurde in ein sauberes GefaR tberfithrt und
30 min auf Eis gestellt. Durch Zentrifugation fiir 15 min bei 7.000 rpm und 4°C wurden die
Bakterienzellen sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 mL kaltem Wasser resuspendiert
und unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen erneut sedimentiert.

Dieser Waschschritt ist erforderlich, um die Bakterienzellen vollstandig von anhaftenden Sal-
zen zu befreien, die sich auf die Elektroporation stérend auswirken kénnten und wurde noch
einmal mit 5 mL kaltem Wasser wiederholt.

AbschlieRend wurde das Sediment in 500 uL kaltem Wasser resuspendiert. Die kompetenten
Bakterienzellen wurden auf Eis gelagert und direkt fiir die Elektroporation eingesetzt. Sollten
die kompetenten Zellen fiir einen spateren Einsatz gelagert werden, musste bei der Durch-
fihrung mit 10 % Glycerin anstelle von kaltem Wasser gearbeitet werden. Dabei wurde das
Sediment abschlieBend in 2 mL 10 % Glycerin resuspendiert, ¢ 200 plL aliquotiert und bei
-80°C eingefroren.

2.3.10.5 Elektroporation

Die Elektroporation ist urspriinglich fiir das Einschleusen von DNA in eukaryotische Zellen
entwickelt [151], aber langst auch fiir die Transformation in Bakterienzellen optimiert worden
[201].
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Mittlerweile ist die Elektroporation das gebrauchlichste und effizienteste Transformationsver-
fahren. Hierbei wird ausgenutzt, dass, durch kurzfristiges Anlegen einer elektrischen Spannung
und Entstehung eines elektrischen Feldes, in der Membran eine erhéhte Permeabilitat fiir Ma-
kromolekiile induziert wird, so dass innerhalb des elektrischen Impulses DNA ins Zellinnere
diffundieren kann.

Fiir die Durchfiihrung wurden 50 uL der fiir die Elektroporation hergestellten, kompetenten
Zellen mit 1-50 ng DNA vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis gestellt. Zu beachten war bei
diesem Schritt, dass auch die DNA-L3sung mdoglichst keine bzw. nur eine geringe Salzkon-
zentration aufwies (Abschnitt 2.3.6.3), da es sonst durch das Leiten des Stroms, zu einem
Kurzschluss kommt.

Bei der Einstellung des Genepulsers wurden folgende Parameter gewshlt: 2,5 kV/ 200 €/
25 uF/ 3,5-4,5 ms. Der Transformationsansatz wurde in die Elektroporationskiivette iiber-
fihrt und der Impuls gegeben. Schnellstméglich wurde dieser Ansatz in 1 mL Medium (NI, LB
fur E. coli, SOC fiir Salmonellen) pipettiert und fiir 1 h bei 130 rpm und 37°C geschittelt.
Die regenerierten, transformierten Bakterienzellen wurden wie in Abschnitt 2.3.10.2 auf Se-
lektionsagarplatten ausplattiert. Es konnten die gleichen Kontrollen, wie unter Abschnitt
2.3.10.2 beschrieben, verwendet werden. Zusitzlich wurde die Uberlebensquote der kompe-
tenten Zellen nach Elektroporation durch Ausimpfen ohne Selektionsdruck kontrolliert.

Da Elektroporationskiivetten teuer sind, wurden diese nach Reinigung mehrfach (2-3x) ver-
wendet. Gereinigt wurde, indem zundchst mit 0,1 N HCI-Lésung fiir 5 min inkubiert wurde.
AnschlieBend wurde die Kiivette mit 96 % Ethanol gewaschen. Nach Verwerfen und dem
vollstandigem Verdunsten des Ethanols wurden die Kiivetten erneut eingesetzt.

2.3.11 Konjugation

Die bakterielle Konjugation ist neben der Transformation und der viralen Transduktion ei-
ne der Moglichkeiten zur DNA-Ubertragung bei Prokaryoten. Die bakterielle Konjugation
erlaubt tber direkten Zell-Zell-Kontakt den unidirektionalen DNA-Transfer von einem Do-
norbakterium in einen Rezipienten [109, 211]. Damit die Konjugation ablaufen kann, muss das
Donorbakterium ein sogenanntes konjugatives Plasmid, das die fiir die Konjugation nétigen
Gene (z.B. F-Pili) tragt, enthalten. Zu dieser Gruppe gehdren F(fertility)- und R(resistance)-
Plasmide, die nach einer bestimmten Nomenklatur eingeteilt werden.

Fiir die Ubertragung des Plasmids pBP507 durch Konjugation wurde der Stamm CN600SN,
der das RP1 Plasmid enthilt, verwendet. Fiir die Ubertragung von pBP591 wurde hinge-
gen der E. coli-Stamm S17-1 verwendet, der RP4 chromosomal integriert trigt. RP1 und
RP4 gehdren zu den sogenannten Plasmiden der Inkompatibilitdtsgruppe P (IncP), welche
promiskuitiv sind und sich durch ein breites Wirtsspektrum (broad host range) auszeichnen
[29].

Fiir die Durchfiihrung wurden Ubernachtkulturen der Rezipienten-Stamme in 3 mL Medium
(NI) bei 130 rpm und 37°C geschiittelt. Die Donor-Stdmme, die zunéchst iiber Transforma-
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tion mittels CaCl,-Methode die Plasmide pBP507 bzw. pBP591 erhalten haben, wurden in
3 mL Medium (NI) mit 30 pug/mL Gentamicin kultiviert. Zur Entfernung des Antibiotikums
wurden die Ubernachtkulturen der Donor-Stamme fiir 1 min bei 13.000 rpm und RT sedimen-
tiert und in 3 mL Medium (NI) resuspendiert. Donor und Rezipient wurden im Verhaltnis 1:2
gemischt und 6 h bei RT ruhig stehen gelassen. Zur Selektion der Transkonjuganten wurden
200 pL des Gemisches auf M9-Agarplatten, die noch Glukose und 30 pg/mL Gentamicin
enthielten, ausplattiert und bei 37°C bebriitet. Unter diesen Minimal-Bedingungen konnten
die Donor-Stamme nicht wachsen.

2.3.12 DNA-Sequenzierung

Das Verfahren zur DNA-Sequenzierung wurde 1977 von Sanger et al. entwickelt [191]. Dieses
Didesoxyverfahren (Kettenabbruchverfahren, Terminationsverfahren) basiert auf der durch
eine Polymerase katalysierten Synthese einer Population von basenspezifisch terminierten
DNA-Fragmenten, die nach ihrer GroBe elektrophoretisch getrennt werden kdnnen. Das in
dieser Arbeit genutzte, abgewandelte Verfahren wird als Cycle-Sequencing bezeichnet.
Hierbei ermoglicht eine thermostabile DNA-Polymerase die in vitro-Vervielfiltigung des zu
sequenzierenden DNA-Bereichs analog einer PCR-Reaktion (Abschnitt 2.3.3). Im Gegensatz
zur PCR befindet sich in der Reaktion nur ein Primer, es wird also lediglich linear und
nicht exponentiell amplifiziert. In einer Mischung aus DNA-Matrize, Primer, thermostabiler
DNA-Polymerase und einem dNTP/ddNTP-Gemisch wird ein thermisches Profil durchlaufen,
bestehend aus Primer-Denaturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese.

Die 2°,3'-Didesoxynukleotide (ddNTPs) sind die sogenannten Terminatoren [122]. Aufgrund
der fehlenden OH-Gruppe am C3-Atom des Zuckers, sind diese nicht in der Lage eine Phos-
phodiesterbindung auszubilden, so dass ihr Einbau zum Kettenabbruch fiihrt. Da dieser Syn-
theseabbruch statistisch auftritt, kommt es zur Bildung von DNA-Fragmenten aller méglichen
Kettenlangen mit definiertem 5 -Ende.

Zur Detektion sind die ddNTPs mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, jeweils eine der vier
Basen mit einem spezifischen Farbstoff. Dadurch kann die Reaktion in einem Gefal statt-
finden und das Reaktionsgemisch als Ganzes aufgetrennt werden. Die Absorptionsspektren
der basenspezifischen Fluorochrome unterscheiden sich geniigend voneinander, so dass sie
bei Anregung photometrisch eindeutig erfasst werden kénnen. Die DNA-Fragmente werden
nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe eines automatischen DNA-Sequencers
(Tab. 2.1) detektiert, analysiert und direkt in einem Computer gespeichert. Die Umsetzung
der Farbsignale in die Basenabfolge erfolgt mit Hilfe dieses Computers und entsprechender
Software (ABI-CE1, Version 3.0, Perkin Elmer Corporation, Foster City, USA).

Bei der Durchfiihrung von DNA-Sequenzierungen wurde zwischen Plasmiden und DNA-
Fragmenten als Matrize unterschieden. Die allgemeinen Protokolle fiir Sequenzierproben und
-programme sind in den Tabellen 2.23 und 2.24 aufgefiihrt.
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Reaktionsansatz (20 uL)

Methode

x pL PCR-Fragment (20-100 ng)

2,5 pul 5x Puffer

1 pL Primer [10 pmol/pL]

3 uL Ready Reaction Mix (BigDye®)
ad 20 pL dH,0

Initial-Denaturierung: 96°C 2 min

Denaturierung: 96°C 10 s
Annealing: x°C 5 s

Analog der PCR fiir das Fragment
Extension: 60°C 4 min

25 Zyklen

Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.23: Cycle Sequencing-Protokoll fiir DNA-Fragmente

Reaktionsansatz (20 xL)

Methode

x pL Plasmid (1-1,5 ug)
2,5 uL 5x Puffer

1 pL DMSO

1 pL Primer [10 pmol/ul]
ad 17 pL dH,0

Initial-Denaturierung: 96°C 5 min

Denaturierung: 96°C 30 s
Annealing: x°C 15 s

Analog der PCR fiir das Fragment
Extension: 60°C 4 min

30 Zyklen
Zugabe nach Initial-Denaturierung:

3 uL Ready Reaction Mix (BigDye®) | Abschluss: 4°C Pause

Tabelle 2.24: Cycle Sequencing-Protokoll fiir Plasmid-DNA

Nach dem Cycle wurden die Ansatze durch eine Ethanolfallung (Abschnitt 2.3.6.3) aufgerei-
nigt. Zu dem 20 plL Cycle-Ansatz wurden 80 plL Wasser, 10 uL 3 M Natriumacetat-L3sung
und 250 uL Ethanol (96 %) in dieser Reihenfolge hinzupipettiert und vorsichtig gemischt.
AnschlieRend wurde fiir 25 min bei 15.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und das Pellet mit 400 uL Ethanol 70 % gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei 15.000 rpm und RT wurde der Uberstand wieder
entfernt und der restliche Ethanol bei 37°C verdunsten gelassen. Das Prazipitat wurde in
20 pL Hi-Di™ Formamid aufgenommen und sequenziert.

2.3.13 Bestimmung der Luciferase-Aktivitit

Das luc-Gen aus Photinus pyralis ist ein hdufig verwendetes Reportergen, dass fiir das Enzym
Luciferase codiert. Unter der Kontrolle von Promotoren zu untersuchender Gene kann es fiir
Expressionsstudien genutzt werden. Die Luciferase ist in der Lage ihr Substrat Luciferin
durch Elektroneniibertragung unter Verbrauch von ATP in Gegenwart von Magnesium und
Sauerstoff zu oxidieren. Dabei wird unter anderem Licht (h e v) freigesetzt (Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4: Luciferase-Reaktion

Diese Reaktion lauft in wenigen Sekunden ab. Zur Durchfiihrung wurde das Luciferase Assay
System von Promega verwendet, in dem das Lumineszenzsignal fiir eine Minute stabil gehal-
ten wird.

Fiir das Screening auf Funktionalitdt der entwickelten Reportergensysteme wurden Proben
aus Ubernachtkulturen gezogen. Bei der Durchfithrung der Messreihen wurden 1:100 Verdiin-
nungen aus Ubernachtkulturen in 10 mL Medium (NI) angesetzt und bis auf eine ODssnm
von 0,4-0,65 wachsen gelassen. Entscheidend fiir die Auswahl der Hohe der ODsg6nm War
die Fragestellung des Versuchs (Abschnitte 3.12 und 3.13). Wurden Proben unter Zugabe
von Substanzen vermessen, wurden diese bei definierter ODsygnm hinzugegeben (Abschnit-
te 3.11, 3.12.2, 3.12.3, 3.12.5 und 3.13.1). Um Proben, von verschiedenen Stammen oder
unter verschiedenen Bedingungen, direkt miteinander vergleichen zu kdnnen, mussten diese
am selben Tag bei exakt der gleiche ODg46nm entnommen werden. Dabei wurden aus einem
Ansatz immer drei Proben entnommen.

Um die Luciferase-Aktivitdt zu bestimmen, wurden 90 pL Probe mit 10 uL Puffer (1 M
KoHPO4/ 20 mM EDTA, pH 7,8) gevortext und bei -80°C eingefroren (> 10 min). Auf
die wieder aufgetauten Proben wurden 300 ulL Lysis-Mix (1,5 mg Lysozym [58.100 U/mg
Protein], Img BSA, 80 uL 5x CCLR ad 300 puL dH,O) gegeben, gevortext und fiir 1 h
stehen gelassen. Dieser Mix dient nicht nur dem Aufschluss der Zellen, sondern stabilisiert
zusatzlich die Luciferase fiir Stunden. In der Regel wurden dreimal 2,5 pl aus der gleichen
Probe entnommen und direkt nach Zugabe von 25 ul LAR (Luciferase Assay Reagent:
Substrat + Puffer) in einem Luminometer (Tab. 2.1) bei ODsgonm vermessen. Ausnahmen
bildeten die Validierungen und ausgewdhlte Messungen (Abschnitt 3.11.2).

2.3.14 Berechnung des RLU/OD Quotienten

Zur Untersuchung der Expression von acrAB und acrEF wurden die entsprechenden Stam-
me mit den entwickelten Reportergenplasmiden (Tab. 2.9) transformiert. Dabei wurde an-
genommen, dass die Luciferase-Aktivitat, gemessen als emittiertes Licht, proportional zum
Ansprechen des jeweiligen Promotors ist.

Die erhaltenen RLU-Werte (relative light units) wurden zunachst auf die ODs4gnm bezogen.
Der daraus resultierende Quotient RLU/ODsggnm entspricht der spezifischen Aktivitdt von
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pacrAB-luc bzw. pacrEF-luc.

Fiir den Vergleich von parallel gezogenen Proben (Messreihen) wurden die Quotienten auf-
einander bezogen. Dabei wurde der Wildtyp bzw. die Probe ohne Zugabe von Substanzen
auf 100 % gesetzt. Der berechnete Wert wurde RLU/ODs46n,m % genannt und beschreibt die
Verdnderung in der Expression von acrAB bzw. acrEF im Vergleich zum Ausgangszustand.

2.3.15 Die statistische Auswertung der spezifischen Luciferase-Aktivitdten

Bei der Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt (Abschnitt 2.3.13) wurden pro Anzucht fiir
jeden Stamm neun RLU-Werte erhalten (Dreifachbestimmung). Fiir die Ermittlung der spe-
zifischen Luciferase-Aktivitdten wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung
berechnet. Die relative Standardabweichung musste mindestens unter 20 % liegen, ergab in
der iiberwiegenden Anzahl der Fille Werte unter 10 %. Dieser Mittelwert wurde zur Bildung
des RLU/OD Quotienten benutzt.

Aufgrund der dreifachen Bestimmung sind fiir jeden Stamm drei RLU/OD Quotienten in den
Ergebnis-Tabellen in Kapitel 3 aufgefiihrt, wobei die jeweiligen relativen Standardabweichun-
gen ibersichtshalber nicht mit aufgefiihrt wurden.

Aus diesen drei RLU/OD Quotienten konnte wiederum der entsprechende Quotient fiir die
spezifische Luciferase-Aktivitat RLU/OD % (Abschnitt 3.11.4) als Mittelwert mit einer Stan-
dardabweichung erhalten werden, der in den Tabellen und Graphiken in Kapitel 3 dargestellt
wird.

Um die Signifikanz bei ae = 0,05 der RLU/OD %-Unterschiede zwischen zwei Proben zu iiber-
priifen, wurde der t-Test (Vergleich der Mittelwerte: zweiseitig (111 # p2), heteroskedastisch)
durchgefiihrt, der p-Wert berechnet und in Kapitel 3 jeweils mit aufgefiihrt.

Zur weiteren Uberpriifung der so erhaltenen Ergebnisse wurde der p-Wert parallel mit Hilfe
des U-Testes (Mann-Whitney-Test, nicht-parametrisch) bestimmt. Die daraus resultieren-
den Werte sind nur im Falle einer Abweichung die Signifikanz betreffend in Kapitel 3 mit
aufgefihrt.

2.3.16 Berechnung des RLU/KBE Quotienten

Eine Variante des in Abschnitt 2.3.14 beschriebenen Quotienten stellt der RLU/KBE bzw.
RLU/KBE % Quotient dar, der analog berechnet wird.

Hier wird der luminometrisch erfasste RLU-Wert auf die KBE/mL bezogen. Die Probenzie-
hung zur KBE-Bestimmung (Abschnitt 2.2.2) erfolgte parallel , d.h. bei der gleichen ODs40m,
wie die Probenziehung zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitat.
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2.3.17 Komplementations-Assay: MarR

Der Komplementationseffekt beruht auf der Wiederherstellung des "normalen” Phanotyps
durch Einbringen und Expression des urspriinglichen, unverdnderten Gens in das Bakterium.
Dadurch ist es moglich die Ursachen (Mutationen in bestimmten Genen), die fiir einen be-
stimmten Phanotyp verantwortlich sind, ausfindig zu machen. Voraussetzung dafiir ist, dass
das eingebrachte Gen dominant ist.

Fiir die MarR-Komplementation wurde das Plasmid pBP591 verwendet. Das in diesem Vektor
inserierte marR steht unter der Kontrolle des TEM-1-Promotors (pbla, $-Lactamase).

Nach Ubertragung von pBP591 und von pBP507 als Ausgangs-Kontrolle in die entspre-
chenden Stamme durch Konjugation (Abschnitt 2.3.11), wurde eine MHK-Bestimmung der
Transkonjuganten durchgefiihrt. Dabei wurde so vorgegangen wie in Abschnitt 2.2.3 beschrie-
ben, mit der Ausnahme, dass zum McFarland-Standard 30 ug/mL Gentamicin (Abb. 2.5) als
Selektionsdruck fiir die Plasmide hinzugefiigt wurde.
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Abbildung 2.5: Gentamicin

2.3.18 Komplementations-Assay: MarA

Ausgehend vom gleichen Prinzip wie in Abschnitt 2.3.17 wurde fiir die MarA-
Komplementation das Uberexpressions-Plasmid pPHB338 verwendet. Das hierin enthaltene
marA steht unter der Kontrolle des induzierbaren Arabinose-Promotors (araC-paraB). Nach
Transformation der entsprechenden Stiamme mit pPHB338 und pBR322 als Kontrolle,
wurden MHK-Bestimmungen (Abschnitt 2.2.3) durchgefiihrt, allerdings wurde hier dem
McFarland-Standard 100 pg/mL Ampicillin (Abb. 2.6) als Selektionsdruck zugesetzt.
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Abbildung 2.6: Ampicillin

Des Weiteren wurden immer drei Ansdtze parallel untersucht:

1. ohne Zusatz
2. Zugabe von 15 mM L-Arabinose (Induktion des Promotors)
3. Zugabe von 15 mM D-Glukose (Repression des Promotors)

Durch den vorgeschalteten Arabinose-Promotor kann die Uberexpression von marA insofern
gesteuert werden, als dass bei Zugabe von L-Arabinose eine Induktion erfolgt und bei Zugabe
von D-Glukose x H,O eine Repression [116].

2.4 Molekularbiologische Methoden: Proteine

In diesem Teil wird die Bestimmung der Gesamt-Proteinmenge beschrieben, die als Bezugs-
groBe fir die spezifische Aktivitdt der Reportergenplasmide verwendet wurde. Dabei wurden
die 1 mL Proben parallel zu den Proben fiir die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat (Ab-
schnitt 2.3.13) gezogen.

2.4.1 Proteinisolierung

Die 1 mL Proben wurden fiir 5 min bei 17.000 rpm und 4°C sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Sediment mit 500 uL 0,9 %iger NaCl-Lésung gewaschen (gevortext)
und unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen sedimentiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen. Im ndchsten Schritt wurden durch Zugabe von 500 pL 0,3 M NaOH und 15 min
Inkubation auf dem Wasserbad bei ca. 90°C die Zellen aufgeschlossen. Die Proben wurden
abzentrifugiert fiir 10 min bei 17.000 rpm und 4°C. Die Proben fiir die Proteinbestimmung
in Abschnitt 2.4.2 wurden direkt aus dem Uberstand entnommen.

80



2.5 Methoden der Bioinformatik

2.4.2 Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration

Das Prinzip des RC DC Protein Assays beruht auf der Lowry-Reaktion. Hierbei wird ausge-
nutzt, dass Proteine mit Cu?*-lonen in alkalischer Lésung einen Komplex ausbilden (Biuret-
Reaktion). Die Cu®*-lonen des Komplexes werden zu Cu*-lonen reduziert und bilden nun
mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz einen instabilen blauen Komplex [143]. Dessen Absorpti-
onsmaximum kann bei 750 nm bestimmt werden und dient als MaB fiir die Proteinmenge.
Bei jeder Durchfiihrung wurde, parallel zu den Proben, eine Standardverdiinnungsreihe von
BSA in 0,3 M NaOH hergestellt. Dabei wurden folgende Konzentrationen hergestellt: 0, 35,
50, 80, 100, 120, 150, 180, 200 und 250 pug/mL.

Zu 25 pl Probe bzw. Standard wurden 125 ul RC Reagent | pipettiert, gevortext und fiir
1 min bei RT inkubiert. Als ndchstes wurden darauf 125 uL RC Reagent Il pipettiert, gevor-
text und fiir 5 min bei 15.000 rpm und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig
entfernt. Auf das Sediment wurden 127 ul RC Reagent A" (5 uL DC Reagent S auf 250 ul
DC Reagent A) gegeben, gevortext und fiir 5 min bei RT inkubiert, bis sich der Niederschlag
vollsténdig gelst hatte. Nach Zugabe von 1 mL DC Reagent B wurde sofort gevortext. Die
Proben wurden 15 min bei RT stehen gelassen und anschlieRend bei 750 nm vermessen. Da-
bei war der gebildete Komplex fiir ca. eine Stunde stabil. Die Auswertung der Proteinmenge
erfolgte tiber die Geradengleichung der Standardkurve.

2.4.3 Berechnung des RLU/Proteinmenge Quotienten

Die Bestimmung des RLU/Proteinmenge Quotienten bzw. des RLU/Proteinmenge Quotien-
ten % erfolgte analog zu Abschnitt 2.3.14 und 2.3.16.

Die zugrunde gelegte Proteinmenge fiir den Quotienten war dabei nicht die mg/mL Angabe,
sondern die Menge [mg], die in den 90 ulL Probe zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt
(Abschnitt 2.3.13) enthalten sind.

Die statistische Auswertung wurde wie in Abschnitt 2.3.15 fiir den RLU/OD Quotienten
beschrieben durchgefiihrt.

2.5 Methoden der Bioinformatik

2.5.1 Multiples Alignment mit ClustalW

Zur vergleichenden Analyse von zwei Nuklein- oder Aminosduresequenzen werden sogenannte
paarweise Sequenzalignments eingesetzt. Das grundlegende Prinzip zur Konstruktion eines
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optimalen Alignments funktioniert vereinfacht so, dass man zunachst die Sequenzen paart und
die Qualitit der Ubereinstimmung berechnet. Dann verschiebt man die eine gegen die andere
Sequenz und schaut, ob sich die Bewertung (score) verbessert. Das macht man solange, bis
die optimal bewertete Anpassung gefunden wurde.

Eine Standardsoftware fiir ein Multiples Sequenz-Alignment (Vergleich mehrerer Sequenzen
gleichzeitig) ist ClustalW [31, 214]. Hier beruht das Prinzip auf einer sogenannten Heuristik.
Zunichst werden alle paarweisen Alignments und deren Bewertungen (scores) berechnet. Aus
den so ermittelten Bewertungen wird ein Baum ("Guide-Tree") berechnet, der die Reihenfolge
festlegt, in der die paarweisen Alignments kombiniert werden. Sodann werden sukzessive die
am nichsten benachbarten Sequenzpaare auf den duBersten Baumzweigen unter Verwendung
eines speziellen Algorithmus (DP-Verfahren: dynamic programming) miteinander verglichen.
Jedes neu hinzugekommene Alignment wird analysiert und als Grundlage fiir ein Sequenzpro-
fil verwendet. Schliellich werden alle verbleibenden Profile und Sequenzen aneinander zum
vollstandigen Alignment angepasst. Vor Beginn kann eine Reihe von Parametern festgelegt
werden [59, 112]. In dieser Arbeit wurde bei der Erstellung von Alignments ClustalW online
auf der Internetseite vom EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory-European Bio-
informatic Institute) mit den dort vorgegeben Parametern genutzt.

2.5.2 Energieminimierungen von 3D-Strukturmodellen

Die Energieminimierung basiert auf der Annahme, dass die berechnete Struktur eines Mo-
lekiils nur dann die biologisch relevante sein kann, wenn sie die geringste Potentialenergie
aufweist. Uber die Berechnung der Potentialenergien lasst sich so im Prinzip eine Opti-
mierung eines Molekiilmodells erreichen. Dabei wird die Geometrie des Molekiils iterativ so
verdndert, dass die Molekiilenergie von Mal zu Mal verringert wird, bis ein (allerdings haufig
nur lokales) Energieminimum erreicht wird. Um diese komplexe Aufgabe zu |6sen, werden ver-
schiedene mathematische Algorithmen verwendet, bei denen alle Atompositionen gleichzeitig
oder nacheinander variiert werden [3].

Mitunter ist die so optimierte Molekiilstruktur allerdings trotzdem nicht die "richtige”, denn
manchmal ist die biologisch aktive Konformation eines Molekiils nicht die, die am globalen
oder tiberhaupt an einem Minimum der Potentialenergie liegt [3].

Die Atomkoordinaten der Proteine wurden ausschlieBlich aus der RCSB protein data bank
(PDB) [23] bezogen. Die Strukturdaten werden dort in einem speziell zur Beschreibung von
Biopolymeren entwickelten Datenformat abgespeichert (PDB-Format), das auch als Einga-
beformat fiir die weitere Untersuchung der Proteine verwendet wurde. Fiir MarA wurde die
PBD ID: 1BLO [181] und fiir MarR die PDB ID: 1JGS [7] verwendet.

Dabei wurden zundchst bei der MarR-Struktur die Eintrdge zu den gebundenen Salicylsdure-
Molekiilen manuell aus der Datei entfernt. Des Weiteren mussten fiir die MarR-Struktur
Aminosdureaustausche manuell vorgenommen werden, um die Struktur fiir WT zu erhalten
(Tab. 2.25).

82



2.5 Methoden der Bioinformatik

AnschlieBend wurden die Strukturen (MarA, MarR) der Punktmutanten durch manuelle Ver-
anderung der einzelnen Aminoséuren vorbereitet (Tab. 2.25). Als Kontrollen fiir die Ergebnis-
se der MarR-Berechnungen wurden zusatzlich zwei MarR-Punktmutanten (R73C und R94C)
mitgefiihrt, bei denen die Ursache fiir den Funktionsverlust beschrieben ist [7]. Im ersten Be-
arbeitungsschritt wurden die Ausgangsstrukturen fiir MarA und MarR und die Strukturen mit
den veranderten Aminosduren (Punktmutanten) dquilibriert, d.h. in eine wassrige Umgebung
(Wasserbox) gerechnet, um das Milieu, indem die beiden Proteine natiirlicherweise vorliegen,
zu simulieren.

Im nachsten Schritt wurden dann sowohl fiir die Ausgangsstrukturen als auch fir die
der Punktmutanten Energieminimierungen durchgefiihrt, wobei in dieser Arbeit dazu das
Programm-Paket SYBYL® (von Tripos Associated Inc., St. Louis, MO, USA) eingesetzt
wurde. Die verwendeten Parameter sind in Tabelle 2.26 aufgefiihrt. Soweit keine Angaben
zu Parametern und Einstellungen gemacht wurden, wurden die Standardeinstellungen des
Programms verwendet. Fiir die Visualisierung und Bearbeitung der entstandenen Bilder der
Strukturen wurde das Programm USCF-Chimera verwendet (MarA: chimera beta version 1
build 2199 2006/01/24, MarR: chimera 1.2304.win32 unter Windows XP).

MarA PDB ID: 1BL0

WT keine Verdnderung

MII1300S16 | 158N eingefiigt

MIVa300S32 | N21Y eingefiigt

MarR PDB ID: 1JGS

WT G103S, Y137H eingefiigt
WT3-1-M26 | G103S, Y137H, A53P eingefiigt
WT3-1-M27 | G103S, Y137H, L33P eingefiigt

Tabelle 2.25: Liste der Strukturen, fiir die Energieminimierungen durchgefithrt wurden

Betriebssystem Red Hat Linux 7.2

Prozessor 2x Intel(R) Xeon(TM) CPU 3.20 GHz
Programm (molecular modelling) | SYBYL® 7.2
Minimierungsmethode Powel-Methode

Initial Optimization Simplex

Termination Gradienten 0,005 kcal/mole
Max. lterationen 50.000

Minimize Details Default

Force Field Tripos

Dielectric Constant 1

NB-Cut off 8 A

Tabelle 2.26: Einstellungen und Parameter zur Energieminimierung mit SYBYL®
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Zur Analyse der Ahnlichkeit zweier Molekiilstrukturen kdnnen diese so iiberlagert werden, dass
sich einander entsprechende Punkte der beiden Strukturen so nahe wie mdglich kommen
(Superposition). Der durchschnittliche Abstand zwischen den entsprechenden Punkten ist
dann ein MaR fiir die Strukturahnlichkeit. Ublicherweise wird fiir eine solche Betrachtung der
RMSD-Wert (root-mean-square deviation) berechnet [112]:

RMSD =

Dabei ist N.ioms die Anzahl der Atome iiber die ein RMSD gemessen wird und d; die Distanz
der Koordinaten der Atome i in den beiden Strukturen bei Uberlagerung [108].

In dieser Arbeit wurden sogenannte RMSD fittings durchgefiihrt bei denen die Uberlagerung
des Proteinriickgrats (backbone), der C,-Atome, der Seitenketten oder der gesamten Struk-
tur erfolgte. Die fiir diese vier Superpositionen berechneten RMSD-Werte dienten als MaR
fiir die Ahnlichkeit der Ausgangsstrukturen zu den entsprechenden Punktmutanten.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung des Reportergensystems pPHB331

Zur Konstruktion des Reportergenplasmids pPHB331, das fiir Expressionsuntersuchungen der
AcrAB /TolC-Effluxpumpe in E. coli entwickelt wurde, musste zundchst ein PCR-Fragment
generiert werden. Hierflr sollte der Promotor pacrAB der Effluxpumpe in frame mit dem Re-
portergen luc (Luciferase) fusioniert werden. Dazu wurden pacrAB und luc in zwei getrennten
Ansatzen mittels PCR amplifiziert (Abschnitt 2.3.3, Tab. 2.11 und 2.12). Im nédchsten Schritt
wurden die beiden erhaltenen DNA-Fragmente mittels SOEing-PCR fusioniert (Abschnitt
2.3.4, Tab. 2.20). Das entstandene Fragment wurde, da durch die duBeren Primer die ent-
sprechenden Schnittstellen eingefiihrt worden sind, fiir die Insertion in den Klonierungsvektor
mit Pstl geschnitten (Abschnitt 2.3.8.1).

Als Klonierungsvektor diente das Plasmid pBR322 (4361 bp, Tab. 2.9). Dieses Plasmid
enthdlt zwei Gene, die fir Antibiotikaresistenzfaktoren codieren. Das eine Gen (tetA) co-
diert fiir eine Tetracyclin-spezifische Effluxpumpe und stammt aus dem natiirlich vorkom-
menden Salmonella Plasmid pSC101. Das andere Gen (bla) codiert fiir die (5-Lactamase
TEM-1 und stammt aus dem Transposon Tn3. Des Weiteren enthalt pPBR322 einen colE1-
Replikationsursprung (ori), den die DNA-Polymerase erkennt und so das Plasmid autonom,
d.h. unabhdngig vom bakteriellen Genom, replizieren kann. Der colEl-ori stammt von ei-
nem natiirlichen Plasmid, das den Bakterien Resistenz gegeniiber Colicinen (Coli-spezifische
Bacteriocine) verleiht. Die Kopienzahl von pBR322 ist durch das Genprodukt des Gens rop
beschrankt auf 15-20 Kopien pro Zelle. pBR322 fehlen die Mobilisierungsgene (mob), aber
die sogenannte bom Sequenz (basis of mobility), eine Erkennungsstelle fiir die Mobilisie-
rungsproteine, und die nic Sequenz, an der ein Einzelstrangschnitt vor dem Transfer bzw.
der Mobilisierung erfolgt, sind noch vorhanden [28, 18].

Fiir die Insertion des Fusionsgens pacrAB-luc wurde pBR322 mit Pstl (Schnittstelle bei
3612bp) linearisiert (Abschnitt 2.3.8.1). Die 5'-Phosphatenden wurden anschlieBend mit
Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (Abschnitt 2.3.8.2). Im Ligationsansatz wurden
das geschnittene und dephosphorylierte Plasmid pBR322 und das geschnittene Fusionsgen
(pacrAB-luc) zusammengefiigt (Abschnitt 2.3.8.4). Transformiert wurde mit diesem Ligati-
onsansatz der E. coli-K12-Stamm DH5« (Tab. 2.10, Abschnitt 2.3.10).

Das rekombinante Reportergenplasmid pPHB331 (Abb. 3.1) weist eine theoretische GroRe
von 6400 bp auf und tragt noch das Tetracyclinresistenzgen (tetA), hat jedoch die Ampi-
cillinresistenz (bla) durch das Einbringen des Fusionsgens verloren. Daher konnten positive
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3 Ergebnisse

Klone nach Replikaplattierung (Ausstempeln) auf sowohl 10 p1g/mL Tetracyclin (Wachstum)
als auch 100 ug/mL Ampicillin (kein Wachstum) identifiziert und die Plasmide anschlieRend
isoliert werden (Abschnitt 2.3.9.1).

Pstl (1)
ECORV (6030) P3P
- | SD SEQ
P1P
“__ ECoRI (749)

luc

EcoRlI (5279)
. HindlI11 (780)
P2P

— " EcoRV (938)

6400 bp

BamHI (1126)

TCr
pacrAB

Pstl (4362)

/ SD SEQ

ORI ROP

Abbildung 3.1: Vektorkarte von pPHB331

3.2 Charakterisierung von pPHB331

Zur Charakterisierung des rekombinanten Reportergenplasmids pPHB331 wurden drei unter-
schiedliche Methoden eingesetzt:

1. Um zunichst funktionelle Klone ausfindig zu machen, wurde die Luciferase-Aktivitat
von Ubernachtkulturen bestimmt (Abschnitt 2.3.13). Damit konnten alle Klone aus-
geschlossen werden, deren Genprodukt von luc entweder nicht vorhanden oder defekt
war. Solche funktionsunfdhigen Reportergenprodukte kénnten durch Punktmutationen,
die durch Ungenauigkeiten bei der PCR auftreten, entstanden sein.

2. Durch verschiedene Restriktionsansitze (Abschnitt 2.3.8.1) und anschlieBende gelelek-
trophoretische Auftrennung (Abschnitt 2.3.5) wurden die GroRe des Plasmids, die
Existenz des inserierten Fragments und die Orientierung iiberpriift (Datenblatt A.5,
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3.3 Umklonierung des Reportergensystems pPHB331 zu pPHB335

Abb. A.1). Die im Folgenden angegebenen GroRen sind die zu erwartenden, theore-
tisch ermittelten Werte.

Linearisiert wurde mit BamHI, wobei ein 6400 bp Fragment auftrat. Nach Spaltung mit
Pstl konnten die Banden fiir den Vektor pBR322 (4361 bp) und das Fusionsfragment
pacrAB-luc (2039 bp) identifiziert werden. Zur Uberpriifung der Orientierung wurde
mit EcoRV geschnitten, wobei, durch die asymmetrische Lage einer der Schnittstellen
innerhalb des pacrAB-luc-Anteils, zwei mogliche Kombinationen auftreten konnten. Bei
Vorliegen der gewiinschten Orientierung, die in der Vektorkarte von pPHB331 (Abb.
3.1) angegeben ist, entstanden die FragmentgroRen 1308 bp und 5092 bp, fir die
umgekehrte Orientierung hingegen 2606 bp und 3794 bp. Beide Orientierungen traten
bei dieser Klonierung auf.

3. Zur genaueren Charakterisierung des Reportergenplasmids wurden verschiedene Berei-
che sequenziert (Abschnitt 2.3.12). Mit den Primern acrl und acr2 konnte der ge-
samte Promotorbereich (pacrAB) erfasst werden. Die Sequenz fiir den Promotor aus
dem E. coli-Stamm WT entsprach einer fiir einen E. coli-K12-Stamm angegebenen
Sequenz [182] und ist im Datenblatt A.1 aufgefiihrt. Mit dem Primer luc_ 03" wurde
aus dem Juc-Gen in 3'-Richtung in den Vektor pBR322 hineinsequenziert, wodurch auf
die Orientierung nochmals Riickschliisse gezogen werden konnten. Auf die vollstandige
Sequenzierung von fuc wurde verzichtet, da die Funktionalitdt durch die Bestimmung
der Luciferase-Aktivitdt schon erwiesen war.

3.3 Umklonierung des Reportergensystems pPHB331 zu
pPHB335

Um Untersuchungen der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe auch in E. coli-Stimmen
mit hochgradiger Tetracyclinresistenz durchfiihren zu kdnnen, musste die Selektion des Re-
portergenplasmids (iber eine andere Resistenz erfolgen.

Dafiir wurde das Gen fiir die Kanamycinresistenz (codiert fiir die Tn5 Neomycin Phos-
photransferase) mit Xbal aus dem Plasmid pKD4 (Tab. 2.9) herausgeschnitten (Abschnitt
2.3.8.1) und nach anschlieBender Extraktion aus einem Agarosegel als 1405 bp Fragment
isoliert (2.3.6.2). Die Linearisierung des Plasmids pPHB331 erfolgte mit BamHI iiber die
Restriktionsschnittstelle (1126 bp) innerhalb des Gens tetA (Tetracyclinresistenz). Fiir die
Insertion des Kanamycinresistenzgens in den linearisierten Vektor mussten, sowohl fiir das
Fragment, als auch fiir den Vektor, blunt ends mit dem Large (Klenow) Fragment gene-
riert werden (Abschnitt 2.3.8.3). Das so vorbereitete Plasmid pPHB331 (Tab. 2.9) wurde im
nichsten Schritt dephosphoryliert (Abschnitt 2.3.8.2) und mit dem Kanamycinresistenzgen-
fragment ligiert (Abschnitt 2.3.8.4). Mit diesem Ligationsansatz wurde DH5« transformiert
(Tab. 2.10, Abschnitt 2.3.10).

Das rekombinante Reportergenplasmid pPHB335 (theoretisch 7805 bp, Abb. 3.2) tragt das
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3 Ergebnisse

Gen fiir die Kanamycinresistenz und das Fusionsfragment pacrAB-luc fiir Promotoraktivi-
tatsuntersuchungen. Das Tetracyclinresistenzgen (tetA) ist durch die Insertion des Kana-
mycinresistenzgens an dieser Stelle verloren gegangen. Daher konnten positive Klone nach
Replikaplattierung (Ausstempeln) auf sowohl 25 ug/mL Kanamycin (Wachstum) als auch
10 pug/mL Tetracyclin (kein Wachstum) identifiziert und die Plasmide anschlielend isoliert
werden (Abschnitt 2.3.9.1).

EcoRV (7619)
P2 P

Hindlll (7461
EcoRI (7430) BamHI (2)
PLP ~ xbal 8)
e \ I B m”mm,,PStI (582)
o KAN r
Pstl (6682)
EcoRV (6311) e
 BamHI (1407)
PHB335

e " 7805 bp

EcoRI (5560)

Xbal (5020) ' ) \
pacrAB SD SEQ
ROP
ORI

Pstl (4643)

Abbildung 3.2: Vektorkarte von pPHB335

3.4 Charakterisierung von pPHB335

Zur Charakterisierung des Reportergenplasmids pPHB335 wurden verschiedene Restriktionen
durchgefiihrt (Abschnitt 2.3.8.1) und die FragmentgroBen anschlieBend nach Gelelektropho-
rese (Abschnitt 2.3.5) analysiert (Datenblatt A.5, Abb. A.2 und A.3). Die im Folgenden
angegebenen GroRen sind die zu erwartenden, theoretisch ermittelten Werte.

Zur Uberpriifung der GroRe wurde mit Hindlll linearisiert (7805 bp). Nach Spaltung mit
BamHI konnten das inserierte Fragment (1405 bp) und der Vektor (6400 bp) aufgetrennt
werden. Um die Orientierung des eingefiihrten Kanamycinresistenzgens zu ermitteln, wur-
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3.5 Klonierung des Reportergensystems pPHB333

de mit Pstl geschnitten. Hierbei entstanden, wie unter Verwendung der Vektorkarte von
pPHB335 (Abb. 3.2) zu erkennen, drei Fragmente mit den GréBen 1705 bp, 2039 bp und
4061 bp. Bei entgegengesetzter Orientierung des Inserts wurden die GréRBen 1958 bp, 2039 bp
und 3808 bp erhalten. Beide Orientierungen traten bei dieser Klonierung auf.

3.5 Klonierung des Reportergensystems pPHB333

Aufgrund der uneinheitlichen Datenlage beziiglich der Sequenz des Promotors der Gene fiir die
AcrEF /TolC-Effluxpumpe, musste pacrEF zunichst untersucht werden. Unter Verwendung
der Primer pacrEF-1a5‘/-Ib5‘/-11a3‘und -11b3" in verschiedenen Kombinationen wurde pacrEF
aus dem Stamm WT (Tab. 2.10) amplifiziert (Abschnitt 2.3.3, Tab. 2.18) und anschliefend
sequenziert (Abschnitt 2.3.12). Die dadurch erhaltene Sequenz fiir WT weist im Vergleich
zur fir einen E. coli-K12-Stamm angegebene Sequenz [182] 22 Basenpaaraustausche auf
(Datenblatt A.2).

Zur Konstruktion eines Reportergenplasmids fiir Untersuchungen der Aktivitat des Promotors
von acrEF in E. coli wurde analog zu Abschnitt 3.1 vorgegangen. Im ersten Schritt wurden
der Promotor pacrEF und das Reportergen luc in zwei getrennten PCR-Ansdtzen amplifi-
ziert (Abschnitt 2.3.3, Tab. 2.13 und 2.14). Die Fusion der beiden DNA-Fragmente erfolgte
in frame mittels SOEing-PCR (Abschnitt 2.3.4, Tab. 2.21). Uber die mit den Primern ein-
gefiihrten Pstl-Schnittstellen wurde das Fusionsfragment in den, mit Pstl geschnittenen und
dephosphorylierten, Vektor pBR322 ligiert (Abschnitte 2.3.8.1, 2.3.8.2, 2.3.8.4). Mit diesem
Ligationsansatz wurde DH5« transformiert (Tab. 2.10, Abschnitt 2.3.10).

Das rekombinante Reportergenplasmid pPHB333 (Abb. 3.3) weist eine theoretische GroRe
von 6616 bp auf und trigt zu Selektionszwecken das Tetracyclinresistenzgen (tetA). Die
Ampicillinresistenz (bla) hingegen ist durch die Insertion verloren gegangen. Daher konn-
ten positive Klone nach Replikaplattierung (Ausstempeln) auf sowohl 10 ug/mL Tetracyclin
(Wachstum) als auch 100 pg/mL Ampicillin (kein Wachstum) identifiziert und die Plasmide
anschlieRend isoliert werden (Abschnitt 2.3.9.1).

3.6 Charakterisierung von pPHB333

Zur Charakterisierung des rekombinanten Reportergenplasmids pPHB333 wurden wie in Ab-
schnitt 3.2 drei unterschiedliche Methoden eingesetzt:

1. Um zunichst funktionelle Klone ausfindig zu machen, wurde die Luciferase-Aktivitat

von Ubernachtkulturen bestimmt (Abschnitt 2.3.13). Hierbei musste beachtet werden,
dass acrEF in den meisten Stimmen nur sehr schwach exprimiert wird, wodurch kein
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Abbildung 3.3: Vektorkarte von pPHB333

sehr starkes Signal in Form der RLU erwartet werden konnte. Die erhaltenen RLU-Werte

waren jedoch relativ zur Hintergrundaktivitat (Abschnitt 3.11) signifikant unterschied-
lich.

. Das Screening erfolgte durch verschiedene Restriktionsansatze (Abschnitt 2.3.8.1) und

anschlieBende gelelektrophoretische Auftrennung (Abschnitt 2.3.5). Hierbei wurden die
GroBe des Plasmids, die Existenz des inserierten Fragments und die Orientierung iiber-
priift (Datenblatt A.5, Abb. A.4). Die im Folgenden angegebenen Grolen sind die zu
erwartenden, theoretisch ermittelten Werte.

Linearisiert wurde mit BamHI, wobei ein 6616 bp Fragment auftrat. Nach Verdau mit
Pst| konnten die Banden fiir den Vektor pBR322 (4361 bp) und das Fusionsfragment
pacrEF-luc (2255 bp) identifiziert werden. Zur Uberpriifung der Orientierung wurde mit
EcoRV geschnitten, wobei, durch die asymmetrische Lage der Schnittstelle innerhalb
des Inserts (pacrEF-luc), zwei mogliche Kombinationen auftreten konnten. Fir die ge-
wiinschte Orientierung, die in der Vektorkarte von pPHB333 (Abb. 3.3) angegeben ist,
entstanden die FragmentgroRen 1308 bp und 5308 bp, fiir die umgekehrte Orientierung
hingegen 2825 bp und 3791 bp. Beide Orientierungen traten bei dieser Klonierung auf.

. Um das Reportergenplasmid vollstandig zu tiberpriifen, wurde das komplette Fusions-

fragment pacrEF-luc sequenziert (Abschnitt 2.3.12, Datenblatt A.2). Damit sollte aus-
geschlossen werden, dass es durch Mutationen in fuc zu den niedrigen RLU-Werten
kommt.



3.7 Klonierung des MarA-Uberexpressionsplasmids pPHB338

3.7 Klonierung des MarA-Uberexpressionsplasmids pPHB338

Fiir die Uberexpression von marA in E. coli-Stammen wurde das Plasmid pPHB338 konstru-
iert. Zundchst wurden marA aus dem Stamm WT (Tab. 2.10) und der Arabinose-Promotor
(araC-paraB) aus dem Plasmid pKD46 [40] (Tab. 2.9) mittels PCR einzeln amplifiziert (Ab-
schnitt 2.3.3, Tab. 2.15 und 2.16). Im nichsten Schritt wurde iiber SOEing-PCR in frame
ein Fusionsfragment generiert, in dem das marA-Gen unter der Kontrolle des Arabinose-
Promotors (araC-paraB) steht (Abschnitt 2.3.4, Tab. 2.22).

Die iiber die entsprechenden Primer eingefiihrten Schnittstellen fiir Nhel konnten zur Inser-
tion in pBR322 genutzt werden. Der Klonierungsvektor pBR322 wurde dafiir ebenfalls mit
Nhel geschnitten (Schnittstelle 229 bp, Abschnitt 2.3.8.1) und zudem mit Alkalischer Phos-
phatase dephosphoryliert (Abschnitt 2.3.8.2). Nach Ligation (Abschnitt 2.3.8.4) und damit
Insertion des Fusionsfragments (araC-paraB-marA) in pBR322 erfolgte die Transformation
von DH5a-Zellen (Tab. 2.10, Abschnitt 2.3.10).

Die entstandenen positiven Klone wurden durch Replikaplattierung auf 100 pg/mL Ampicillin
(Wachstum) und 10 ug/mL Tetracyclin (kein Wachstum) identifiziert. AnschlieBend wurde
eine Plasmidisolierung durchgefiihrt (Abschnitt 2.3.9.1), wodurch das 6045 bp (theoretisch)
groRe rekombinante Plasmid pPHB338 (Abb. 3.4) erhalten werden konnte. Dieses Uberex-
pressionsplasmid pPHB338 tragt zur Selektion noch das Ampicillinresistenzgen (bla), hat
jedoch durch das Einbringen des Fusionsfragments die Tetracyclinresistenz (tetA) verloren.

3.8 Charakterisierung von pPHB338

Zur Charakterisierung von pPHB338 wurden folgende Methoden durchgefiihrt:

1. Zunichst wurde durch Linearisierung mit Pvul und anschlieBender Gelelektrophorese ei-
ne GréRenbestimmung (6045 bp) durchgefiihrt . Mittels Restriktionsverdau mit EcoRV
konnte dann die Orientierung des Fragments tberpriift werden (Abschnitt 2.3.8.1). Fiir
die Orientierung, die der Vektorkarte in Abbildung 3.4 entspricht, wurden zwei Frag-
mente mit den GréBen 5687 bp und 358 bp, bei entgegengesetzter Orientierung von
araC-paraB-marA 4635 bp und 1410 bp, erhalten (Datenblatt A.5, Abb. A.5). Beide
Orientierungen traten auf. Die angegebenen GroRen entsprechen den zu erwartenden,
theoretisch ermittelten Werten.

2. Zur genaueren Charakterisierung des Uberexpressionsystems wurden marA (Datenblatt
A.3) und ein grofer Bereich des Arabinose-Promotors sequenziert (Abschnitt 2.3.12).
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Abbildung 3.4: Vektorkarte von pPHB338

3.9 Umklonierung des MarA-Uberexpressionsplasmids pPHB338
zu pPHB1838

Fiir die gleichzeitige Uberexpression von marA und Quantifizierung der Aktivitit des Pro-
motors von acrAB musste araC-paraB-marA in das Plasmid pACYC184 umkloniert werden.
Grund dafiir ist die Tatsache, dass zwei Plasmide mit dem gleichen ori nicht kompatibel sind,
d.h. nicht in der gleichen Zelle coexistieren kdnnen. Da der Klonierungsvektor pACYC184 das
Replicon rep (p15A) anstelle des colEl-oris besitzt, ist es moglich pPHB335 und pPHB1838
zusammen in einer Zelle zu halten und die entsprechenden Messungen durchzufiihren.
Durch Restriktion von pPHB338 mit Nhel wurde araC-paraB-marA nach anschlieBender
Extraktion aus einem Agarosegel gewonnen (Abschnitte 2.3.8.1 und 2.3.6.2). Der Vektor
pACYC184 wurde innerhalb des Chloramphenicolresistenzgens mit Ncol geschnitten (Schnitt-
stelle 3945 bp). Die Enden sowohl des Fragments als auch des Vektors wurden mit dem
Large (Klenow) Fragment zu glatten (blunt) Enden aufgefiillt (Abschnitt 2.3.8.3). Nach
Dephosphorylierung (Abschnitt 2.3.8.2) des Klonierungsvektors wurde araC-paraB-marA mit
pACY(C184 ligiert (Abschnitt 2.3.8.4). Kompetente DH5a-Zellen wurden mit diesem Ligati-
onsansatz transformiert (Tab. 2.10, Abschnitt 2.3.10).

Das rekombinante Plasmid pPHB1838 (Abb. 3.5) weist eine theoretische Groke von 5921 bp
auf und ist Tetracyclin-resistent. Die Chloramphenicolresistenz ist durch die Insertion von
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araC-paraB-marA verloren gegangen. Daher konnten positive Klone durch Replikaplattierung
(Ausstempeln) auf 10 ug/mL Tetracyclin (Wachstum) und 25 ug/mL Chloramphenicol (kein
Wachstum) identifiziert und die Plasmide anschlieBend isoliert werden (Abschnitt 2.3.9.1).

ECoRI (5621) ECoRV (313)
\ araC
BamHI (1166)
_— paraB
P15A ORI DPHB1838 EcoRI (1227)
5921 bp marA
HindI11 (4098) 7~
EcoRV (3944) /
BamHI (3752) /
TCr

Abbildung 3.5: Vektorkarte von pPHB1838

3.10 Charakterisierung von pPHB1838

Zur Charakterisierung des Uberexpressionsvektors pPHB1838 wurde dieser mit verschiede-
nen Restriktionsenzymen geschnitten (Abschnitt 2.3.8.1) und die Fragmente anschlieRend
nach gelelektrophoretischer Auftrennung (Abschnitt 2.3.5) analysiert (Datenblatt A.5, Abb.
A.6). Die im Folgenden angegebenen GroRen sind die zu erwartenden, theoretisch ermittelten
Werte.

Die Grolkenabschatzung erfolgte mittels Linearisierung durch Hindlll (5921 bp). Die Ori-
entierung des umklonierten Fragments araC-paraB-marA konnte durch einen EcoRI-Verdau
ermittelt werden. Hierbei entstanden, durch die asymmetrische Lage der Schnittstelle inner-
halb von araC-paraB-marA, zwei mdgliche Kombinationen zweier Fragmente. Bei Verwendung
der fiir pPHB1838 angegebenen Vektorkarte in Abbildung 3.5 wurden zwei Fragmente von
4394 bp und 1527 bp, bei entgegengesetzter Orientierung des Inserts 5167 bp und 754 bp,
erhalten. Bei dieser Klonierung traten beide Orientierungen auf.
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3.11 Entwicklung der optimalen Messbedingungen fiir die
Reportergensysteme

In Abschnitt 2.3.13 wurde bereits die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat beschrieben, die
nach Transformation (Abschnitt 2.3.10) der verschiedenen Stamme mit den Reportergensys-
temen pPHB331, pPHB335 und pPHB333, durchgefiihrt wurde. Im Folgenden sollen nun die
Kontroll-Messungen, die im Vorfeld zur Festlegung der Messbedingungen erforderlich waren,
beschrieben werden.

3.11.1 Null-Kontrolle

Um das Ausmal der Hintergrundaktivitdt zu bestimmen, wurden sowohl Messungen mit dem
Klonierungsvektor pBR322 als auch mit pBR322-luc durchgefiihrt (Tab. 2.9). Dazu wurden
verschiedene Stamme mit diesen beiden Vektoren (DH5«, MI, MII und MIII) transformiert
(Abschnitt 2.3.10.2) und die Luciferase-Aktivitat (Abschnitt 2.3.13) bestimmt. Hierbei konn-
ten RLU-Werte fiir pBR322 von 0,045 + 18 % und fiir pBR322-luc von 1,1 4+ 39 % erhalten
werden.

3.11.2 LAR- und Probenvolumen

Bei der Ermittlung des geeigneten Volumens von Probe und LAR (Luciferase Assay Reagent)
wurde nach einem Konzentrationsbereich gesucht, in dem eine lineare Korrelation zwischen
der Aktivitat (Luciferase-Konzentration in der Probe) und der Substratmenge (Luciferin,
ATP) besteht. So sollte gewshrleistet werden, dass das Ausmall der Luciferase-Aktivitat
vollstandig erfasst wird.

Fiir die Bestimmung des linearen Bereichs wurden verschiedenen Probenvolumina (0,5-25 ulL)
drei unterschiedliche Mengen LAR (12,5, 25 und 50 ul) zugesetzt. Dabei wurden Pro-
ben von dem Stamm verwendet, mit dem die hdchsten RLU-Werte erzielt werden konnten
(WT3-1-M21 mit pPHB335). Die Ergebnisse der Dreifach-Bestimmungen sind der Abbildung
3.6 zu entnehmen.

Aufgrund der Ergebnisse wurden in dieser Arbeit die Bestimmungen der Luciferase-Aktivitat
mit einem Probenvolumen von 2,5 pL und einem LAR-Volumen von 25 pl durchgefiihrt.
Bei einem Probenvolumen unter 2,5 L wurde eine schlechtere Reproduzierbarkeit aufgrund
von Pipettierungenauigkeiten beobachtet. Da sich bei einem eingesetzten Volumen LAR von
25 plL die fir WT3-1-M21 erhaltenen Werte schon fast auRerhalb des linearen Bereichs be-
finden, wurde bei der Vermessung der mar-Mutanten (Abschnitt 3.12.6) der Versuch sowohl
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Abbildung 3.6: Ermittlung der einzusetzenden Mengen Probe und LAR

mit 25 ul als auch mit 50 pL LAR durchgefiihrt. Hierbei konnte jedoch fiir die RLU/OD %
Werte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. So war eine Reduktion der LAR-
Menge auf 25 pl im Vergleich zu der vom Hersteller (Promega) empfohlenen Menge von
100 puL moglich.

3.11.3 Zeitpunkt der Probenziehung

Um den Zeitpunkt der Probenziehung fiir die Messungen mit den Reportergenplasmiden defi-
nieren zu kdnnen, wurden fiir verschiedene Stamme bei verschiedenen ODs (546 nm) Proben
gezogen und der Verlauf der Graphen betrachtet. In Abbildung 3.7 sind jeweils Ergebnisse von
Dreifach-Bestimmungen fir die Stamme WT, MI, MIl und MIIl zu sehen. Diese Messungen
wurden unabhéngig von einander an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt.

Zu erkennen ist, dass bei hoheren OD-Werten bestehende Unterschiede in den absoluten RLU-
Werten starker ausgepragt sind. Gleichzeitig nehmen bei steigender Zelldichte jedoch auch die
relativen Standardabweichungen zu. Bei der Beurteilung wurde eine Messung (untere griine
Linie) fiir MII als AusreiRer betrachtet, was Wiederholungen der Messung bestatigten.
Unter Beriicksichtigung des Wachstumsverhaltens von Bakterien wurde der OD-Bereich zwi-
schen 0,4-0,65 fir geeignet bestimmt. Zum Einen, da sich die E. coli- Stamme in der lo-
garithmischen Wachstumsphase (linearer Bereich) befinden und hier eine lineare Korrelation
zwischen dem ODsg6,m-Wert und dem gemessenen absoluten RLU-Wert besteht [146]. Zum
Anderen, da in diesem Bereich Unterschiede zwischen Stimmen deutlich zu erkennen sind
mit relativen Standardabweichungen von in der Regel < 10 % (immer < 20 %).
Entscheidend war bei den folgenden Messungen, dass fiir zu vergleichende Stamme oder
Bedingungen die Proben am gleichen Tag bei moglichst exakt der gleichen ODgg6nm gezogen
wurden.
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Abbildung 3.7: Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt verschiedener Stdamme bei unter-
schiedlichen ODs.

3.11.4 Ermittlung der spezifischen Luciferase-Aktivitat

Um Schwankungen der RLU-Werte, die aufgrund von unterschiedlich hohen Bakterienzell-
zahlen hervorgerufen werden, moglichst gering halten zu kénnen, wurde die sogenannte spezi-

fische Luciferase-Aktivitat ermittelt. Hierzu ergaben sich fiir die absolute Luciferase-Aktivitat
(RLU-Wert) drei BezugsgroRen:

1. ODs4pnm: In erster Linie wurde mit dem RLU/OD Quotienten gearbeitet, wodurch ei-
ne gute Reproduzierbarkeit und schnelle Messung gewahrleistet war. Wie in Abschnitt
3.11.3 beschrieben, wurde dabei in einem Bereich gearbeitet, in dem eine lineare Kor-
relation zwischen RLU-Wert und ODs46,m besteht. Die genaue Berechnung, die fiir zu
vergleichende Proben durchgefiihrt wurde, ist in Abschnitt 2.3.14 erldutert.

2. KBE: Bei den Versuchen mit Fluorchinolonen wurde zusatzlich die KBE zum Zeitpunkt
der Probenentnahme bestimmt (Abschnitt 2.2.2) und der entsprechende RLU/KBE
Quotient (Abschnitt 2.3.16) berechnet. Die Ergebnisse dazu sind in Abschnitt 3.12.2
beschrieben.

3. Proteinmenge: Zur weiteren Uberpriifung wurde der RLU-Wert auf die Proteinmenge
bezogen (Abschnitt 2.4.3). Die Bestimmung der gesamten Proteinmenge (Abschnitt
2.4) wurde dabei exemplarisch fiir einigen Messreihen durchgefiihrt (Abschnitte 3.12.2,
3.12.3, 3.12.2, 3.12.5 und 3.12.7).
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3.11.5 Selektionsdruck

Da Plasmide bei Abwesenheit des Selektionsdrucks den Bakterien keinen Vorteil, sondern
meist einen Nachteil beziiglich der Wachstumsgeschwindigkeit, bringen, konnen sie nach
mehreren Generationen aus der Zelle ausgeschleust werden. Die Tendenz dazu und damit die
Geschwindigkeit ist Plasmid-abhidngig.

Fiir die Versuche mussten zunichst fiir den zu vermessenden Stamm Ubernachtkulturen an-
geimpft werden. Ausgehend aus diesen Ubernachtkulturen wurden die Kulturen zur Proben-
ziehung angesetzt. Zur Ermittlung der Selektionsbedingungen bei der Versuchsdurchfiihrung
wurden dabei verschiedene Ansitze inkubiert. Im einfachsten Fall wurde weder zur Ubernacht-
kultur noch zur Versuchsanzucht Tetracyclin gegeben. Bei zwei Proben wurde entweder bei
der Ubernachtkultur oder bei der Versuchsanzucht Tetracyclin zur Selektion verwendet. Bei
einer Probe wurde wahrend des gesamten Versuchs mit Tetracyclin selektiert. In Abbildung
3.8 sind die Ergebnisse fiir pPHB331 und die Tetracyclinzugabe zu sehen.

Tetracyclin-Kontrolle: OD 546nm 0,4-0,5

160
140

120 -

< Woo
Z 100 - .
@ Wot
Q g0
2 O Wio
60 4
& B Wit

40 -
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Abbildung 3.8: Untersuchungen zum Selektionsdruck. Woo: keine Tetracyclinzugabe zur
UNK und Versuchsanzucht, Wot: keine Tetracyclinzugabe zur UNK, aber
Zugabe zur Versuchsanzucht, Wto: Tetracyclinzugabe zur UNK, jedoch
nicht zur Versuchsanzucht, Wtt: Zugabe von Tetracyclin sowohl zur UNK
als auch zur Versuchsanzucht.
t-Test: pwot, wio: 0,94, Pwor, wie: 0,82, pwio, wit: 0,76, Pwoo, wot: 0,085,
Pwoo, Wto- 010971 Pwoo, wit: 01088
U-Test: Pwoo, Wot: 0,037, Pwoo, Wto: 0,037, Pwoo, Wit: 0,037

Hier wird ersichtlich, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Proben Wot,
Wto und Wtt gibt. Die Probe Woo zeigt jedoch im Vergleich zu den anderen drei Ansétzen
(Wot, Wto und Witt) bei Uberpriifung auf Signifikanz einen Unterschied.

Daher wurde fiir die Versuchsdurchfiihrung die Variante gewshlt, bei der zur Ubernachtkultur
Tetracyclin hinzugegeben wurde und bei der Versuchsanzucht nicht. Hier wird der Tatsache
Rechnung getragen, dass die Ubernachtkultur iiber einen sehr langen Zeitraum wichst, wo-
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durch der Plasmidverlust wahrscheinlicher ist, was die gemessenen Werte bestatigen. Durch
den Verzicht wahrend der Anzucht der Kultur, aus der Proben gezogen werden sollten, sollte
ein Effekt des Selektionsantibiotikums auf das Expressionsverhalten der Pumpen verhindert
werden. Denn bei Tetracyclin handelt es sich um ein Substrat [208] und Induktor [198] der
Effluxpumpe AcrAB/TolC (Abschnitt 1.5).

Bei Stdmmen, die sehr langsam wuchsen und bei Stdmmen, die sich in den RLU/OD %-
Werten gerade eben signifikant unterschieden, wurden Kontrollversuche durchgefiihrt. Dabei
wurde auch wihrend der Versuchsanzucht Tetracyclin (pPHB331, pPHB333) bzw. Kanamy-
cin (pPHB335) hinzugegeben (Abschnitte 3.12.1, 3.12.3, 3.12.4 und 3.12.6).

3.11.6 Funktionalitdt der Reportergenplasmide

Durch Vermessung der Ubernachtkulturen positiver Klone konnte schon gezeigt werden, dass
ein erhohtes Lichtsignal durch die Reportergensysteme entsteht.

Nun musste jedoch noch bewiesen werden, dass eine Veranderungen in der Aktivitdt von
pacrAB bzw. pacrEF und damit in der Expression von [uc tatsdchlich in Zusammenhang mit
der Regulation des acrAB- bzw. acrEF-Operons steht.

Dafiir wurde die spezifische Luciferase-Aktivitdt unter aus der Literatur [34, 65] bekannten
Bedingungen untersucht, bei denen eine ErhShung der RLU-Werte zu erwarten war.

Zunichst wurde fiir die Reportergensysteme pPHB331 und pPHB335 die aus der Literatur
bekannte Induktion der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe in E. coli durch Salicylsdure
gemessen [34] (Abschnitt 1.5.3.1). Zur Untersuchung wurde der Wildtyp WT verwendet, wo-
bei ein uninduzierter Versuchsansatz als BezugsgroRe diente. Drei weiteren Ansatzen wurden
unterschiedliche Konzentrationen (0,125, 0,25 und 0,5 mg/mL) von Salicylsdure (Abb. 3.9)
hinzugegeben, abgeleitet von der MHK 1 mg/mL. Die Ergebnisse sind fir pPHB331 der
Tabelle 3.1 und Abbildung 3.10 und fiir pPHB335 der Tabelle 3.2 und Abbildung 3.11 zu
entnehmen.

O

dLOH
OH

Abbildung 3.9: Salicylsdure
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Abbildung 3.10: Messung mit pPHB331: RLU/OD % von WT uninduziert im Vergleich
zu drei unterschiedlichen Konzentrationen von Salicylsaure.
t-Test: pwr, 1/8saL: 0,0015, pwr, 1/4sa: 0,018, pwr 172sa: 0,019,

P1/s saL, 1/4 saL: 0,47, p1sssaL, 172 saL: 0,1, p1jasac, 172 sac: 0,15.
U-Test: pl/g SAL, 1/2 SAL- 0,0495

Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD3 RLU/OD %
WT 2995 3173 2384 100

WT + 1/8 SAL 6645 6568 5057 214 + 8
WT + 1/4 SAL 7899 6508 5223 229 £+ 31
WT + 1/2 SAL 8984 7495 7691 286 + 45

Tabelle 3.1: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % fir WT mit pPHB331 nach Zugabe von 1/8, 1/4 und 1/2
MHK Salicylsdure (SAL).
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Fiir das Reportergenplasmid pPHB331 ist fiir alle drei Konzentrationen eine deutliche Er-
hohung in der Aktivitat von pacrAB auf tber 200 % zu erkennen. Dabei ist der erhaltene
RLU/OD % Quotient fiir die hochste Konzentration 0,5 mg/mL Salicylsdure am ausgeprag-
testen, wahrend die beiden Werte bei Zugabe von 0,125 und 0,25 mg/mL Salicylsaure sich,
bei Betrachtung der angegeben Standardabweichungen, nicht stark voneinander unterschei-
den. Fiir alle drei Werte ergibt sich kein signifikanter Unterschied zueinander, mit Ausnahme
der Proben 0,125 mg/mL im Vergleich zu 0,5 mg/mL Salicylsdure-Zusatz (U-Test).
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Abbildung 3.11: Messung mit pPHB335: RLU/OD % von WT uninduziert und im Ver-
gleich zu drei unterschiedlichen Konzentrationen von Salicylsaure.
t-Test: pwr, 1/ saL: 0,0021, pwr, 174 saL: 0,0037, pwr, 12 saL: 0,004,
P1/s saL, 1/4 saL: 0,1, p1/g saL, 172 saL: 0,056, p14saL, 172 sac: 0,017.
U-Test: P1/8 SAL, 1/2 SAL: 0,0495.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD %
WT 2698 3484 3091 100

WT + 1/8 SAL 5603 6945 6688 208 £ 9
WT + 1/4 SAL 4897 6971 5987 192 £ 10
WT + 1/2 SAL 6581 7681 7671 237 £ 15

Tabelle 3.2: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % fir WT mit pPHB335 nach Zugabe von 1/8, 1/4 und 1/2
MHK Salicylsaure (SAL).

Fiir das Reportergenplasmid pPHB335 ergibt sich ein zu pPHB331 vergleichbares Bild. Bei
allen drei zugegebenen Konzentrationen der Salicylsdure zeigte sich eine deutliche Erhdhung
der Aktivitat von pacrAB. Dabei ist der Effekt insgesamt etwas weniger stark ausgepragt als
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bei pPHB331. Des Weiteren ist wieder die starkste Erhhung mit der hdchsten Salicylsdure-
konzentration erreicht worden, fiir die sich signifikante Unterschiede zu den anderen beiden
Konzentration zeigen lieRen.

Eine weitere Moglichkeit der Uberpriifung des Reportergenplasmids pPHB331 erfolgte durch
Messungen mit den in vitro selektierten AmarR-Mutanten Ml und MIII (Tab. 2.10). Durch
die in der Literatur beschriebenen Effekte von marR-Deletionen, konnte eine Erhdhung der
Aktivitdt von pacrAB erwartet werden [65] (Abschnitt 1.5.3.1). Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tabelle 3.3 und Abbildung 3.12 dargestellt.

awWT
aMi
aMil

RLU/OD %

Abbildung 3.12: Messung mit pPHB331: RLU/OD % von MII und MIIl im Vergleich zu
WT.
t-Test: PwT, MII: 0,014, PwWT, MIII: 0,017, SVITRIVIITE 0,095.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD 3 RLU/OD %

WT 2545 2532 2405 100
MiIlI 11472 8608 8667 384 + 59
M 11383 13363 15545 540 + 100

Tabelle 3.3: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT und den AmarR-Mutanten MIl und MIII.

Aus den RLU/OD % Quotienten fiir die drei Stamme wird ersichtlich, dass die Aktivitit
von pacrAB in MIl und MIIl im Vergleich zum Ausgangsstamm WT mehrfach erhoht ist.
Dabei ist ein Unterschied zwischen den beiden Mutanten zu erkennen, der mit den gewahlten
statistischen Verfahren nicht als signifikant anzusehen ist, jedoch bei Wiederholungen immer
wieder auftritt.
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3.11.7 Funktionalitdt des Reportergenplasmids pPHB331 in Salmonella

Hadar

Um zu priifen, ob das Reportergenplasmid pPHB331, das zu Untersuchungen der Expres-
sion der AcrAB/TolC-Effluxpumpe eingesetzt wird, auch in Salmonellen funktionsfshig ist,
wurden Einfachbestimmungen unter den gleichen Gesichtspunkten wie in Abschnitt 3.11.6
durchgefiihrt. Zum Einen wurde die Induktion der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe
mit 0,5 mg/mL Salicylsdure (1/2 MHK) [177] in dem Salmonella Hadar-Stamm D (Tab.
2.10) vermessen (Abb. 3.13). Des Weiteren wurde der Stamm DIb4a2 vermessen, von dem
bekannt war, dass die Expression von acrAB im Vergleich zum Wildtyp D erhoht ist (Disser-

tation: Silke Schmidt in Vorbereitung) (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.13: Messung mit pPHB331: RLU/OD des Salmonella Hadar-Stamm D uninduziert

und nach Zugabe von Salicylsaure.
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Abbildung 3.14: Messung mit pPHB331: RLU/OD Quotient von DIb4a2 im Vergleich zu den
Kontrollstimmen D und DIb (Tab. 2.10).
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3.12 Messungen der Promotoraktivitdat von pacrAB

In den folgenden Abschnitten sind alle Messungen und deren Ergebnisse, die mit pPHB331
oder pPHB335 hinsichtlich der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe durchgefiihrt wur-
den, beschrieben. pPHB331 wurde mit 10 pug/mL Tetracyclin und pPHB335 mit 25 ug/mlL
Kanamycin selektiert. Die Auswertung der Daten erfolgte wie in Abschnitt 2.3.15 beschrie-
ben.

Abbildung 3.15: Tetracyclin

OH
HO
o o HO/ 5 OH
HN OH OH NH;
o}
H N NH,

Abbildung 3.16: Kanamycin

3.12.1 Einfluss von gyrA-Mutationen auf die Expression von acrAB in E. coli

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche gyrA-Mutationen einen Einfluss auf die Expression
der AcrAB/TolC-Effluxpumpe haben, wurden die Stamme WT, WT3-1, WT3-2 und MI (Tab.
2.10) mit pPHB331 transformiert (Abschnitt 2.3.10.2). Der Ausgangsstamm WT diente dabei
als BezugsgroBe fiir den ermittelten RLU/OD % Quotienten (Abschnitt 2.3.14). Bei WT3-1
und WT3-2 handelt es sich um in vitro generierte Mutanten. M| wurde hingegen in vitro
auf Nalidixinsdure selektiert [16, 75]. In Tabelle 3.4 und Abbildung 3.17 sind die Ergebnisse
dargestellt.
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Fiir den Stamm WT3-1, mit der Doppelmutation in gyrA (S83L, D87G), konnte keine Ver-
anderung in der Aktivitdt von pacrAB (RLU/OD %) zu WT ermittelt werden. Die gyrA-
Einzelmutation S83L in MI alleine bewirkte einen geringen, aber signifikanten Effekt. Fiir die
gyrA-Einzelmutation D87G in WT3-2 hingegen konnte eine deutliche, signifikante Erhéhung
in der Aktivitat von pacrAB auf 231 + 28 % gezeigt werden.
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Abbildung 3.17: Messung mit pPHB331: RLU/OD % des Ausgangsstamm WT im Ver-
gleich zu den gyrA-Mutanten WT3-1 (S83L, D87G), WT3-2 (D87G) und
M1 (S83L).
t-Test: PwT, wTs-1" 0,44, PwT, mi: 0,017, PwT, wTs-2: 0,015.

Stamm RLU/OD 1 RLU/OD2 RLU/OD3 RLU/OD 4 RLU/OD %

WT 2545 2532 2405 2444 100
WT3-1 2872 2407 2564 ND 105 £ 9
WT3-2 ND 5679 5006 6401 231 £ 28
Mi ND 4134 3434 4094 158 + 13

Tabelle 3.4: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT und den gyrA-Mutanten WT3-1, WT3-2, MI.

Um durch den geringen, aber deutlichen Effekt bei MI, die Mdglichkeit des Plasmidverlusts,
durch den fehlenden Selektionsdruck als EinflussgroRe auf die Werte ausschlieBen zu kdnnen,
wurde der Versuch unter Zugabe von Tetracyclin zur Versuchsanzucht erneut durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind der Tabelle 3.5 zu entnehmen.
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Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD 3 RLU/OD %

WT 3456 2695 2245 100

WT3-1 2483 3328 2997 109 + 33
WT3-2 9320 9695 7170 316 & 45
Mi 3517 3219 3300 123 + 23

Tabelle 3.5: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT und den gyrA-Mutanten WT3-1, WT3-2, Ml unter
Zugabe von 10 ug/mL Tetracyclin.
t-Test: PwT, mi: 0,15, PwT, wTs-2: 0,014, PwT, wTs-1° 0,67.
U-Test: PwT, MI: 0,037

Hier konnten die schon gezeigten Unterschiede zwischen WT und MI bzw. WT3-2 als signi-
fikant bestatigt werden.

3.12.2 Einfluss von Fluorchinolonen auf die Expression von acrAB in E. coli

Bei den Untersuchungen zum Einfluss von Fluorchinolonen (GyrA-Inhibitoren) auf die
AcrAB/TolC-Effluxpumpe in E. coli wurde zunichst mit 0,008 pg/mL Ciprofloxacin (CIP)
und 0,06 g/mL Ofloxacin (OFL) gearbeitet (Abb. 3.18). Diese Konzentrationen entsprechen
den 1/2 MHK-Werten. Die Zugabe des jeweiligen Chemotherapeutikums erfolgte bei einer
ODs46nm zwischen 0,06-0,08. Als Ausgangsstamm wurde WT ohne Zugabe von CIP oder
OFL verwendet, auf den anfangs die gemessenen RLU/OD Werte bezogen wurden. Das
eingesetzte Reportergenplasmid war pPHB331.

Abbildung 3.18: Ciprofloxacin (links) und Ofloxacin (rechts)

In Tabelle 3.6 und Abbildung 3.19 sind die aus diesen Messungen hervorgegangenen Werte
und RLU/OD % Quotienten dargestellt.
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Sowohl fiir den unter Ciprofloxacin- als auch unter Ofloxacin-Zugabe gewachsenen WT zeigt
sich eine, wenn auch geringe, signifikante Abnahme in der Aktivitdt von pacrAB um ca.
15 %.
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Abbildung 3.19: Messung mit pPHB331: RLU/OD % von WT in An- und Abwesenheit
von Ciprofloxacin (CIP) bzw. Ofloxacin (OFL).
t-Test: PwT, cip: 0,047, PwT, oFL: 0,003.

Stamm RLU/OD 1 RLU/OD2 RLU/OD 3 RLU/OD %
WT 2740 3269 2440 100

WT + CIP 2376 2420 2078 82+ 7

WT + OFL 2306 2665 2072 84 +2

Tabelle 3.6: Spezifische Luciferase-Aktivititen: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie der
RLU/OD % von WT in An- und Abwesenheit von Ciprofloxacin bzw. Ofloxacin.

Parallel zur ODs46,m-Bestimmung und Probenziehung fir die luminometrischen Vermessun-
gen, wurden 100 pL Proben fiir die KBE-Bestimmung entnommen (Abschnitt 2.2.2). So
konnten zum Vergleich die RLU/KBE % Quotienten (Abschnitt 2.3.16) bestimmt werden.
Diese Werte sind in Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

Stamm RLU/KBE1 RLU/KBE?2 RLU/KBE3 RLU/KBE %
WT 3,425 x 10°% 1,362 x 10* 1,22 x 10* 100

WT + CIP 594 x 103 6,04 x 10* 1,039 x 103 489 + 342
WT + OFL 5,765 x 103 2,22 x 10* 2,072 x 103 676 + 885

Tabelle 3.7: Spezifische Luciferase-Aktivititen: RLU/KBE der einzelnen Messungen, sowie der
RLU/KBE % von WT in An- und Abwesenheit von Ciprofloxacin bzw. Ofloxacin.
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Zu erkennen ist, dass der RLU/KBE % Quotient, aufgrund der groBen Schwankungen der
Messwerte und der daraus resultierenden hohen Standardabweichung, keine brauchbare GréRe
zur Beschreibung der Verdnderung der spezifischen Luciferase-Aktivitat darstellt. Es konnten
keine reproduzierbaren Daten ermittelt werden.

Ebenfalls parallel wihrend dieses Versuchs wurden Proben (2 x 1 mL) fiir die Proteinbe-
stimmung gezogen (Abschnitt 2.4). Die berechneten RLU/Proteinmenge % Quotienten sind
in Tabelle 3.8 aufgefiihrt (Abschnitt 2.4.3).

Stamm RLU/ RLU/ RLU/ RLU/
Proteinmenge 1  Proteinmenge 2 Proteinmenge 3 Proteinmenge %

WT 274 285 259 100

WT + CIP 222 196 198 75 + 6

WT + OFL 227 260 215 86 + 5

Tabelle 3.8: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/Proteinmenge der einzelnen Messun-
gen, sowie der RLU/Proteinmenge % von WT in An- und Abwesenheit von
Ciprofloxacin bzw. Ofloxacin.
t-Test: pwt, cip: 0,019, pwr, orL: 0,033,

Durch die ermittelten Werte konnten die Ergebnisse zum RLU/OD % Quotienten besta-
tigt werden. Auch hier zeigten die Proben, denen die Fluorchinolone zugesetzt wurden, eine

vergleichbare Abnahme der Aktivitat von pacrAB gegeniiber der Kontrolle (WT ohne Zuga-
be).

In einem weiteren Versuch zum Einfluss von Fluorchinolonen wurde der Stamm MII
(Tab. 2.10), ein aufgrund von gyrA-, parC-und marR-Mutationen gegeniiber Fluorchinolo-
nen resistenter Stamm, untersucht. Wieder wurde als Ausgangsstamm WT mitgefiihrt. Ml
[75] wurde ohne und mit Zugabe von 1/2 MHK Ciprofloxacin, was in diesem Fall 0,5 ug/mL
entspricht, vermessen. Die daraus resultierenden Einzelwerte sowie die RLU/OD % und
RLU/Proteinmenge % Quotienten sind der Tabelle 3.9 zu entnehmen.

Im Vergleich zu WT zeigt MII eine aufgrund der marR-Deletion erwartete signifikante Erho-
hung der Promotoraktivitat (pacrAB) (Abschnitt 3.12.6). Eine signifikante Abnahme durch
Ciprofloxacin konnte sowohl fiir den RLU/OD % als auch RLU/Proteinmenge % Quotienten
gezeigt werden.
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Stamm RLU/OD 1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD % RLU/
Proteinmenge %

WT 2533 2129 2938 100 100

Ml 6639 7371 8540 300 + 43 279 + 26

MIl + CIP 6277 5327 6610 241 + 14 178 £ 4

Tabelle 3.9: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % und RLU/Proteinmenge % von WT und MIl in An- und
Abwesenheit von Ciprofloxacin.
t-Test: (RLU/OD %) PwT, mn: 0,015, Pmil, cip: 0,13,
(RLU/Proteinmenge %) pmu, cip: 0,019.
U-Test: (RLU/OD %) Pmi, cip: 0,0495

3.12.3 Einfluss des Superspiralisierungsgrads auf die Expression von acrAB in
E. coli

Zur Ermittlung, ob der Superspiralisierungsgrad einen Einfluss auf die Expression der
AcrAB/TolC-Effluxpumpe hat, wurde mit den Stammen JTT1, KD112 und RS2 gearbeitet
(Tab. 2.10). Im Vergleich zu ihrem Ausgangsstamm JTT1 zeigt die gyrB-Mutante KD112
einen verringerten und die topA-Mutante RS2 einen erhéhten negativen Superspiralisierungs-
grad [16]. Da KD112 eine chromosomal codierte Tetracyclinresistenz besitzt, wurde mit
dem Reportergenplasmid pPHB335 gearbeitet. Parallel wurden Messungen mit 50 ug/mL
des GyrB-Inhibitors Novobiocin (NOV, Abb. 3.20) durchgefiihrt, der einen verringerten
negativen Superspiralisierungsgrad bewirkt [16]. Bei allen drei Stammen betrug der fiir
Novobiocin bestimmte MHK-Wert 128 pg/mL.

a;j

NH

Abbildung 3.20: Novobiocin

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.10 und der Abbildung 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Messung mit pPHB335: RLU/OD % von KD112 und RS2 im Vergleich
zum Wildtyp JTT1 in An- und Abwesenheit von Novobiocin (NOV).
t-Test: (RLU/OD %) pyrr1, rs2: 0,47, pyr71, kp112: 0,015, pyTT1, NOV:

0,012, pkp112, Nov: 0,032, prs2, nov: 0,043.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD3 RLU/OD % RLU/
Proteinmenge %

JTT1 1743 1423 1672 100 100

JTT1 4+ NOV 1179 1059 1035 68 + 6 61 + 3

KD112 805 906 990 56 + 9 61 + 8

KD112 + NOV 516 545 515 33+4 27+ 5

RS2 1636 1704 1781 117 + 13 129 4+ 25

RS2 + NOV 1298 1167 1224 76 £ 5 55 + 10

Tabelle 3.10: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % und RLU/Proteinmenge % von JTT1, der gyrB-Mutante
KD112 und der topA-Mutante RS2 in An- und Abwesenheit von Novobiocin.

t-Test: (RLU/Proteinmenge %) pi771, RS2

0,18, pyrT1, KkD112: 0,012,

piTT1, Nov: 0,0015, pkpii2, nov: 0,0052, prs2, nov: 0,024.
U-Test: (RLU/Proteinmenge %) pyrr1, rs2: 0,037.
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Zum Einen ist den Daten zu entnehmen, dass zwischen JTT1 und RS2 keine Verdnderung
hinsichtlich der Aktivitdt von pacrAB aufgetreten ist, KD112 jedoch im Vergleich zu JTT1
eine deutliche Abnahme von fast 50 % aufweist. Zum Anderen konnte der Effekt, der durch
die gyrB-Mutation (KD112) hervorgerufen wurde, auch fiir den GyrB-Inhibitor Novobiocin
gezeigt werden. Mit Novobiocin konnte bei allen drei Stdmmen eine Reduktion von ca. 40 %
der RLU/OD % Quotienten erreicht werden.

Parallel wurde bei dieser Versuchsreihe zur Absicherung der Ergebnisse eine Proteinbestim-
mung durchgefiihrt und die RLU/Proteinmenge % Quotienten, sowie die entsprechenden
p-Werte ermittelt (Abschnitt 2.4). Diese sind ebenfalls der Tabelle 3.10 zu entnehmen.
Auch wenn die absoluten Werte sich nicht ginzlich gleichen, ist deutlich zu erkennen, dass die
Tendenz der Ergebnisse bestatigt werden kann. Eine Ausnahme bildet dabei der Unterschied
zwischen JTT1 und RS2, der mittels U-Test als signifikant eingestuft wurde.

Als weitere Absicherung wurde noch eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der auch zur Ver-
suchsanzucht Selektionsdruck in Form von Kanamycin zugegeben wurde. Die daraus resul-
tierenden Ergebnisse sind in Tabelle 3.11 aufgelistet.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD % RLU/
Proteinmenge %

JTT1 1464 1283 100 100

JTT1 + NOV 1130 955 76 + 2 65 + 3

KD112 749 520 46 + 7 37 £10

KD112 + NOV 460 284 27 + 6 19 +£4

RS2 1384 1584 109 + 20 116 + 21

RS2 + NOV 1008 818 67 + 4 b5 + 2

Tabelle 3.11: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % und RLU/Proteinmenge % von JTT1, der gyrB-Mutante
KD112 und der topA-Mutante RS2 in An- und Abwesenheit von Novobiocin
unter Selektionsdruck (Kanamycin).

Die erhaltenen Werte bestitigen ebenfalls, die Werte, die sich ohne Zugabe von Kanamycin
ergeben haben.

3.12.4 Messungen der Expression von acrAB in E. coli-acrAB- bzw.
acrEF-Deletionsmutanten

Aufgrund des stark iiberlappenden Substratspektrums der AcrAB/TolC- und der homologen
AcrEF / TolC-Effluxpumpe wurde angenommen, dass letztere AcrAB bei Funktionsverlust er-
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setzt (Abschnitt 1.6.1). Dies kdnnte moglicherweise zu einer verminderten Expression von
acrAB zugunsten von acrEF fiihren.

In der folgenden Untersuchung sollten daher E. coli-Stamme, bei denen acrAB bzw. acrEF
deletiert ist und damit keine funktionellen Proteine gebildet werden kdnnen, vermessen wer-
den. Hierzu wurden der Ausgangsstamm MG1655, die Mutanten MG1655-AacrAB und
MG1655-AacrEF [171] mit pPHB331 transformiert (Abschnitt 2.3.10.2). Die Ergebnisse fiir
diese drei Stimme sind in Tabelle 3.12 und Abbildung 3.22 dargestellt.

B MG1655
W acrAB-Deletion
O acrEF-Deletion

RLU/OD %
=
o
S

Abbildung 3.22: Messung mit pPHB331: RLU/OD % von MG1655-AacrAB und
MG1655-AacrEF im Vergleich zu MG1655.

t-Test: puciess, Aacrer: 0,041, pyciess, aacran: 0,025.

Stamm RLU/OD 1 RLU/OD2 RLU/OD 3 RLU/OD %
MG1655 2219 2037 2505 100
MG1655-AacrAB 3407 3550 3609 157 + 16
MG1655- AacrEF 2057 1853 2219 90 + 4

Tabelle 3.12: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von MG1655 und den acrAB- und acrEF-Deletionsmutanten.

Im Vergleich zum Ausgangsstamm MG1655 zeigt die acrEF-Deletionsmutante eine sehr ge-
ringe Erniedrigung, wohingegen bei der acrAB-Deletionsmutante eine geringe Steigerung in
der Aktivitat von pacrAB zu erkennen ist.

Um bei einer so geringen Verdanderung im RLU/OD % Quotienten, den mdglichen Plas-
midverlust ausschlieBen zu kénnen, wurde eine Wiederholung der Messung mit Tetracyclin
als Selektionsantibiotikum in der Versuchsanzucht, durchgefiihrt. Die daraus resultierenden
Ergebnisse sind in Tabelle 3.13 aufgefiihrt.
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Stamm RLU/OD 1 RLU/OD2 RLU/OD 3 RLU/OD %
MG1655 1340 1321 1281 100
MG1655-AacrAB 2098 2240 1988 161 + 8
MG1655- AacrEF 1299 1527 1505 110 =+ 11

Tabelle 3.13: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von MG1655, MG1655-AacrAB und MG1655-AacrEF unter
Selektionsdruck (Tetracyclin).
t-Test: pmaciess, racrer: 0,26, pmaciess, aacras: 0,006.

Die erhaltenen Werte fiir die RLU/OD % Quotienten konnten das ohne Selektionsdruck er-
haltene Ergebnis fiir die AacrEF-Mutante nicht bestatigen, jedoch den Unterschied zwischen
dem Ausgangsstamm MG1655 und der AacrAB-Mutante.

3.12.5 Induktion der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe mit Salicylsdure
in einer E. coli-marR-Deletionsmutante

In einem weiteren Versuch zur Induktion der Expression von acrAB durch Salicylsdure wurden
Messungen mit der E. coli-AmarR-Mutante MII (Tab. 2.10) durchgefiihrt. Hierbei wurde
als Ausgangsstamm WT uninduziert mitgefiihrt, wahrend parallel MIl uninduziert und in
Anwesenheit von 1/2 MHK (0,5 mg/mL) Salicylsdure vermessen wurde. Verwendet wurde
fur diese Messreihe das Reportergenplasmid pPHB331. Die erhaltenen Einzelwerte (RLU/OD)
und RLU/OD % Quotienten sind in der Tabelle 3.14 bzw. in der Abbildung 3.23 dargestellt. In
Tabelle 3.14 sind zum direkten Vergleich auch die parallel bestimmten RLU /Proteinmenge %
Quotienten mit aufgefiihrt.

400 4 awWT
aMmil
OMIl+ SAL

RLU/OD %

Abbildung 3.23: Messung mit pPHB331: RLU/OD % Quotienten von MIl in An- und
Abwesenheit von 1/2 MHK Salicylsdure im Vergleich zum uninduzierten
WT.
t-Test: PwT, Mmn: 0,012, Pmil, SAL: 0,022
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Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD3 RLU/OD % RLU/
Proteinmenge %

WT 2533 2129 2938 100 100
MiIl 6639 7371 8540 300 + 43 279 + 26
MIl 4+ SAL 13568 13189 13325 537 £+ 83 351 £ 15

Tabelle 3.14: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % und RLU/Proteinmenge % von WT und MII uninduziert und
MIl in Anwesenheit von 1/2 MHK Salicylsdure (SAL).
t-Test: (RLU/Proteinmenge %) PwT, Ml 0,0069, Pmil, sAL: 0,021.

Im Vergleich zum Wildtyp WT ist fiir MIl eine deutliche Erhhung der Aktivitdt von pacrAB
auf ca. 300 % zu erkennen. Durch die Zugabe von Salicylsdure, ein Induktor des mar-Operons,
konnte eine weitere Steigerung bewirkt werden. Die nach Proteinbestimmung ermittelten
RLU/Proteinmenge % Quotienten bestatigen die Ergebnisse, mit der Einschrankung, dass
der durch Salicylsdure hervorgerufene Effekt nicht ganz so stark ausgepragt ist, wie bei den
RLU/OD % Quotienten.

3.12.6 Messung der Expression von acrAB in verschiedenen
E. coli-mar-Mutanten

Um das Ausmal des Einflusses von unterschiedlichen Mutationen in marR oder marQO auf die
Expression von acrAB zu untersuchen, wurden in den folgenden Versuchen unterschiedliche
E. coli-mar-Mutanten mit den Reportergensystemen pPHB331 oder pPHB335 transformiert
und vermessen.

In einem Versuch zur Untersuchung von Mutationen in marR wurde der Wildtyp AG100
und die, aus diesem Stamm hervorgegangene marR-Punktmutante AG102 (Tab. 2.10) nach
Transformation mit pPHB331 vermessen. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in der Tabelle
3.15 und der Abbildung 3.24 aufgefiihrt.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD3 RLU/OD4 RLU/OD %
AG100 1025 880 1003 1013 100
AG102 3759 2307 3792 3044 327 £ 55

Tabelle 3.15: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % vom Wildtyp AG100 und der marR-Punktmutante AG102.
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Abbildung 3.24: Messung mit pPHB331: RLU/OD % Quotienten von AG102 im Vergleich
zu AG100.
t-Test: pacioo, acio2: 0,0032.

Fiir die marR-Punktmutante AG102 ist, im Vergleich zum Wildtyp AG100, eine deutliche
Steigerung der Aktivitat von pacrAB auf iber 300 % bestimmt worden.

In einem weiteren Versuch wurden verschiedene, aus WT3-1 in vitro selektierte mar-Mutanten
untersucht. Aufgrund der hochgradigen Tetracyclinresistenz einiger dieser Mutanten wurde
das Reportergenplasmid pPHB335 fiir die Messungen verwendet. Als Ausgangsstamm diente
der Wildtyp WT. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Dreifach-Bestimmungen sind in Tabelle
3.16 und Abbildung 3.25 dargestellt.

Stamm marR/marO RLU/OD 1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD %
WT / 3152 3305 3407 100
WT3-1-M21  marRA80 23090 33650 25786 836 + 158
WT3-1-M26  marR A53P 15050 21267 10610 565 + 84
WT3-1-M27  marR L33P 14944 25065 22658 632 + 145
WT3-1-MB21 marO::19bp 11408 14408 11740 381 =+ 48

Tabelle 3.16: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT und den mar-Mutanten WT3-1-M21, -M26, -M27
und -MB21.
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Abbildung 3.25: Messung mit pPHB335: RLU/OD % Quotienten der mar-Mutanten
WT3-1-M21, -M26, -M27 und -MB21 im Vergleich zu WT.
t-Test: pwr, -me21: 0,0097, pwt, -m26: 0,011, pwr, -m27: 0,024, pwr, -m21:
0,015, p-mBo1, -m26: 0,041, pompor, -m27: 0,083, pomor, -m21: 0,029,
P-m26, -M27: 0,535, p_moe, -m21: 0,078, p-maz, -m21: 0,176.
U-Test: P-mB21, -M27: 0,0495, P-m26, -M21° 0,0495.

Alle Stamme zeigten im Vergleich zum Wildtyp WT eine deutlich erhdhte Steigerung der
Aktivitat von pacrAB von ca. 380 bis liber 800 % je nach Mutation. Untereinander konnte
nur fir WT3-1-MB21 zu WT3-1-M26, WT3-1-M27 und WT3-1-M21, sowie fiir WT3-1-M26
zu WT3-1-M21 ein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Dieser Versuch wurde fir WT und WT3-1-M21 wiederholt, wobei dann 50 uL LAR bei der
luminometrischen Vermessung zur Probe hinzupipettiert wurden. Es konnten die in Tabelle
3.16 erhaltenen Werte bestatigt werden.

Da ein Merkmal von mar-Mutanten ein sehr langsames Wachstum ist [194], sollte der Einfluss
des fehlenden Selektionsdrucks wahrend der Versuchsanzucht ausgeschlossen werden. Fiir die
hier getesteten Stamme wurden keine Generationszeiten bestimmt. Es fiel jedoch, durch die
Bestimmung bei moglichst identischer ODgg6,m, die bis zur Probenziehung unterschiedliche
bendtigte Zeit auf. Daher wurde mit WT3-1-M21, der Stamm, der die ldngste Zeit bis zum
Erreichen der gewiinschten OD gebraucht hat, ein Versuch unter Zugabe von Kanamycin zur
Versuchsanzucht durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.17 aufgelistet.

Durch den Vergleich der resultierenden RLU/OD % Quotienten konnte gezeigt werden, dass
kein signifikanter Unterschied zwischen den Messungen mit und ohne Zugabe von Kanamycin
besteht.
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Stamm RLU/OD 1 RLU/OD2 RLU/OD %
WT3-1-M21 27188 26313 100
WT3-1-M21 + KAN 28277 28561 106 =+ 4

Tabelle 3.17: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT3-1-M21 mit und ohne Zugabe von Kanamycin
(KAN) als Selektionsdruck fiir pPHB335.
t-Test: pwrz1-m21, kan: 0,34.

3.12.7 Messung der Expression von acrAB in marR-Deletions- und
marA-Punktmutanten von E. coli

Aus der in Abschnitt 3.12.6 schon erwdhnten AmarR-Mutante Ml sind in einem vorangegan-
genen Experiment nach Wachstum ohne Selektionsdruck, d.h. in Abwesenheit von Fluorchino-
lonen, iiber 300 Generationen die beiden phanotypisch unterschiedlichen Stamme MIII300 und
MII1300S16 hervorgegangen. Parallel dazu sind unter gleichen Bedingungen aus der AmarR-
Mutante MIVa (Tab. 2.10) ebenfalls zwei phanotypisch unterschiedliche Stimme, MIVa300
und MIVa300S32, entstanden. Bei weiterer Charakterisierung durch Schulte & Heisig 2001
[194] konnten fiir die Mutanten MII1300S16 und MIII300S32, die im Vergleich zu ihren Aus-
gangsstammen wieder empfindlicher gegeniiber z.B. Tetracyclin geworden sind, zusatzlich
je eine unterschiedliche marA-Punktmutation durch Sequenzierung identifiziert werden. Um
einen moglichen Einfluss dieser marA-Punktmutationen auf die Expression von acrAB zu
untersuchen wurden Messungen mit dem Reportergensystem pPHB335 durchgefiihrt.

Dazu wurden im Folgenden zundchst die Stamme MIII (resistent), MIII300 (resistent) und
MI11300S16 (reduzierte Resistenz) im Vergleich zum Wildtyp WT, nach Transformation mit
pPHB335, vermessen. Die daraus resultierenden Einzelwerte und RLU/OD % Quotienten
sind der Tabelle 3.18 und der Abbildung 3.26 zu entnehmen. In der Tabelle 3.18 sind des
Weiteren zum direkten Vergleich die RLU/Proteinmenge % Quotienten mit aufgefiihrt.

Bei Betrachtung der Daten (RLU/OD % und RLU/Proteinmenge %) ist deutlich zu er-
kennen, dass die beiden resistenten Stamme MIIl und MII300 im Vergleich zum Wildtyp
WT eine Steigerung der Aktivitdt von pacrAB von etwa 400 % aufweisen. Ein Unterschied
zwischen diesen beiden Stdmmen ist unter Einbeziehung sowohl des RLU/OD % als auch
des RLU/Proteinmenge % Quotienten nicht vorhanden. Der mit Hilfe des U-Tests ermittelte
p-Wert fiir den RLU/OD % Quotienten deutet zwar auf einen Unterschied hin, der jedoch
unter Beriicksichtigung der einzelnen Messungen sowie der anderen p-Werte eher kritisch zu
bewerten ist (Abschnitt 4.1.4).

Im Vergleich zu MIII und MII1300 fallt das Niveau der Aktivitdt von pacrAB bei der marA-
Punktmutante MII1300S16 wieder auf das, des Wildtyps WT zuriick. Bei Betrachtung der
einzelnen Messungen sowie aller p-Werte scheint es sogar eine Tendenz zu einem etwas
niedrigeren Wert verglichen mit WT zu kommen.
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Abbildung 3.26: Messung mit pPHB335: RLU/OD % Quotienten der Stamme MIII,
MII300 und MII300S16 im Vergleich zu WT.
t-Test: (RLU/OD %) pwr, min: 0,014, pwr, minzoo: 0,0056, pmin, minzoo:
0,11, pwr, minzoosis: 0,093.
U-Test: (RLU/OD %) pmui, minzoo: 0,0495, pwr, minsoosie: 0,037.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD3 RLU/OD % RLU/
Proteinmenge %

WT 3030 2994 2852 100 100

MiIII 12992 11454 12683 483 + 80 460 £+ 109

MI11300 11642 9831 11152 368 + 36 458 + 34

MI11300S16 2869 2392 2402 86 + 8 91 + 6

Tabelle 3.18: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, so-
wie der RLU/OD % und RLU/Proteinmenge % von WT, MIll, MI11300 und
MI11300S16.
(RLU/Proteinmenge %) pwr, mi: 0,029, pwr, minzoo: 0,003, pwmin, minsoo:

0,97, pwT, mmzoosie: 0,122.
U-Test: (RLU/Proteinmenge %) PwT, MIn300s16: 0,037
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Der Versuch wurde ebenso mit den Stimmen MIVa, MIVa300 und MIVa300S32 im Vergleich
zu WT durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 3.19 und Abbildung
3.27 dargestellt.

500
450 ~
400 -
350
300 -
250
200
150 -
100 -

50 -

BWT

m MIVa

O MIvVa300

m MIVa300S32

RLU/OD %

Abbildung 3.27: Messung mit pPHB335: RLU/OD % Quotienten der Stimme MIVa,
MIVa300 und MIVa300S32 im Vergleich zu WT.

t-Test: pwr, mva: 0,022, pwr, mivazoo: 0,014, pmiva, mivasoo: 0,62,
PWT, Miva300s32: 0,38.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD 4 RLU/OD %
WT 2487 2384 3532 2614 100

MIVa 11537 8682 ND 8336 382 £ 74
MIVa300 11335 10582 11981 ND 413 + 64
MIVa300S32 3096 3061 3160 ND 114 £ 21

Tabelle 3.19: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT, MIVa, MIVa300 und MIVa300S32.

Bei den Stammen MIVa und MIVa300 ist deutlich eine Steigerung der Aktivitdt von pacrAB
auf 400 % im Vergleich zum Wildtyp WT zu erkennen. Ein signifikanter Unterschied zwi-
schen diesen beiden Stammen konnte nicht gezeigt werden. Hingegen wurde fiir die marA-
Punktmutante MIVa300S32 im Vergleich zu MIVa und MIVa300 eine Abnahme in der Akti-
vitat von pacrAB auf das Niveau von WT beobachtet.
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3.12.8 Messung der Expression von acrAB in E. coli-marA-Punktmutanten in
Gegenwart von pPHB1838

Um zu untersuchen, ob eine Komplementation von MarA in den in Abschnitt 3.12.7 be-
schriebenen marA-Punktmutanten MI11300516 und MIVa300S32 zu einer ErhShung der Ak-
tivitdit des Promotors von acrAB fiihrt, mussten diese Stamme sowohl das Reportergen-
system pPHB335 als auch den Uberexpressionsvektor pPHB1838 enthalten. Daher wurden
WT als Ausgangsstamm, MI11300S16, MIVa300S32 und MIII (positive Kontrolle) zusatzlich
zu dem Reportergenplasmid pPHB335 mit dem Uberexpressionsvektor pPHB1838 mittels
CaCly-Methode transformiert (Abschnitt 2.3.10.1). Von den entsprechenden Transformanten
wurden Ubernachtkulturen in 3 mL LB-Bouillon unter Zugabe von 25 ug/L Kanamycin und
10 pug/L Tetracyclin hergestellt.

Die Anzucht der Stimme zur Probenziehung erfolgte ebenfalls unter diesem Selektionsdruck
in 10 mL LB-Bouillon, wobei die weitere Vorgehensweise analog zu der in Abschnitt 2.3.13
Beschriebenen erfolgte.

Dabei wurden folgende Ansitze zur Probenziehung inkubiert:

1. Eine Nullkontrolle, die pPHB335 und pPHB1838 ohne Zusatz enthielt

2. Eine Probe, die pPHB335 und pPHB1838 unter Zugabe von 15 mM L-Arabinose ent-
hielt

3. Eine Probe, die pPHB335 und pPHB1838 unter Zugabe von 15 mM D-Glukose enthielt

Die Inkubationsbedingungen mit den beiden verschiedenen Zuckern entsprachen denen, die
auch fiir die MarA-Komplementationsversuche ausgewdhlt wurden (Abschnitte 2.3.18 und
3.15).

In den Tabellen 3.20, 3.21 und 3.22 sind die erhaltenen Einzelwerte aufgefiihrt, sowie die
RLU/OD % Quotienten mit Bezug auf die Nullkontrolle WT mit pPHB335 und pPHB1838
ohne Zusatze. Des Weiteren sind diese RLU/OD % Quotienten in den Abbildungen 3.28 und
3.29 dargestellt.

Die aufgefiihrten Ergebnisse zeigen sehr deutlich, dass es bei Induktion des Uberexpressions-
vektors pPHB1838 mit L-Arabinose in den drei Stammen WT, MII1300S16 und MIVa300S32
zu einer Erhdhung der Aktivitdt von pacrAB kommt. Dabei wurde jedoch nicht das Niveau
von MIII erreicht. MIII diente als Maximumkontrollwert, der bei einer vollstandigen Komple-
mentation von MarA in MII1300516 und 3hnlich bei MIVa300S32 zu erwarten gewesen ware.
Dafiir wurden drei parallele Ansitze aus drei unterschiedlichen Ubernachtkulturen untersucht
und auf eine am gleichen Tag angezogene Probe von WT bezogen.
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Abbildung 3.28: Messung mit pPHB335 und pPHB1838: RLU/OD % Quotienten der

Stamme MIII300S16, MIVa300S32 und MIIl im Vergleich zu WT
(pPHB335 + pPHB1838) in An- und Abwesenheit von L-Arabinose
(ARA).
t-Test: pwr, ara: 0,0033, pmiizoosie, aARa:  0,0073,  pmivazooss2, ARA:
0,0052.

Stamm RLU/OD 1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD 4 RLU/OD %
WT 4183 3169 2935 4108 100
WT + ARA 8116 5843 5185 ND 185 £ 9
MIII300S16 3168 3181 3051 ND 93 £ 15
MII1300S16 + ARA 8049 7926 6249 ND 218 + 29
MIVa300S32 3806 3544 ND 3915 99 + 11
MIVa300S32 + ARA 8253 6056 ND 6667 183 + 19
Tabelle 3.20: Spezifische Luciferase-Aktivitdten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT, MIII300S16 und MIVa300S32 in An- und Abwe-
senheit von L-Arabinose (ARA).
Stamm RLU/OD 1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD %
WT 4322 ND ND 100
MIll 17560 17314 19495 419 + 27
Tabelle 3.21: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
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Abbildung 3.29: Messung mit pPHB335 und pPHB1838: RLU/OD % Quotienten der
Stamme MIII300516, MIVa300S32 und MIIl im Vergleich zu WT
(pPHB335 + pPHB1838) in An- und Abwesenheit von D-Glukose (GLC).

t-Test: pwt, cLc: 0,15, pminzoosie, cLc: 0,078, pmivasooss2, cLc: 0,53.
U-Test: pwr, gLc: 0,037, pminzoosie, gLc: 0,0495.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD3 RLU/OD %
WT 4108 4183 3829 100
WT + GLC 3501 3055 3673 85 + 11
MI11300S16 3756 3168 3169 83+ 7
MI11300S16 + GLC 2995 2854 2632 70 + 3
MIVa300S32 3915 3806 3567 93 + 2
MIVa300S32 + GLC 3850 3597 3567 91 + 4

Tabelle 3.22: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT, MII1300S16 und MIVa300S32 in An- und Abwe-
senheit von D-Glukose (GLC).
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Die Zugabe von D-Glukose hingegen brachte entweder keinen signifikanten Unterschied in
der Aktivitat von pacrAB oder es kam eher zu einer Erniedrigung der Aktivitit von pacrAB.
Diese Werte dienten ebenfalls als Kontrolle, da durch D-Glukose der Arabinose-Promotor
(arac-paraB) reprimiert wird [67].

3.12.9 Messungen der Expression von acrAB in Salmonellen

Im Gegensatz zu seinem Ausgangsstamm M415 wurde in vorangegangenen Experimenten
fur den durch ungezielte Mutagenese hervorgegangenen Impfstamm vacT ein Efflux-Defizit
vermutet, was zu einer Empfindlichkeit gegeniiber unter anderem Fluorchinolonen fiihrt (Tab.
2.10) [172]. Nach Selektion von vacT auf Enrofloxacin ist der, gegen Fluorchinolone wieder
resistente Stamm Enrol entstanden [70]. Zur Untersuchung, ob in diesem Zusammenhang die
AcrAB/TolC-Effluxpumpe eine Rolle spielt, wurden diese drei Stimme mit pPHB331 mittels
Elektroporation transformiert (Abschnitte 2.3.10.4 und 2.3.10.5). Die ermittelten Einzelwerte
und RLU/OD % Quotienten sind in Tabelle 3.23 und Abbildung 3.30 dargestellt.
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Abbildung 3.30: Messung mit pPHB331: RLU/OD % Quotienten von vacT und Enrol im
Vergleich zu ihrem Ausgangsstamm M415.
t-Test: pumais, vact: 0,077, pmais, Enro1: 0,0029.
U-Test: Pma415, vacT: 0,037.

Stamm RLU/OD1 RLU/OD2 RLU/OD3 RLU/OD %

M415 4446 4215 4882 100
vacT 6471 5463 5634 130 + 16
Enrol 3034 2687 3432 67 £ 3

Tabelle 3.23: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % der Salmonellen M415, vacT und Enrol.
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Fiir den Impfstamm vacT konnte ein geringer Unterschied der Aktivitdt von pacrAB, im
Vergleich zu seinem Ausgangsstamm M415, in Form einer Erhdhung gezeigt werden. Bei
Enrol wurde hingegen eine Abnahme zu M415 erhalten.

3.13 Messungen der Promotoraktivitat von pacrEF

In den folgenden Abschnitten sind alle Messungen und deren Ergebnisse, die mit pPHB333
hinsichtlich der Expression der AcrEF /TolC-Effluxpumpe durchgefiihrt wurden, beschrieben.
pPHB333 wurde mit 10 pug/mL Tetracyclin (Abb. 3.15) selektiert. Die Auswertung der Daten
erfolgte wie in Abschnitt 2.3.15 beschrieben.

3.13.1 Induktion der AcrEF /TolC-Effluxpumpe mit Salicylsdure in E. coli

Zur Ermittlung, ob auch die Expression von acrEF durch Salicylsdure induzierbar ist, wurde
der Wildtyp WT (Tab. 2.10) mit pPHB333 transformiert und die spezifische Luciferase-
Aktivitdt in Anwesenheit von 1/2 MHK (0,5 mg/mL) Salicylsdure im Vergleich zur unin-
duzierten Probe vermessen. Die erhaltenen Einzelwerte und RLU/OD % Quotienten sind in
Tabelle 3.24 und Abbildung 3.31 dargestellt.
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Abbildung 3.31: Messung mit pPHB333: RLU/OD % Quotienten von WT in Anwesenheit
von 1/2 MHK Salicylsdure im Vergleich zur uninduzierten Probe.
t-Test: PwT, 1/2 sAL: 0,0094.
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Stamm RLU/OD1 RLU/OD 2 RLU/OD 3 RLU/OD %
WT 2,064 2,02 2,154 100
WT + 1/2 SAL 3,997 3,457 3,674 179 £ 13

Tabelle 3.24: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT mit pPHB333 in An- und Abwesenheit von 1/2
MHK Salicylsaure (SAL).

Bei Vergleich der Aktivitat von pacrAB mit der von pacrEF in Form der einzelnen RLU/OD-
Werte wird deutlich, dass fiir den Promotor von acrEF so gut wie keine Aktivitdt ermittelt
werden konnte. Trotzdem wurde ein deutlich signifikanter Unterschied zwischen der unindu-
zierten und der Probe, der Salicylsdure zugesetzt wurde, erhalten.

Zur Uberpriifung, ob tatsichlich auf diesem niedrigen Niveau die Luciferase-Aktivitdt nicht
mit einer Hintergrundaktivitdt verwechselt wurde, wurden von diesen Proben noch gréBere
Volumina vermessen. Dabei konnte eine weitere Steigerung der RLU-Werte erreicht wer-
den, diese blieben aber insgesamt unter 10. Damit konnte zumindest die Funktionalitat des
Reportergensystems bestatigt werden.

3.13.2 Messungen der Expression von acrEF in E. coli-acrAB- bzw.
acrEF-Deletionsmutanten

Um zu untersuchen, ob es nach Deletion von acrAB als Kompensationsmechanimus zu einer
erhohten Expression von acrEF kommt, wurden die mit pPHB333 transformierten Stamme
MG1655, MG1655-AacrAB und MG1655-AacrEF vermessen. Hierbei konnte insgesamt keine
Aktivitat von pacrEF festgestellt werden. Es wurden RLU-Werte von 0,4-0,6 gemessen, die
nach Erhéhung des Probenvolumens auf 25 uL Werte von 0,8-1,1 ergaben.

3.13.3 Messung der Expression von acrEF in verschiedenen E.
coli-mar-Mutanten

Zur Untersuchung, ob eine globale Regulation von acrEF durch das mar-Operon vorhanden
ist, sollte die Expression von acrEF in marR-Deletionsmutanten gemessen werden. Um dies
mit pPHB333 durchfithren zu kdnnen, wurden die AmarR-Mutanten MIl und MIIIl (Tab.
2.10) ausgewshlt, da diese keine hochgradige Tetracyclinresistenz aufweisen, so dass auf
das Plasmid noch selektiert werden konnte. Die ermittelten Einzelwerte und RLU/OD %
Quotienten sind in Tabelle 3.25 und Abbildung 3.32 dargestellt.
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Abbildung 3.32: Messung mit pPHB333: RLU/OD % Quotienten von MIl und MIIl im
Vergleich zu WT.
t-Test: PwT, MII: 0,045, PwT, MIn: 0,004

Stamm RLU/OD 1 RLU/OD 2 RLU/OD3 RLU/OD %

WT 1,564 1,831 2,014 100
MiIlI 2,307 3,275 2,809 155 £ 21
Mill 4,272 5,635 6,304 208 + 7

Tabelle 3.25: Spezifische Luciferase-Aktivitaten: RLU/OD der einzelnen Messungen, sowie
der RLU/OD % von WT und den AmarR-Mutanten MIl und MIII.
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Bei Betrachtung der einzelnen RLU/OD-Werte im Vergleich zu denen, die mit pPHB331
oder pPHB335 fiir die Aktivitat von pacrAB ermittelt wurden, wird wieder deutlich, dass die
Aktivitdt von pacrEF sehr schwach ist. Doch auch bei der generell schwachen Expression
von acrEF ist im Vergleich zum Ausgangsstamm WT eine leichte Erhdhung der Aktivitat des
Promotors von acrEF bei den AmarR-Mutanten zu erkennen. Bei Vermessung von groRe-
ren Probenvolumina konnte eine weitere ErhShung in den RLU-Werten festgestellt werden.
Jedoch konnte ab einem bestimmten Probenvolumen durch eine weitere Erhdhung keine
Steigerung der Werte mehr erreicht werden. Die Werte blieben insgesamt unter 10 RLU.

3.14 MarR-Komplementation

Der Verlust der Funktion des Repressors des mar-Operons MarR und damit die "ungebremste”
Expression des globalen Aktivators MarA, kann durch Einbringen einer intakten Plasmid-
codierten Kopie von MarR in die Zellen kompensiert werden.

Zur Untersuchung, ob fiir das gesamte phanotypische Ausmalk, was sich in den MHK-Werten
widerspiegelt, die marR-Deletion in verschiedenen E. coli-Stdmmen verantwortlich gemacht
werden kann, musste mit Hilfe des Plasmids pBP591 eine Komplementation durchgefiihrt
werden. Dieses Plasmid trégt eine Kopie des marR-Gens aus dem Stamm WT unter der
Kontrolle des Promotors des Ampicillin-Resistenzgens bla.

Fiir die Komplementation von MarR wurde wie in Abschnitt 2.3.17 beschrieben vorgegangen.
Dabei wurden die Stamme WT, MIII, MI11300, MI11300S16, MIVa, MIVa300 und MIVa300S32
untersucht (Tab. 2.10). Die MHK-Bestimmungen wurden fiir Tetracyclin (Abb. 3.15) und
Chloramphenicol (Abb. 3.33) durchgefiihrt. Die ermittelten MHK-Werte sind in Tabelle 3.26
aufgelistet.

OH OH
Cl
O~ + HN
b =
o o]

Abbildung 3.33: Chloramphenicol
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3.15 MarA-Komplementation

Stamm Plasmid | TC [ug/mL] | CLM [ug/mL]
WT pBP507 1-2 8
pBP591 0,5-1 4
MIII pBP507 2-4 16
pBP591 0,5 4
MITI300 pBP507 2-4 16
pBP591 0.5 2
MI11300S16 pBP507 0,5-1 2-4
pBP591 0,5-1 2
MIVa pBP507 24 16
pBP591 0,5 2.4
MIVa300 pBP507 2-4 16
pBP591 0,5 4
MIVa300S32 | pBP507 0,5 2
pBP591 0,5 2

Tabelle 3.26: Komplementation von MarR: MHK-Bestimmung von Tetracyclin (TC) und
Chloramphenicol (CLM)

Die fiir den Ausgangsstamm WT ermittelten MHK-Werte wurden als BezugsgroRe fiir die
anderen Stimme genommen. Die AmarR-Mutanten MII1300S16 und MIVa300S32, die noch
zusatzlich eine marA-Punktmutation besitzen, zeigten MHK-Werte, die deutlich unter denen
von WT lagen. Die MHK-Werte der AmarR-Mutanten MIII, MIII300, MIVa und MIVa300
hingegen lagen iiber denen von WT, diese Stimme sind resistenter. Durch Uberexpression
des intakten marR aus WT (pBP591) konnte der Ausgangszustand (WT-Niveau) fiir diese
letzteren vier Stamme wieder hergestellt, d.h. das nicht funktionsfahige MarR komplementiert
und damit fiir die Resistenzerh6hung verantwortlich gemacht werden.

3.15 MarA-Komplementation

Aufgrund von Ergebnissen vorangegangener Experimente (Abschnitt 3.14 und [194]) soll-
te untersucht werden, ob die zusitzlichen marA-Punktmutationen in den E. coli-Stammen
MII1300S16 und MIVa300S32 fiir die, trotz marR-Deletion, wiedererlangte Empfindlichkeit
gegeniiber verschiedener Antibiotika verantwortlich ist.

Dafiir wurde mit dem Uberexpressionsvektor pPHB338 eine Komplementation von MarA
wie in Abschnitt 2.3.18 beschrieben mit den E. coli-Stammen WT, MIII, MI11300S16, MIVa
und MIVa300S32 durchgefiihrt (Tab. 2.10). Die MHK-Werte wurden fiir Chloramphenicol
(Abb. 3.33) und Novobiocin (Abb. 3.20) in Miiller Hinton Bouillon und fiir Chloramphenicol
zusatzlich in LB-Bouillon bestimmt.

Die Ergebnisse fiir Chloramphenicol mit den drei verschiedenen Ansitzen, mit und ohne
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15 mM L-Arabinose bzw. D-Glukose, sind in den Tabellen 3.27 und 3.29 aufgefiihrt.
Die Ergebnisse fiir Novobiocin mit den drei verschiedenen Ansatzen, mit und ohne 15 mM
L-Arabinose bzw. D-Glukose, sind der Tabelle 3.28 zu entnehmen.

Stamm Plasmid | CLM [ug/mL] | CLM [ug/mL] | CLM [ug/mL]
+ ARA + GLC
WT pBR322 4.8 4.8 4.8
pPHB338 4-8 8-16 4-8
MIII pBR322 32 32 32
pPHB338 32 32 32
MI11300S16 pBR322 1-2 1-2 1-2
pPHB338 8 16 8
MIVa pBR322 32 32 32
pPHB338 32 32 32
MIVa300S32 | pBR322 4-8 4-8 4-8
pPHB338 8-16 16 16

Tabelle 3.27: Komplementation von MarA: MHK-Bestimmung von Chloramphenicol

(CLM) in Miiller Hinton Bouillon in An- und Abwesenheit von 15 mM
L-Arabinose (ARA) bzw. D-Glukose (GLC)

Stamm Plasmid | NOV [ug/mL] | NOV [ug/mL] | NOV [ug/mL]
+ ARA + GLC
WT pBR322 64 64 64
pPHB338 64 128 64
Mt pBR322 > 256 > 256 > 256
pPHB338 > 256 > 256 > 256
MI11300S16 pBR322 32 32 32
pPHB338 128 128 128
MIVa pBR322 256 256 256
pPHB338 256 256 256
MIVa300S32 | pBR322 32 32 32
pPHB338 128 128 128

Tabelle 3.28: Komplementation von MarA: MHK-Bestimmung von Novobiocin (NOV) in

Muller Hinton Bouillon in An- und Abwesenheit von 15 mM L-Arabinose
(ARA) bzw. D-Glukose (GLC)



3.16 Modellierung der 3D-Struktur von MarR aus verschiedenen marR-Punktmutanten

Stamm Plasmid | CLM [ug/mL] | CLM [ug/mL] | CLM [ug/mL]
+ ARA + GLC
WT pBR322 8 8 8
pPHB338 8 16 8
MIII pBR322 64 64 64
pPHB338 64 64 64
MI111300S16 pBR322 8 8 8
pPHB338 16 16 16
MIVa pBR322 64 64 64
pPHB338 64 64 64
MIVa300S32 | pBR322 8 8 8
pPHB338 16 16 16

Tabelle 3.29: Komplementation von MarA: MHK-Bestimmung von Chloramphenicol
(CLM) in LB-Bouillon in An- und Abwesenheit von 15 mM L-Arabinose
(ARA) bzw. D-Glukose (GLC)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir die AmarR-Mutanten MIIl und MIVa keine
Verinderung der MHK-Werte bei Uberexpression von marA erreicht worden ist. Gleiches gilt
fir WT, mit der Ausnahme, dass bei L-Arabinose-Zugabe ein Effekt in Form einer reprodu-
zierbaren Erhéhung um eine MHK-Stufe zu beobachten war. Bei den marA-Punktmutanten
MI11300S16 und MIVa300S32 ist in allen Fallen, d.h. ohne Zusatz, mit L-Arabinose und auch
mit D-Glukose, eine deutliche Erhéhung in den MHK-Werten um eine reproduzierbare Stufe
fiir Chloramphenicol und zwei Stufen fiir Novobiocin eingetreten. Es konnte eine Komplemen-
tation des durch eine Punktmutation verdnderten MarA in diesen beiden Stimmen gezeigt
werden, jedoch nicht zuriick bis auf das Niveau der Elternstamme MIII bzw. MIVa.

3.16 Modellierung der 3D-Struktur von MarR aus verschiedenen
marR-Punktmutanten

Nach Energieminimierungen mit SYBYL® sollten 3D-Strukturmodelle von MarR aus ver-
schiedenen marR-Punktmutanten generiert werden, um den Einfluss der jeweiligen Mutation
auf die Struktur bzw. Funktion von MarR in silico zu untersuchen.

Dazu musste zunichst eine Sequenzierung von marR aus WT erfolgen, um mdogliche Un-
terschiede zu marR aus einem E. coli-K12-Stamm [182] zu identifizieren. Denn fiir diesen
Stamm liegt durch eine Rontgenstrukturanalyse die 3D-Struktur von MarR (PDB ID: 1JGS)
vor [7].

Hierbei konnten acht Basenpaaraustausche ermittelt werden (Datenblatt A.3). Unter diesen
waren fiinf stille Mutationen, wahrend drei zu Aminosdureaustauschen fiihrten. Nach Aus-
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tausch der beiden Aminosduren G103S und Y137H in 1JGS, konnte die Struktur fiir die
Minimierungen genutzt werden. Die Aminosadure S3N, sollte nicht ersetzt werden, da diese
in der auskristallisierten Struktur, die erst bei Aminosdure 6 (Leu) beginnt, nicht enthalten
war. Die Durchfiihrung der Energieminimierung ist in Abschnitt 2.5.2 beschrieben.
Die berechnete dreidimensionale Struktur fiir WT ist in Abbildung 3.34 dargestellt.

Abbildung 3.34: Dreidimensionale Darstellung von MarR aus WT nach Aquilibrierung und
Energieminimierung mit SYBYL®. Die Monomere sind rot und griin ge-
kennzeichnet.

Fiir WT3-1-M26 sind das RMSD fitting mit der Ausgangsstruktur WT in Tabelle 3.30 und
die dreidimensionale Struktur mit Kennzeichnung der Mutation A53P in Abbildung 3.35 dar-
gestellt. In den Abbildungen 3.36 und 3.37 wurden die Strukturen von WT und WT3-1-M26
iberlagert und ein kleiner Ausschnitt vergroRert.

Uberlagerungspunkte | RMSD-Wert
backbone 0,3623 A
C, atoms 0,3489 A
Side chains 0,4389 A
All 0,4142 A

Tabelle 3.30: RMSD fitting: MarR: Vergleich von WT3-1-M26 mit WT
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Abbildung 3.35: Dreidimensionale Darstellung von MarR aus WT3-1-M26 nach Aquilibrie-
rung und Energieminimierung mit SYBYL®. Die Monomere sind rot und
griin, die Mutation A53P blau gekennzeichnet.

Abbildung 3.36: Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und griin) mit der aus
WT3-1-M26 (hellblau und gelb). Die orange Aminoséure (Alanin) liegt in
WT und die blaue (Prolin) in der Punktmutante vor (A53P).
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N

Abbildung 3.37: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und
griin) mit der aus WT3-1-M26 (hellblau und gelb). Die orange Aminosaure
(Alanin) liegt in WT und die blaue (Prolin) in der Punktmutante vor

(A53P).

Fiir WT3-1-M27 sind das RMSD fitting mit der Ausgangsstruktur WT in Tabelle 3.31 und
die dreidimensionale Struktur mit Kennzeichnung der Mutation L33P in Abbildung 3.38 dar-
gestellt. In den Abbildungen 3.39 und 3.40 wurden die Strukturen von WT und WT3-1-M27

tiberlagert und ein kleiner Ausschnitt vergroRert.

Uberlagerungspunkte | RMSD-Wert
backbone 0,3547 A
C, atoms 0,3373 A
Side chains 0,4241 A
All 0,4007 A

Tabelle 3.31: RMSD fitting: MarR: Vergleich von WT3-1-M27 mit WT
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Abbildung 3.38: Dreidimensionale Darstellung von MarR aus WT3-1-M27 nach Aquilibrie-
rung und Energieminimierung mit SYBYL®. Die Monomere sind rot und
griin, die Mutation L33P blau gekennzeichnet.

Abbildung 3.39: Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und griin) mit der aus
WT3-1-M27 (hellblau und gelb). Die orange Aminosaure (Leucin) liegt in
WT und die blaue (Prolin) in der Punktmutante vor (L.33P).
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Abbildung 3.40: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und
griin) mit der aus WT3-1-M27 (hellblau und gelb). Die orange Aminosaure
(Leucin) liegt in WT und die blaue (Prolin) in der Punktmutante vor
(L33P).

Fiir die Punktmutante R73C sind das RMSD fitting mit der Ausgangsstruktur WT in Tabelle
3.32 und die dreidimensionale Struktur mit Kennzeichnung der Mutation R73C in Abbildung
3.41 dargestellt. In den Abbildungen 3.42 und 3.43 wurden die Strukturen von WT und der
Punktmutante R73C tberlagert und ein kleiner Ausschnitt vergroBert.

Uberlagerungspunkte | RMSD-Wert
backbone 0,3694 A
C, atoms 0,3589 A
Side chains 0,4525 A
All 0,4247 A

Tabelle 3.32: RMSD fitting: MarR: Vergleich der Punktmutante R73C mit WT
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Abbildung 3.41: Dreidimensionale Darstellung von MarR aus der Punktmutante R73C nach
Aquilibrierung und Energieminimierung mit SYBYL®. Die Monomere sind
rot und griin, die Mutation R73C blau gekennzeichnet.

Abbildung 3.42: Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und griin) mit der
aus der Punktmutante R73C (hellblau und gelb). Die orange Aminosaure
(Arginin) liegt in WT und die blaue (Cystein) in der Punktmutante vor
(R73C).
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.43: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot
und griin) mit der aus der Punktmutante R73C (hellblau und gelb). Die
orange Aminosaure (Arginin) liegt in WT und die blaue (Cystein) in der
Punktmutante vor (R73C).

Fiir die Punktmutante R94C sind das RMSD fitting mit der Ausgangsstruktur WT in Tabelle
3.33 und die dreidimensionale Struktur mit Kennzeichnung der Mutation R94C in Abbildung
3.44 dargestellt. In den Abbildungen 3.45 und 3.46 wurden die Strukturen von WT und der
Punktmutante R94C iiberlagert und ein kleiner Ausschnitt vergroBert.

Uberlagerungspunkte | RMSD-Wert
backbone 0,3316 A
C, atoms 0,3249 A
Side chains 0,4145 A
All 0,3870 A

Tabelle 3.33: RMSD fitting: MarR: Vergleich der Punktmutante R94C mit WT
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Abbildung 3.44: Dreidimensionale Darstellung von MarR aus der Punktmutante R94C nach
Aquilibrierung und Energieminimierung mit SYBYL®. Die Monomere sind
rot und griin, die Mutation R94C blau gekennzeichnet.

Abbildung 3.45: Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot und griin) mit der
aus der Punktmutante R94C (hellblau und gelb). Die orange Aminoséure
(Arginin) liegt in WT und die blaue (Cystein) in der Punktmutante vor
(R94C).
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Abbildung 3.46: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarR aus WT (rot
und griin) mit der aus der Punktmutante R94C (hellblau und gelb). Die

orange Aminosaure (Arginin) liegt in WT und die blaue (Cystein) in der
Punktmutante vor (R94C).
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3.17 Modellierung der 3D-Struktur von MarA aus verschiedenen
marA-Punktmutanten

Nach Energieminimierungen mit SYBYL® sollten 3D-Strukturmodelle von MarA aus ver-
schiedenen marA-Punktmutanten generiert werden, um den Einfluss der jeweiligen Mutation
auf die Struktur bzw. Funktion von MarA in silico zu untersuchen.

Zunichst musste marA aus WT sequenziert werden, um mogliche Unterschiede zu dem
marA aus einem E. coli-K12-Stamm [182] zu identifizieren. Fiir diesen lag mit 1BLO
(PDB ID) eine durch Réntgenstrukturanalyse gewonnene Struktur von MarA inklusive des
DNA-Bindebereichs vor [181]. Hierbei konnten fiinf Basenpaaraustausche ermittelt werden,
die jedoch alle zu stillen Mutationen fiihrten (Datenblatt A.3). Somit konnte die PDB-Datei
direkt fir die Minimierungen genutzt werden. Die Durchfiihrung der Energieminimierung ist
in Abschnitt 2.5.2 beschrieben.

Die berechnete dreidimensionale Struktur von MarA an die DNA gebunden fiir WT st in
Abbildung 3.47 dargestellt.

Abbildung 3.47: Dreidimensionale Darstellung von MarA gebunden an die marbox des

mar-Operons aus WT nach Aquilibrierung und Energieminimierung mit
SYBYL®
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Fiir MI11300S16 sind das RMSD fitting mit der Ausgangsstruktur WT in Tabelle 3.34 und die
dreidimensionale Struktur von MarA an die DNA gebunden mit Kennzeichnung der Mutation
I58N in Abbildung 3.48 dargestellt. In den Abbildungen 3.49 und 3.50 wurden die Strukturen
von WT und MIII300S16 iiberlagert und ein kleiner Ausschnitt vergroRert.

Uberlagerungspunkte

RMSD-Wert

backbone
C, atoms
Side chains
All

0,6037 A
0,4114 A
0,7176 A
0,6703 A

Tabelle 3.34: RMSD fitting: MarA: Vergleich von MII1300S16 mit WT

Abbildung 3.48: Dreidimensionale Darstellung von MarA gebunden an die marbox des mar-

Operons aus MI11300S16 nach Aquilibrierung und Energieminimierung mit
SYBYL®. In Blau ist die Mutation 158N gekennzeichnet.
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Abbildung 3.49: Uberlagerung der Struktur von MarA aus WT (rot) mit der aus
MI11300S16 (hellblau). Die orange Aminosdure (Isoleucin) liegt in WT
und die blaue (Asparagin) in der Punktmutante vor (I58N).

Abbildung 3.50: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarA aus WT (rot) mit
der aus MIII1300S16 (hellblau). Die orange Aminosaure (lsoleucin) liegt in
WT und die blaue (Asparagin) in der Punktmutante vor (I58N).
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Fiir MIVa300S32 sind das RMSD fitting in Tabelle 3.35 und die dreidimensionale Struktur
mit Kennzeichnung der Mutation N21Y in Abbildung 3.51 dargestellt. In den Abbildungen
3.52 und 3.53 wurden die Strukturen von WT und MIVa300S32 iiberlagert und ein Ausschnitt
vergrolert.

Uberlagerungspunkte | RMSD-Wert
backbone 0,6215 A
C, atoms 0,4197 A
Side chains 0,7453 A
All 0,6933 A

Tabelle 3.35: RMSD fitting: MarA: Vergleich von MIVa300S32 mit WT

Abbildung 3.51: Dreidimensionale Darstellung von MarA gebunden an die marbox des mar-

Operons aus MIVa300532 nach Aquilibrierung und Energieminimierung
mit SYBYL®. In Blau ist die Mutation N21Y gekennzeichnet.
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Abbildung 3.52: Uberlagerung der Struktur von MarA aus WT (rot) mit der aus
MIVa300S32 (hellblau). Die orange Aminosédure (Asparagin) liegt in WT
und die blaue (Tyrosin) in der Punktmutante vor (N21Y).

Abbildung 3.53: Ausschnitt aus der Uberlagerung der Struktur von MarA aus WT (rot)
mit der aus MIVa300S32 (hellblau). Die orange Aminosdure (Asparagin)
liegt in WT und die blaue (Tyrosin) in der Punktmutante vor (N21Y).
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3.18 Sequenzierung und Alignment von acrR aus verschiedenen
E. coli-Stammen

Um einerseits den Einfluss von Mutationen im acrR-Gen, das fiir den lokalen Repressor von
acrAB codiert, in der Betrachtung der mit den Reportergenplasmiden ermittelten Daten
ausschlieBen zu kdnnen, und andererseits gezielt nach moglichen Mutationen zu suchen,
wurde acrR aus verschiedenen E. coli-Stimmen sequenziert.

Fiir die Sequenzierung von acrR wurde zunichst eine PCR durchgefiihrt (Tab. 2.17). Fiir das
daraus resultierende DNA-Fragment (acrR) konnte mittels Cycle Sequencing die Basenab-
folge ermittelt werden (Abschnitt 2.3.12). Im Vergleich zu der schon bekannten E. coli-K12-
Sequenz [182] konnten fir WT (Ausgangsstamm) fiinf Punktmutationen identifiziert werden
(Datenblatt A.4).

Im Vergleich zu WT wurden folgende Stamme hinsichtlich acrR untersucht und mittels
Alignment ausgewertet (Abschnitt 2.5.1):

WT3-1, WT3-2, MI, MIl, MIIl, WT4,
WT3-1-M21, -M26, -M27, -MB21, -MB2, -MB13, -MB33,
HW?2, HW58, HW75, HW83, HW85, HW96.

Fiir keinen dieser Stimme wurde ein Unterschied zur Sequenz von acrR aus WT beobachtet.
Bei der Amplifikation von acrR aus 4917, KM-F und KM-F-KO konnten hingegen keine
brauchbaren PCR-Produkte erhalten werden. Hier wurde bei 4917 ein zu kleines Fragment
von zwischen 400 und 500 bp erhalten, wahrend bei KM-F und KM-F-KO {iberhaupt kein
PCR-Produkt entstand. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Hiillen 1998, wonach
fur alle drei Stimme eine acrR-Deletion festgestellt werden konnte [83].

Da keine acrR-Mutationen bei der Sequenzierung der verschiedenen E. coli-Stamme gefunden
werden konnten, wurden diese Ergebnisse in Kapitel 4 nicht diskutiert.

3.19 Alignments von pacrAB und pacrEF

Um die Moglichkeit des Einsatzes des Reportergensystems pPHB331 in Salmonellen im Vor-
wege zu priifen, wurde ein Alignment durchgefiihrt, wobei der E. coli-K12-Promotor pacrAB
[182] mit dem entsprechenden Promotor aus Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2
[138] verglichen wurde. Hierbei konnten neun Punktmutationen festgestellt werden, die je-
doch nicht die RNA-Polymerase-Erkennungssequenzen betrafen. Die Lage der Unterschiede
ist im Datenblatt A.1 gekennzeichnet. Die Ahnlichkeit der beiden Promotoren betrigt dem-
nach ca. 94 %.
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Bei einem Alignment der beiden E. coli-Promotoren pacrAB und pacrEF (Datenblatter A.1
und A.2) konnte eine Ahnlichkeit von ca. 50 % ermittelt werden. Dabei fiel besonders auf,
dass der marbox-Bereich von pacrAB (rote Kennzeichnung im Datenblatt A.1), der eigentlich
schon im codierenden Bereich von acrR liegt, eine hohe Ahnlichkeit mit dem alignierten
Bereich in pacrEF aufweist. Diese Sequenz ist im Datenblatt A.2 orange gekennzeichnet und
wurde mit der fiir die marbox postulierten Sequenz von Martin et al. 1999 verglichen [129].
Hierbei konnte die Moglichkeit, dass es sich bei diesem Bereich um die Erkennungssequenz
von MarA handelt nicht ausgeschlossen werden. Daraus ergibt sich nun zum Einen die von
Rodionov et al. 2001 mit Hilfe eines Algorithmus postulierte [184], zum Anderen, die mit
Hilfe des Alignments ermittelte mogliche marbox-Sequenz fiir pacrEF.
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Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel Faktoren, die die Expression der AcrAB/TolC- und
der AcrEF /TolC-Effluxpumpe beeinflussen kdnnten zu untersuchen bzw. zu identifizieren.
Hierbei sollten mogliche Zusammenhange der Expression von acrAB bei der Entwicklung der
Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen in E. coli, sowie ein mdglicher Zusammenhang zwischen
AcrAB und AcrEF aufgeklart werden (Abschnitt 1.7).

Im Vordergrund stand zunéchst die Entwicklung von rekombinanten Reportergenplasmiden
als Nachweismethode zur quantitativen Erfassung der Expression der entsprechenden Pumpe
in vivo Uber die Messung der Aktivitadt des jeweiligen Promotors (pacrAB bzw. pacrEF).
Fiir den Einsatz dieser Reportergensysteme ergaben sich dabei zwei Schwerpunkte: Einerseits
Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Mutationen (z.B. gyrA, marR, marA), anderer-
seits zum Einfluss unterschiedlicher Substanzen (z.B. Fluorchinolone, Salicylsdure) auf die
Expression von acrAB bzw. acrEF.

4.1 Die Reportergensysteme pPHB331, pPHB335 und pPHB333

4.1.1 Das Reportergen(-system) im Vergleich

Die Schwierigkeit, die Expression eines Gens direkt nachzuweisen, liegt darin, dass z.B. das
Genprodukt schwer nachweisbar ist oder keine bekannte Funktion hat. Um detektieren zu
kénnen, ob oder in welchem Ausmal ein bestimmtes Gen exprimiert wird, ist daher die
Erfassung transkriptionaler Aktivierung z.B. durch die Verwendung von Reportergenplasmiden
oder RT(real time)-PCR gebrduchlich [122].

Reportergenplasmide stellen, nach ihrer Konstruktion, eine besonders schnelle und einfache
Methode dar.

Zur Konstruktion solcher Systeme wird oftmals der Promotor des zu untersuchenden Gens
mit dem Startcodon in frame mit einem Gen, das fir ein mit hoher Sensitivitdt nachzu-
weisendes Protein codiert, kloniert. Bei Aktivierung des entsprechenden Promotors durch
den Transkriptionsinitiationskomplex wird das Reportergen verstarkt abgelesen. Die Aktivitat
des Reporterproteins soll dabei mit der Promotoraktivitadt korrelieren. Die Auswahl an han-
delsiiblichen Reportergenen ist recht groB, so dass je nach Problemstellung ein geeignetes
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ausgesucht werden kann [143].

Bei dem durch das Reportergen codierten Protein handelt es sich oft um ein Enzym, z.B.
die bakterielle Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT), die 5-Galactosidase, verschiedene
Luciferasen, die sekretierte Alkalische Phosphatase (SEAP) oder eine $-Lactamase (TEM-1).
Diese Enzyme katalysieren Reaktionen, deren jeweiliges Reaktionsprodukt durch verschiedene
Verfahren leicht detektiert/quantifiziert werden kann. Andere Reporterproteine ohne Enzym-
funktion, die zur Quantifizierung eingesetzt werden, sind z.B. das humane Wachstumshor-
mon (hGH, human growth hormone), sowie verschiedene GFP-Varianten (green fluorescent
protein) [143].

Fiir den Einsatz sollte ein Reportergen verschiedene Anforderungen erfiillen: Um eine Hinter-
grundaktivitat ausschlieBen zu kdnnen, sollte sein Genprodukt in der zu untersuchenden Zelle
nicht endogen vorhanden sein. Auch sollte die Physiologie der Zellen selbst nicht beeinflusst
werden. Zudem sollte das Genprodukt bzw. das umgesetzte Substrat leicht zu identifizieren
sein. Des Weiteren sollte der Reportergenassay moglichst schnell, leicht, sensitiv und kos-
tengiinstig sein, sowie iiber einen weiten Bereich die Detektion von geringen und groRen
Verdnderungen der Expression des Reportergens linear ermdglichen [113].

Aus folgenden Griinden fiel daher die Wahl fiir den Einsatz in den zu entwickelnden Repor-
tergensystemen auf das luc-Gen (codiert fiir die firefly-Luciferase) aus Photinus pyralis:

1. Das Enzym Luciferase kommt in Bakterienzellen nicht endogen vor (Nachteil bei z.B.
CAT, [(-Galactosidase, [-Lactamase).

2. Die Messung ist schnell durchzufiihren (im Vergleich zu z.B. CAT, [-Lactamase, GFP
und RT-PCR).

3. Die Messung bzw. Probenaufbereitung ist einfach (im Vergleich zu z.B. CAT,
(-Lactamase, RT-PCR und hGH).

4. Es muss nicht mit Radioaktivitat gearbeitet werden (Nachteil bei z.B. CAT und hGH).

5. Die Sensitivitdt ist Giber einen groBen Linearitatsbereich (8 Zehnerpotenzen) sehr
hoch (im Vergleich zu z.B. CAT, hGH und SEAP). Es konnen Luciferase-Mengen
im Femtogramm-Bereich (Promega-Angabe: bis zu 100 fg Luciferase, bis zu
102 mol) nachgewiesen werden, d.h. das durch diese Enzymmenge wihrend der
Luciferase-Reaktion emittierte Lichtsignal ist noch erfassbar.

6. Die Messungen sind vergleichsweise kostengiinstig (im Vergleich zu z.B. RT-PCR u.a.).

Das Reportergen luc codiert fiir die Luciferase aus dem Glithwiirmchen (firefly) Photinus
pyralis. Das eukaryotische fuc-Gen liegt als intronfreie cDNA vor, dessen Genprodukt kei-
ne posttranslationale Modifikation benétigt. So besitzt das Enzym nach der Translation in
Prokaryoten seine volle katalytische Aktivitat [228].

Die firefly Luciferase ist ein 62 kDa groles Enzym, dessen dreidimensionale Struktur von
Conti et al. rontgenkristallographisch aufgeklart werden konnte [36]. Die Luciferase kataly-
siert die Adenosintriphosphat(ATP)-abhangige oxidative Decarboxylierung von Luciferin in
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Gegenwart von Mg®*-lonen und Sauerstoff, unter gleichzeitiger Lichtemission (h e v) bei
einer Wellenldnge von 560 nm (Abb. 2.4).

Die Notwendigkeit der Substratzugabe fiir die Messung des Biolumineszenzsignals hat, im
Vergleich mit der bakteriellen Luciferase aus Vibrio fischeri, die durch die Gene luxA und
luxB codiert wird, und eine autonome Biolumineszenz verursacht[143], den Vorteil, dass der
Zeitpunkt der Bestimmung der Luciferase-Aktivitat frei gewahlt werden kann.

Die Messung der transkriptionalen Aktivierung von Genen mit Hilfe von Reportergenplasmi-
den spiegelt jedoch nicht zwangslaufig die in der Zelle stattfindenen Prozesse wider.

Ein wesentlicher Nachteil besteht z.B. darin, dass die Transkription nicht am urspriinglichen
Genlocus stattfindet. So ist zu bedenken, dass neben dem Promotor auch stromabwarts
oder weiter stromaufwarts lokalisierte Sequenzabschnitte eine Rolle bei der Regulation der
Genexpression spielen kdnnen [111, 120]. Solche Faktoren, die iiber diese Regionen eines Gens
die Genexpression beeinflussen, kdnnen mit einem promotorbasierten Reportergenkonstrukt
folglich nicht nachgewiesen werden.

Des Weiteren kann sowohl der globale Superspiralisierungsgrad als auch die Transkription
benachbarter Gene einen Einfluss auf den lokalen Superspiralisierungsgrad ausiiben [205, 50]
und dadurch eine fiir die RNA-Polymerase veranderte Zuganglichkeit von Promotoren verur-
sachen. Dabei betrifft dieser Effekt sowohl den zu untersuchenden Promotor im Plasmid als
auch den chromosomal codierten, jedoch lokal mit moglicherweise unterschiedlichen Folgen
fir die Promotoraktivitat. Deshalb kdnnen Analysen der Genexpression mittels Reportergen-
plasmiden zu artifiziellen Ergebnissen fiihren.

Ein zusatzlicher Nachteil von Reportergenplasmiden ist, dass Transkriptionsfaktoren bei ei-
ner hohen Kopienzahl méglicherweise nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung stehen.
Dies kann z.B. durch die Verwendung von low copy-Plasmiden gering gehalten bzw. ver-
mieden werden. Die Kopienzahl und die Stabilitdt des Plasmids kénnen sich zudem unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen verandern [24, 62]. Dem kann durch Einhaltung glei-
cher Bedingungen fiir alle zu vermessenden Proben und den Bezug der erhaltenen Werte auf
eine entsprechende Kontrolle entgegengewirkt werden.

4.1.2 Entwicklung der Reportergensysteme

Durch die transkriptionale Fusion des Promotors fiir die jeweilige Effluxpumpe (pacrAB bzw.
pacrEF) mit dem Reportergen luc mittels SOEing-PCR, wurde dieses Gen exakt anschlie-
Bend an das Startcodon (ATG) und damit an der Stelle, an der sich das urspriingliche Gen
befand (acrA bzw. acrE), positioniert (Abschnitt 3.1). Dadurch wird gewéhrleistet, dass die
Expression von luc genau der gleichen Regulation unterliegt wie das urspriingliche Protein. So
sollte eine erhohte Promotoraktivitdt (erhShte Expression von acrAB bzw. acrEF) zu einer
erhohten Expression von fuc und damit Bildung von Luciferase fithren. Durch Zugabe des
Substrats (Luciferin) im Uberschuss sollte je nach vorhandener Enzymaktivitit ein entspre-
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chend hohes Lichtsignal entstehen. So kénnen Verdnderungen in der Aktivitdt des jeweiligen
Promotors direkt luminometrisch quantifiziert werden.

Die Klonierung der Reportergensysteme pPHB331 (pacrAB-luc, Tab. 2.9) und pPHB333
(pacrEF-luc, Tab. 2.9) erfolgte ungerichtet iiber Pstl-Schnittstellen (Abschnitte 3.1 und 3.5).
Daher waren zwei unterschiedliche Orientierungen des jeweiligen Fusionsgens relativ zum
Vektor pBR322 méglich (Abschnitte 3.2 und 3.6).

Fiir die Entscheidung mit welcher Orientierung gearbeitet werden sollte, war das Vorhan-
densein von weiteren Promotoren direkt vor dem Fusionsgen ausschlaggebend. Dabei wurde
jeweils die Orientierung ausgeschlossen, bei der der Promotor fiir die 3-Lactamase (pbla) in
unmittelbarer Nahe vor dem Promotor fiir die Effluxpumpe (pacrAB bzw. pacrEF) lag, um
Einflisse des weiteren Promotors auf die Expression tiber pacrAB bzw. pacrEF von luc zu
vermeiden.

Die Umklonierung von pPHB331 zu pPHB335 (pacrAB-luc, Tab. 2.9) durch das Einbringen
des Gens fiir die Kanamycinresistenz aus dem Plasmid pKD4 (Tab. 2.9) erfolgte ebenfalls un-
gerichtet iiber glatte (blunt) Enden (Abschnitt 3.3). So waren auch hier zwei unterschiedliche
Orientierungen des Gens innerhalb des Vektors pPHB331 mdglich (Abschnitt 3.4).

Bei der Auswahl der Orientierung mit der weiter gearbeitet werden sollte, gab es keine Ein-
flisse durch andere Promotoren zu beachten. Ausgewdhlt wurde die Orientierung, die durch
die Lage des inserierten Gens fiir die Kanamycinresistenz, dem Ausgangsplasmid pPHB331
am ahnlichsten ist, d.h. der relativen Orientierung und der Lage des Tetracyclinresistenzgens
(tetA) entspricht.

Die Auswahl des Klonierungs-/Ausgangsvektors pBR322 fiir alle drei entwickelten Repor-
tergenplasmide erfolgte hinsichtlich der Kopienzahl. Mit 15-20 Kopien pro Zelle z3hlt das
Plasmid pBR322 inzwischen zu den sogenannten low copy-Plasmiden [122]. Dies sollte eine
mdglichst dhnliche Anzahl von Kopien in den einzelnen Zellen auch bei verschiedenen Stam-
men gewahrleisten, um Messergebnisse vergleichbar zu machen und Grunddosis-Effekte zu
minimieren.

So stehen letztendlich fiir die Bestimmung der Aktivitdt des Promotors pacrAB stellvertre-
tend fiir die Expression von acrAB die beiden Reportergenplasmide pPHB331 und pPHB335
zu Verfiigung. Diese unterscheiden sich durch ihre Resistenzgene (pPHB331:Tetracyclin-
Resistenz, pPHB335:Kanamycin-Resistenz) und damit Selektionsméglichkeiten. Dadurch er-
weitert sich das Einsatzspektrum, da zu vermessende Bakterienstamme mdoglicherweise schon
Resistenzen gegeniiber einem der beiden Antibiotika aufweisen kdnnen.

Fir die Bestimmung der Aktivitdit des Promotors pacrEF kann das Reportergenplasmid
pPHB333 verwendet werden.
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4.1.3 Die Messbedingungen und Kontrollen

Im Vorwege wurden fiir die entwickelten Reportergensysteme pPHB331, pPHB335 und
pPHB333 eine Reihe von Versuchen zur Bestimmung der optimalen Messbedingungen
durchgefiihrt (Abschnitt 3.11).

Null-Kontrolle:

Zunichst wurde gepriift, ob der eingesetzte Klonierungsvektor pBR322 sowie das luc-Gen
an sich zu einer Hintergrundaktivitit beitragen (Abschnitt 3.11.1). Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Hintergrundaktivitdt um 1 [RLU] lag.

LAR- und Probenvolumen:

Durch die Variation zwischen den fiir die Messung eingesetzten Volumina von Probe und
LAR (Luciferase Assay Reagent), konnte die optimale Kombination ermittelt werden.

So wurde aufgrund der Ergebnisse fiir die Bestimmung der Luciferase-Aktivitit ein Proben-
volumen von 2,5 ulL ausgewahlt, da bei niedrigeren Volumina eine schlechtere Reproduzier-
barkeit aufgrund von Pipettierungenauigkeiten beobachtet wurde. Dadurch konnte die vom
Hersteller (Promega) empfohlene LAR-Menge (100 pL) auf 25 ul reduziert werden, was zu
einer deutlichen Kostenersparnis fiihrte. Denn die 25 ulL LAR reichen bei diesem Probenvo-
lumen aus, um signifikante Unterschiede festzustellen (Abschnitt 3.11.2).

Zeitpunkt der Probenziehung:

Die Messungen zur Bestimmung des geeigneten Zeitpunktes der Probenziehung ergaben
einen OD-Bereich bei 546 nm zwischen 0,4-0,65 (Abschnitt 3.11.3). Zum Einen, da sich die
E. coli- Stdmme in der logarithmischen Wachstumsphase (linearer Bereich) befinden und hier
eine lineare Korrelation zwischen dem ODsg6,m-Wert und dem gemessenen absoluten RLU-
Wert besteht [146]. Zum Anderen, da in diesem Bereich Unterschiede zwischen Stammen
deutlich zu erkennen sind mit relativen Standardabweichungen von in der Regel < 10 %
(immer < 20 %).

Ermittlung der spezifischen Luciferase-Aktivitat:

Die Aktivitat des Promotors der jeweiligen Effluxpumpe (pacrAB bzw. pacrEF) in der Bak-
terienzelle wird durch den RLU/OD, RLU/KBE bzw. RLU/Proteinmenge Quotienten wider-
gespiegelt. Dieser Wert beschreibt die spezifische Luciferase-Aktivitat, die iiber den Promo-
tor pacrAB bzw. pacrEF exprimiert wird. Der Bezug des absoluten Wertes (RLU) fir die
Luciferase-Aktivitdt auf eine Zellzahl-abhdngige GroBe ermdglicht es Schwankungen durch
unterschiedliche Bakterienzellzahlen zu reduzieren.

In erster Linie wurde mit dem RLU/OD Quotienten gearbeitet, wodurch eine gute Reprodu-
zierbarkeit und schnelle Messung gewahrleistet war (Abschnitt 3.11.4).

Fiir die endgiiltige Auswertung wurde jeweils ein Ausgangsstamm oder eine Ausgangsbedin-
gung (z.B. uninduziert) als 100 %-Zustand festgelegt und die zu vergleichenden Stamme oder
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4.1 Die Reportergensysteme pPHB331, pPHB335 und pPHB333

Bedingungen (z.B. induziert) darauf bezogen (RLU/OD % Quotient), wobei die zu verglei-
chenden Proben immer in einem Versuchsdurchlauf gemeinsam untersucht wurden. Dadurch
sollten zum Einen Schwankungen in der Versuchsdurchfiihrung ausgeglichen werden, zum
Anderen relativ einfach Verdnderungen dargestellt werden.

Selektionsdruck:

Zur Ermittlung des Zeitpunkts der Zugabe des Selektionsantibiotikums, wurden Untersu-
chungen hinsichtlich des Selektionsdrucks durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir die Durchfiihrung
der Messungen ermittelt, dass bei der anzusetzenden Ubernachtkultur (UNK) Selektionsanti-
biotikum hinzugegeben, wihrend bei der daraus verdiinnten Kultur zur Probenziehung darauf
verzichtet wird (Abschnitt 3.11.5).

Dies ergab sich einerseits, um verfalschte Werte durch Plasmidverlust wahrend der langen
Wachstumszeit in der UNK zu vermeiden. Andererseits sollten Einfliisse des Selektionsanti-
biotikums wahrend der Versuchsanzucht auf die Werte ausgeschlossen werden kdnnen.

Bei Stammen, die sehr langsam wuchsen und bei Stimmen, die in den RLU/OD %-Werten
nur geringe Anderungen aufwiesen, wurden Kontrollversuche durchgefiihrt, bei denen
auch wahrend der Versuchsanzucht Tetracyclin (pPHB331, pPHB333) bzw. Kanamycin
(pPHB335) hinzu gegeben wurde (Abschnitte 3.12.1, 3.12.3, 3.12.4 und 3.12.6).

Funktionalitdt der Reportergenplasmide:

Zur Priifung der Funktionalitdt und damit gesteigerten Promotoraktivitit der Reportergen-
systeme wurden Untersuchungen von in der Literatur [34, 65] beschriebenen Bedingungen
durchgefiihrt, bei denen eine Erhéhung der RLU-Werte zu erwarten war (Abschnitt 3.11.6).
Fir pPHB331 (pacrAB-luc) schlielt das zum Einen die beschriebene Induktion der Expression
durch Salicylsdure und zum Anderen die Uberexpression durch Mutationen im Repressor
MarR des globalen Aktivators MarA mit ein (Abschnitt 1.5.3.1). In beiden Féllen zeigten
die Ergebnisse dieser Experimente eine signifikante Erhéhung der Aktivitdt von pacrAB. Bei
Betrachtung der Werte der einzelnen Messreihen bei den Versuchen mit Salicylsdure zeigt
sich fiir die hochste Konzentration (0,5 mg/mL) auch der héchste RLU/OD Quotient (Tab.
3.1). Hinsichtlich der p-Werte zu den RLU/OD % Quotienten besteht jedoch ein signifikanter
Unterschied nur zwischen 0,125 und 0,5 mg/mL (Abb. 3.10). Dies konnte eventuell daran
liegen das die drei gewdhlten Konzentrationen zur Hemmung von MarR durch Salicylsdure
nicht mehr in einem linearen Bereich liegen.

Fiir pPHB335 (pacrAB-luc) wurde ebenfalls die Induktion der Expression von acrAB durch
Salicylsdure untersucht. Dabei kam es zu mit pPHB331 vergleichbaren Ergebnissen. In diesem
Fall konnte fiir die Konzentration 0,5 mg/mL im Vergleich zu 0,125 und 0,25 mg/mL ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 3.11, Tab. 3.2), wobei auch hier die gleiche
Annahme iiber den Linearitatsbereich gilt wie bei pPHB331.

So konnte gezeigt werden, dass mittels der beiden Reportergensysteme pPHB331 und
pPHB335 Faktoren, die wie erwartet die Aktivitat von pacrAB beeinflussen und damit die
Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe, identifiziert und quantifiziert werden kdnnen.

Fiir die Messung mit pPHB333 (pacrEF-luc) sind keine Literaturangaben fiir eine derartige
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Funktionalititspriifung bekannt. Hier wurde lediglich die Vermessung von Ubernachtkulturen
mit den daraus resultierenden, relativ zu 1 (Hintergrundaktivitdt) hoheren RLU-Werten als
Alternative ausgewertet.

Funktionalitit des Reportergenplasmids pPHB331 in Salmonella Hadar:

Das Ergebnis eines Alignments des Promotors pacrAB aus dem Stamm WT mit dem aus
Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 deutete auf eine mogliche Einsetzbarkeit des
Reportergensystems pPHB331 (bzw. pPHB335) in Salmonellen hin (Abschnitt 3.19). Dabei
konnten lediglich neun unterschiedliche Basen identifiziert werden, welche auBerhalb der RNA-
Polymerase-Erkennungssequenzen liegen (Datenblatt A.1).

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Reportergensystems pPHB331 in Salmonellen konnte
sowohl die in der Literatur beschriebene Induktion der Expression von acrAB durch Salicyl-
sdure in Salmonellen [177], als auch Messungen mit Stimmen bei denen eine erhohte acrAB-
Expression, aufgrund entsprechender Resultate aus RT-PCR-Messungen (Dissertation: Silke
Schmidt in Vorbereitung), zu erwarten war, genutzt werden. Die deutliche Erhéhung der Wer-
te fiir die Aktivitdt von pacrAB in beiden Fillen bestatigte die Mdglichkeit eines Einsatzes
in Salmonellen (Abschnitt 3.11.7).

4.1.4 Statistik: Auswahl des Testverfahrens

Bei der Auswahl des Testverfahrens fiir die Bestimmung der p-Werte, wurden folgende Grund-
lagen beriicksichtigt [49]:

Grundsatzlich unterscheidet man parametrische und nicht-parametrische Tests. Erstere gehen
davon aus, dass die beobachteten Stichprobendaten einer Grundgesamtheit entstammen, in
der die Variable(n) bzw. Merkmale ein bestimmtes Skalenniveau und eine bestimmte Ver-
teilung aufweisen (hiufig Intervallskalenniveau und Normalverteilung). Bei Ungiiltigkeit die-
ser Annahmen sind Einschrénkungen in der Giiltigkeit des Testergebnisses die Folge. Dabei
sinkt insbesondere die Teststdrke ("Power” = 1 - (3, § = Fehler 2. Art), d. h. es sinkt die
Wabhrscheinlichkeit, einen tatsichlich vorhandenen Unterschied als signifikant zu entdecken
(Annahme der "falschen” Nullhypothese).

Nicht-parametrische Tests kommen mit anderen Vorannahmen (z.B. keine Normalverteilung)
aus. Die Menge der fiir die Null-Hypothese und Alternativ-Hypothese zugelassenen Vertei-
lungen ist nicht durch einen Parameter beschreibbar.

Da jedoch parametrische Tests trotz Verletzung ihrer Annahmen haufig eine bessere Power
bieten als nicht-parametrische, kommen letztere eher selten zum Einsatz, etwa im Fall be-
sonders schiefer Verteilungen (z.B. links-steil-rechts-schief oder umgekehrt), oder im Fall
von Rangdaten, die als solche erhoben worden sind (die ermittelten Werte werden in eine
vom Test abhingige Rangfolge gebracht und entsprechenden Rangzahlen zu geordnet unter
Kennzeichnung aus welcher Stichprobe sie entstammen).

Daher wurde in dieser Arbeit vorrangig mit Hilfe des t-Testes (Vergleich der Mittelwerte,
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von acrAB

parametrisch) die p-Wert-Ermittlung durchgefiihrt, obwohl meistens keine Normalverteilung
der Werte gegeben war (Abschnitt 2.3.15). Parallel dazu erfolgte auch eine Berechnung der
p-Werte mit Hilfe des U-Testes (Mann-Whitney-Test, Rangdaten, Vergleich der Verteilun-
gen, nicht-parametrisch). Dies sollte der Uberpriifung der erhaltenen Ergebnisse dienen und
eventuell filschlicherweise angenommene Null-Hypothesen identifizieren. Hierbei ist jedoch
zu bedenken, dass es durch den U-Test bei gleichen Mittelwerten aber unterschiedlichen Stan-
dardabweichungen auch zur Annahme der "falschen” Alternativhypothese kommen kann. Die
mit dem U-Test erhaltenen p-Werte sind in Kapitel 3 nur fiir die wenigen Ausnahmen mit
aufgefiihrt und werden in den folgenden Unterkapiteln diskutiert.

Grundsatzlich ist immer unter Betrachtung der RLU/OD Werte innerhalb der einzelnen Mess-
reihen zu lberlegen, ob ein Unterschied vorhanden ist bzw. wie die Test-Ergebnisse zu bewer-
ten sind. Denn die statistische Auswertung kann aus folgenden Griinden mit Fehlern behaftet
sein:

1. Obwohl die RLU/OD % insgesamt durch 27 Einzelwerte entstanden sind, geht in die
statistische Betrachtung eine Stichprobenanzahl von n = 3 ein.

2. In die RLU/OD %-Werte gehen immer zwei RLU/OD-Werte ein, die bestimmten
Schwankungen unterworfen sind (BezugsgroRe und MessgroRe). Besonders stark macht
sich dabei beispielsweise bemerkbar, wenn der fiir die BezugsgroRe (z.B. WT) gemes-
sene Wert ausreillt, was dann zu einem verzerrten Ergebnis fihrt.

3. In die Berechnungen geht meistens eine Messreihe mit einer Standardabweichung von
0 ein (WT = 100 %).

4.2 Einfluss verschiedener Topoisomerase-Mutationen und
-Inhibitoren auf die Expression von acrAB

Im Laufe der Entwicklung von Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen kommt es bei E. coli
zunachst zu sogenannten target-Mutationen in Genen, die fiir die Zielstruktur Gyrase co-
dieren. Von Oethinger et al. (2000) konnten dabei zeigen, dass eine intakte Funktion der
AcrAB /TolC-Effluxpumpe eine Voraussetzung fiir die Entstehung solcher target-Mutationen
darstellt [158]. Daher stellte sich die Frage, ob Induktionsphdnomene durch Fluorchinolone
selbst zu einer leichten Erhdhung der Expression von acrAB fiihren.

Die Erhohungen der MHK-Werte, die mit Einzelmutationen einhergehen, sind oft nicht aus-
reichend groR, um eine klinische Resistenz auszupragen. Erst die Kombination von mehreren
Mutationen fiihrt zum Uberschreiten des Grenzwertes fiir klinische Resistenz von einer MHK
> 4 pg/mL. Wird fiir eine einzelne Mutation eine durchschnittliche Mutationsfrequenz von
10"® zugrunde gelegt, so liegt die Mutationsfrequenz zum Erreichen klinischer Fluorchinolon-
resistenz in einem Selektionsschritt theoretisch bei 1032 bis 1040 [231].

153



4 Diskussion

Welchen Einfluss Gyrase-Mutationen auf die Expression von acrAB haben, auch in Hinblick
auf Folgemutationen und Mutationsfrequenz, ist daher von Interesse.

Veranderungen in den Enzymaktivitaten von Topoisomerase | und Gyrase aufgrund bestimm-
ter Mutationen in den dafiir codierenden Genen oder durch Inhibition fiihren zu Veranderun-
gen der Superspiralisierung der bakteriellen DNA und kdnnen dadurch zu einem veranderten
Expressionsmuster fithren [205, 16]. Daher ergab sich als weitere Frage, ob oder inwieweit
diese Superspiralisierungsgrad-Verdnderung einen regulatorischen Einfluss auf die Expression
von acrAB nimmt.

4.2.1 Haben gyrA-Mutationen oder GyrA-Inhibitoren einen Einfluss auf die
Expression?

Um den Einfluss von gyrA-Mutationen auf die Aktivitdt des Promotors von acrAB betrach-
ten zu konnen, wurden E. coli-Stimme mit verschiedenen Kombinationen der bevorzugt
auftretenden Mutationen an den Positionen Ser-83 und Asp-87 ausgewahlt. Hierbei han-
delt es sich um die zu dem E. coli-Ausgangsstamm WT isogenen Gyrase-Mutanten WT3-1
(gyrAS83L: D8TG) "\WT3-2 (gyrAP87C) und MI (gyrAS®L) (Tab. 2.10) [16, 75].

Die Ergebnisse (Abb. 3.17, Tab. 3.4 und Tab. 3.5) zeigten fir die gyrA-Doppelmutante
WT3-1 keinen signifikanten Unterschied in der Aktivitdt von pacrAB zum Ausgangsstamm
WT. Fiir die gyrA-Mutante WT3-2 mit der Einzelmutation an Position 87 trat hingegen ein
deutlicher Unterschied auf (ca. 210 %). Auch fiir die gyrA-Mutante MI mit der Einzelmutation
an Position 83 konnte mittels des U-Testes und bei Betrachtung der einzelnen Messungen
ein signifikanter Unterschied (ca. 150 %) festgestellt werden, der jedoch nicht so ausgepragt
ist wie bei WT3-2.

Eine Bestatigung fiir das Ergebnis mit Ml liefern Daten zur Akkumulation von Ciprofloxacin
in Ml im Vergleich zu WT [75, 83]. Hier konnte gezeigt werden, dass je nach Zeitpunkt der
Probennahme in MI nur noch zwischen 65 - 85 % der Ciprofloxacinkonzentration anfallen
(WT =100 %). Dies konnte auf die in dieser Arbeit gezeigte leichte Erhéhung der Expression
von acrAB zuriickgefiihrt werden.

Da in den Einzelmutanten eine Erhdhung in der Expression von acrAB vorliegt, konnte ange-
nommen werden, dass durch den gesteigerten Efflux des Fluorchinolons die Méglichkeit eine
weitere Resistenzmutation auszubilden erhdht ist. Diese Idee wird noch durch den Umstand
bestarkt, dass solche Folgemutationen in anschlieBenden Selektionsschritten tatsachlich ge-
funden werden [220, 75]. Zumal das Ausmall der Erhdhung der Aktivitdt von pacrAB in
der Mutante WT3-2 (gyrAP®7¢) ausgeprigter ist, kdnnte man weiter annehmen, dass diese
Mutation im ersten Selektionsschritt bevorzugt vorkommt.

Zur Diskussion dieser Hypothesen kdnnen bekannte Daten von Bagel et al. (1999) und Schulte
(2001) mit herangezogen werden (Tab. 4.1).

Zunichst einmal sprechen Daten iiber die tatsichliche Haufigkeit des Auftretens der Mutation
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von acrAB
Stamm MHK CIP | Qsc * | Generationszeit
[#g/mL] [16] | [16] | [min] [194] ([16])
WT 0,015 16 17 (25)
WT3-1 1 1,49 20
WT3-2 0,25 1,17 16 (27)
Ml 0,5 1,37 19 (26)

Tabelle 4.1: Charakteristika der untersuchten gyrA-Mutanten und ihrem Ausgangsstamm

WT nach [16, 194].
* Qsc, Quotient ptopA-bla/pgyrA-bla, gibt den relativen Superspiralisierungsgrad an.

an Position 87 im Vergleich zur Position 83 gegen die Vermutung, dass erstere aufgrund der
hoheren acrAB-Expression bevorzugt wird. Denn bei der Entwicklung der Resistenz gegeniiber
Fluorchinolonen in E. coli kommt es zunachst meist zu Mutationen an Position 83, oftmals
kombiniert mit der Mutation an Position 87 [220, 187, 118]. Dabei treten Mutationen an
Position 87 alleine in E. coli relativ selten auf [118].

Eine mogliche Ursache mag dabei sein, dass eine Einzelmutation an Position 83 im Vergleich
zu 87 zu einer hoheren MHK fiihrt (Tab. 4.1) [118] und somit der Zelle einen deutlichen
Vorteil hinsichtlich des Uberlebens bzw. der Ausbildung weiterer Mutationen bietet. Solche
zusatzlichen Mutationen, meist an Position 87, gelten als notwendig fiir die Ausbildung einer
klinisch relevanten Resistenz.

Einen weiteren interessanten Ansatzpunkt liefern die Daten zum relativen Superspiralisie-
rungsgrad (Qsc). Fiir alle drei Stimme (WT3-1, WT3-2 und MI) konnte relativ zum Aus-
gangsstamm WT eine durch die Gyrase-Mutation(en) verursachte verringerte negative Super-
spiralisierung gezeigt werden (Tab. 4.1). Hierbei fallt auf, dass WT3-2 die stirkste Abnahme
aufweist. Der Effekt ist bei MI weniger stark ausgeprdgt und erfdhrt in WT3-1 mit der Dop-
pelmutation wieder eine Erhéhung in Richtung WT-Niveau.

Durch diese Daten kdnnte die Annahme entstehen, dass eine Verringerung des Superspirali-
sierungsgrads eventuell ungiinstiger fiir die Zelle ist und damit ein Bestreben hin zum WT-
Niveau bevorzugt wird. Dies wire auch eine weitere Erklarung fiir die Tendenz zur Mutation
an Position 83, ein "normaler” Superspiralisierunggrad (WT-Niveau) ist dem potentiellen
Vorteil acrAB-Expressionserhéhung iibergeordnet.

Ein Einfluss der Aktivitat von pacrAB auf die Wachstumsgeschwindigkeit kann nicht disku-
tiert werden, da im Vergleich mehrerer Daten kein Unterschied zwischen den Stammen zu
erkennen ist (Tab. 4.1).

Die Ergebnisse zum Einfluss von Ciprofloxacin und Ofloxcin in subinhibitorischen Konzentra-
tionen (0,5x MHK) auf die Expression von acrAB ergaben eine geringe Abnahme der Aktivitit
von pacrAB um ca. 15-20 % fiir beide Fluorchinolone (Abb. 3.19). Dies zeigte sich sowohl
fiir den Ausgangsstamm WT als auch fiir die AmarR-Mutante MII (Tab. 3.6 und Tab 3.9).
Dabei wurden in beiden Experimenten (WT und MII) zur Ermittlung der spezifischen Akti-
vitdt sowohl RLU/OD %-Werte, als auch die RLU/Proteinmenge %-Werte bestimmt (Tab.

155



4 Diskussion

3.8 und Tab. 3.9). Die BezugsgroRe KBE erwies sich aufgrund der groBen Schwankungen
der Messwerte und der daraus resultierenden hohen Standardabweichung als unbrauchbar, so
dass damit keine reproduzierbaren Daten gewonnen werden konnten (Tab. 3.7).

Die gezeigte Verringerung der Expression von acrAB konnte inzwischen (2006) teilweise von
Bailey et al. mittels RT(real time)-PCR bestatigt werden [17]. In dieser Studie wurde der
E. coli-Stamm MG1655 nach Zugabe von drei verschiedenen Konzentrationen Ciprofloxacin
(0,5x, 1x und 2x MHK) in unterschiedlichen Wachstumsphasen, sowie im Vergleich von
Minimal- und reichhaltigem Medium, untersucht. Die Ergebnisse zum Einfluss von 0,5x MHK
in Minimal-Medium stimmen mit den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen iiberein,
wahrend in reichhaltigem Medium kein Effekt aufgezeigt werden konnte.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Fluorchinolonen (Ciprofloxacin,
Moxifloxacin) zu einem erniedrigten negativen Superspiralisierungsgrad (Qsc) fiihrt [16, 146],
wie das auch schon fiir gyrA-Mutationen gezeigt werden konnte. Denn wahrend ein Teil der in
der Zelle vorhandenen Gyrase durch Zugabe subinhibitorischer Fluorchinolon-Konzentrationen
im terndren Komplex gebunden ist, der mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit eine re-
plikative Helicase blockiert, kann ein ungebundener Teil die lebensnotwendige Funktion in
eingeschranktem Ausmal aufrecht erhalten. Doch wahrend es bei gyrA-Punktmutationen zu
einer Erhdhung der Aktivitdt von pacrAB kommt, tritt bei Zugabe von GyrA-Inhibitoren
(Fluorchinolone) das Gegenteil auf.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann eine Induktion der Expression von acrAB durch Fluorchino-
lone ausgeschlossen werden.

4.2.2 Welchen Einfluss hat der Superspiralisierungsgrad auf die Expression?

Weitere Untersuchungen zum Einfluss des Superspiralisierungsgrads auf die Expression
von acrAB sollten zunidchst Aufschluss iiber eine mégliche Korrelation zwischen Qsc und
RLU/OD % Quotient geben. Dazu wurden der Ausgangsstamm JTT1 und die isogenen
Topoisomerase-Mutanten KD112 (gyrB226) und RS2 (topA10) untersucht (Tab. 2.10).
KD112 weist einen verringerten und RS2 einen erhdhten negativen Superspiralisierungsgrad
im Vergleich zu JTT1 auf (Tab. 4.2). Diese Stimme wurden zusatzlich in An- und Abwe-
senheit des GyrB-Inhibitors Novobiocin vermessen. Der Wirkmechanismus von Novobiocin
beruht auf der Inhibition der Gyrase-Funktion durch Bindung an GyrB, genauer Inhibition
der ATP-abhangigen Strangpassage durch das GyrB-Dimer mittels allosterischer Hemmung
[37, 66]. Dadurch verursacht Novobiocin ebenso wie die gyrB-Mutation eine Verringerung
des negativen Superspiralisierungsgrads (Tab. 4.2) [16].

Unter Zugrundelegung aller ermittelten Werte ergibt sich fiir RS2 kein signifikanter Unter-
schied in der Aktivitit von pacrAB zum Ausgangsstamm JTT1 (Abschnitt 3.12.3, Abb.
3.21, Tab. 3.10 und Tab. 3.11). Fiir KD112 konnte hingegen eine deutliche Reduktion in der
Expression von acrAB auf ca. 50 % gezeigt werden (Abb. 3.21, Tab. 3.10).
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von acrAB
Stamm | Novobiocin [ug/mL] | Qsc *
JTT1 / 1,87
RS2 / 5,54
KD112 / 1,44
WT / 1,61
WT 25 1,01
WT 50 0,75
WT 75 0,45

Tabelle 4.2: Bekannte Daten beziiglich des Superspiralisierungsgrads (Qsc) verschiedener

Stamme.
* Qsc, Quotient ptopA-bla/pgyrA-bla, gibt den relativen Superspiralisierungsgrad an [16].

Bei Zugabe des GyrB-Inhibitors Novobiocin in subinhibitorischer Konzentration (50 pg/mlL)
kam es bei allen drei Stammen, 3hnlich wie durch die gyrB-Mutation in KD112, zu einer
deutlichen Reduktion der Expression von acrAB um ca. 40 % (Abb. 3.21, Tab. 3.10).

Die Ergebnisse deuten auf keine systematische Korrelation zwischen einem hoheren bzw.
niedrigeren globalen Superspiralisierungsgrad (Qsc-Wert) und der Verdnderung der Expression
von acrAB (RLU/OD %-Wert) hin. Gezeigt werden konnte jedoch ein reduzierender Einfluss
der gyrB-Mutation und des GyrB-Inhibitors Novobiocin auf die Expression von acrAB.

4.2.3 Zusammenfassung: Einfluss verschiedener Topoisomerase-Mutationen
und -Inhibitoren auf die Expression

Bei Punktmutationen in gyrA (S83L oder D87G) kommt es zu einer Erhdhung von ca. 150 %
(MI) bzw. 210 % (WT3-2) der Expression von acrAB. Diese Ergebnisse konnten einen Einfluss
der AcrAB/TolC-Effluxpumpe auf die Entstehung von Folgemutationen vermuten lassen und
moglicherweise im Zusammenhang mit der von Lindgren et al. beschriebenen Erhéhung der
Mutationsrate im Laufe der Entwicklung von Fluorchinolonresistenz in E. coli [118] stehen.
Zur weiteren Untersuchung kdnnten zunichst Ciprofloxacin-Akkummulations-Experimente
durchgefiihrt werden. Aufgrund der bestehenden Ergebnisse fiir Ml (reduzierte Akkumula-
tion) kdnnten in der Reihenfolge WT - WT3-1 - M| - WT3-2 absteigende Ciprofloxacin-
Konzentrationen erwartet werden, bedingt durch die in dieser Reihenfolge steigende acrAB-
Expression.

Fiir den Einfluss von Fluorchinolonen (Ciprofloxacin, Ofloxacin) selbst auf die Aktivitdt von
pacrAB konnte eine Verringerung um 15-20 % gezeigt werden, weshalb eine Induktion der
Expression von acrAB durch Fluorchinolone ausgeschlossen werden kann.

Ebenfalls ein reduzierender Einfluss konnte fiir die gyrB-Mutation (gyrB226) und den GyrB-
Inhibitor Novobiocin in Form einer Verringerung der Aktivitdt von pacrAB um ca. 40-50 %
gezeigt werden.
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Es scheint zwar keine systematische Korrelation zwischen einem héheren bzw. niedrigeren glo-
balen Superspiralisierungsgrad (Qsc-Wert) und der Verdnderung der Expression von acrAB
(RLU/OD %-Wert) zu bestehen, jedoch deuten die Ergebnisse auf einen Einfluss durch
eine lokale Verdnderung der Superspiralisierung hin. Da ein verringerter Superspiralisierungs-
grad angegeben als erniedrigter Qsc-Wert (global) in einem Fall zu einer ErhShung (gyrA-
Mutation, Abschnitt 4.2.1), im anderen Fall zu einer Reduktion der Expression von acrAB
(Fluorchinolone, gyrB-Mutation bzw. Novobiocin Abschnitte 4.2.1 und 4.2.2) fiihrt, kénnte
dafiir eine fiir die RNA-Polymerase verdnderte Zuganglichkeit des Promotors pacrAB (lokal)
vermutet werden.

Bei dieser letzten Vermutung ist zu bedenken, dass dabei die Verdnderungen der lokalen
Superspiralisierung fiir den Promotor im Reportergenplasmid im Vergleich zum chromosomal
codierten pacrAB unterschiedlich sein kann (Abschnitt 4.1.1).

Um die gewonnenen Daten zu unterstiitzen, missten zusatzlich noch z.B. RT(real time)-
PCRs, DNA-Microarrays oder Bestimmungen zur Proteinmenge (AcrA oder AcrB) durchge-
fihrt werden.

4.3 Was passiert bei Deletion von acrAB bzw. acrEF?

Aufgrund des stark iiberlappenden Substratspektrums der AcrAB/TolC- und der homologen
AcrEF /TolC-Effluxpumpe wurde angenommen, dass letztere AcrAB bei Funktionsverlust er-
setzt (Abschnitt 1.6.2). In dem Fall wiirde man annehmen, dass die Zelle die Expression von
acrAB zugunsten von acrEF herunterreguliert oder einstellt.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde zunichst die Expression von acrAB des Aus-
gangsstamms MG1655 und der zugehdrigen isogenen Deletionsmutanten MG1655-AacrAB
und MG1655-AacrEF (in vitro-Mutagenese) gemessen (Tab. 2.10).

Den Ergebnissen ist bei kritischer Betrachtung aller Werte zu entnehmen, dass wie erwartet,
da kein direkter Einfluss von acrEF auf acrAB bekannt ist (Abschnitt 1.6.1), eine Deletion
von acrEF keinen Einfluss auf die acrAB-Expression hat (Abb. 3.22, Tab. 3.12). Der sehr
geringe Unterschied im Versuch unter Selektionsdruck (Tab. 3.13) ist, nach Betrachtung der
Einzelwerte, auf die in Abschnitt 4.1.4 aufgefiihrten statistischen Fehler zuriickzufiihren.
Fiir die acrAB-Deletionsmutante ist im Vergleich zum Ausgangsstamm eine geringe signifi-
kante Erhdhung der acrAB-Expression auf ca. 150 % aufgetreten. Scheinbar reagiert die Zelle
auf den Verlust der AcrAB/TolC-Effluxpumpe im ersten Schritt mit dieser leichten ErhShung
der acrAB-Expression, da der in vitro verursachte Genverlust von der Zelle nicht sofort durch
einen Kompensationsmechanismus ausgeglichen werden kann.

Um zu iberpriifen, ob in acrAB-Deletionsmutanten die Expression von acrEF erhoht ist,
wurden die Stimme mit dem Reportergensystem pPHB333 transformiert und vermessen.
Hierbei ergab sich, dass acrEF in allen drei Stammen nicht exprimiert wird, da die gemessenen
RLU-Werte der Hintergrundaktivitdt entsprechen (Abschnitt 3.13.2).
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4.4 Untersuchungen zur globalen Regulation durch das mar-Operon

Eine mogliche Erklarung dafiir besteht darin, dass die acrAB-Deletionsmutante erst nach
Akquisition weiterer Mutationen den Verlust kompensieren kann. Die bekannten Daten zur
Regulation von acrEF unterstiitzen diese Annahme. Nach einem Selektionsschritt kann eine
Insertion bestimmter IS-Elemente (IS1, IS2) im Promotorbereich von acrEF erfolgen (Ab-
schnitt 1.6.2) [98, 90]. So kommt es mdglicherweise durch die zusdtzlichen Promotoren der
IS-Elemente in diesem DNA-Bereich oder durch die Bildung von Hybridpromotoren zu einer
verstarkten Expression von acrEF.

Daher widren Messungen mit den entwickelten Reportergensystemen in dem Stamm
MG1655-AacrAB nach Ein-Schritt-Selektion ein moglicher weiterfiihrender Versuchsan-
satz.

4.4 Untersuchungen zur globalen Regulation durch das
mar-Operon

Mutanten mit Mutationen in marR oder marO weisen Tetracyclin-Resistenz auf. Das bedeu-
tet, da nicht auf Tetracyclin selektiert werden kann, dass in erster Linie mit dem Reportergen-
system pPHB335 gearbeitet werden muss. Ausnahmen waren einige Stimme, bei denen die
Tetracyclin MHKSs unter 10 ug/mL lagen, so dass auch pPHB331 bzw. pPHB333 eingesetzt
werden konnten.

Des Weiteren ist die sogenannte Induktion des mar-Operons durch Tetracyclin und Chlo-
ramphenicol kritisch zu betrachten. Diese Induktionsversuche von Hachler et al. wurden mit
drei verschiedenen Stammen (Wildtyp, marR-Mutante und marR-marA-Mutante) durchge-
filhrt und eine Erhdhung der mRNA-Menge von MarA mittels Northern Blot quantifiziert
[71]. Wahrend dieses Versuchs befanden sich die zu vergleichenden Zellen zum Zeitpunkt der
Gesamt-RNA-Gewinnung nicht in der gleichen Wachstumsphase. AuRerdem lag die Tempe-
ratur bei der Anzucht der Bakterien, im Vergleich zu den Versuchen in dieser Arbeit, bei
30°C, was zu einer starkeren Auspragung des MAR-Phéanotyps fiihrt [6].

Die Ergebnisse zeigen eine geringe Erhéhung fiir den Wildtyp AG100 und wesentlich stérkere
Effekte fiir die marR-Deletionsmutante, sowie fiir den gleichen Stamm mit einer zusatzlichen
Insertion in marA. Ob die erhohten MarA mRNA-Konzentrationen auch auf Proteinebene eine
Rolle spielen, konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Eventuell kénnte der von Héachler et
al. postulierte Effekt eine Antwort der Zelle auf die Hemmung der Proteinsynthese durch
Tetracyclin und Chloramphenicol sein.

Ein Vergleich verschiedener in dieser Arbeit durchgefiihrter Versuche (RLU/OD-Werte fiir
pPHB331 verglichen mit pPHB335), zeigt deutlich, dass durch Tetracyclin-Zugabe lediglich
eine geringe Erhdhung der Aktivitdt des pacrAB-Promotors (max. um etwa 30 %) erfolgt. Es
kommt, die Expression von acrAB betreffend, nicht zu dem von Hachler et al. beschriebenen
Effekt, wie er in z.B. marR-Deletionsmutanten auftritt (z.B. 300 %, Abschnitte 3.11.6, 3.12.7
und 3.12.8).
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Dieser geringe Effekt von max. 30 % wurde einerseits dadurch vermieden, dass die
Versuchsanzucht fiir die Probenziehung in Abwesenheit des Selektionsantibiotikums er-
folgte. Andererseits kommt es durch diesen Effekt durch Verwendung des RLU/OD %
Quotienten zu keiner Beeinflussung der Werte. Dadurch, dass sowohl die Werte (RLU
bzw. RLU/OD) der Bezugsprobe (Ausgangsstamm, -bedingung) als auch die der zu
untersuchenden /vergleichenden Probe (Mutanten, Induktion) eine Erhdhung in gleichem
Ausmal aufweisen, kiirzt sich durch die Bildung des RLU/OD % Quotienten dieser Effekt
heraus (Abschnitt 2.3.14).

In jedem Fall konnten die Uberexpressionsversuche mit pPHB338 in marR-Deletionsmutanten
(MII1, MIVa) zeigen, dass bei einer weiteren MarA-Erhdhung phanotypisch kein Effekt auftritt,
wahrend es beim Ausgangsstamm WT zu einer geringen ErhShung um eine MHK-Stufe
kommt, die aber fiir die "Selektionsproblematik” dann keine Rolle spielt (Abschnitt 3.15).

In den folgenden Abschnitten, in denen die mégliche Induktion durch Tetracyclin eine Rolle
spielen kdnnte, wird dieser Punkt entsprechend mitdiskutiert.

4.4.1 Quantifizierung der Expression von acrAB in unterschiedlichen
mar-Mutanten

Hochgradig Fluorchinolon-resistente E. coli-Stamme weisen zu den target-Mutation meist
zusatzlich non target-Mutationen auf. Oftmals handelt es sich dabei um Mutationen im mar-
Operon und dabei genauer in marO (z.B. in WT3-1-MB21) oder marR (z.B. in WT3-1-M21)
(Stdmme: Tab. 2.10, Abschnitt 1.4). Diese Mutationen fiihren zu einer gesteigerten Bildung
von MarA, was wiederum {iber Induktion nachgeordneter Gene zur Ausprigung des soge-
nannten MAR-Phénotyps (multiple antibiotic resistance) fuhrt (Abschnitt 1.5.3.1).

Tabelle 4.3: MHK-Werte von Ciprofloxacin (CIP) und Tetracyclin (TC) verschiedener
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Stamm CIP* [ TC* [ CLM * | marR/marO | RLU/OD %
AG100 <0015 05 | ND / 100 %
AG102 003 | 24 | ND | marR G77T | 327 +55
WT 0015 | 1.2 | 48 / 100 %
Ml 2 1-2 16 | marRA175 | 384 + 59
M 64 24 | 64 marRA74 | 540 + 100
WT3-1-M21 4-8 24 | 64 marRA80 | 836 =+ 158
WT3-1-M26 4-8 24 | 64 | marR A53P | 565 + 84
WT3-1-M27 4-8 24 | 64 | marRL33P | 632 + 145
WT3-1-MB21 | 4-8 2-4 | 64 | marO:19bp | 381 + 48

E. coli-Stamme.

* [ug/mL], ermittelt von Antje Schnasse bzw. in dieser Arbeit.

ND: non determined




4.4 Untersuchungen zur globalen Regulation durch das mar-Operon

Ein aus der Literatur bekannter Mechanismus, der zu der erhdhten Resistenz gegeniiber unter-
schiedlichen Antibiotika beitrdgt, ist die iber MarA aufregulierte Expression der AcrAB/TolC-
Effluxpumpe. In Abschnitt 4.1.3 wurde dieser Zusammenhang schon genutzt, um die Funk-
tionalitdt der entwickelten Reportergensysteme zu iiberpriifen.

Die dabei vermessenen E. coli-Stamme MIl und MIll, die beide unterschiedliche marR-
Deletionen besitzen, zeigten im Vergleich zu ihrem Ausgangsstamm WT eine deutliche si-
gnifikante Erhdhung der Aktivitdt von pacrAB (Tab. 4.3). Zwischen MIl und MIII konnte
kein signifikanter Unterschied (p-Wert) ermittelt werden (Abb. 3.12). Bei Gegeniiberstellung
dieser genotypischen Daten mit phanotypischen in Form von MHK-Werten (Tab. 4.3), fillt
zunachst fiir Ciprofloxacin auf, dass die Werte von MII fiinf Stufen unter denen von MIII
liegen, wihrend der Unterschied in den MHK-Werten fiir Tetracyclin und Chloramphenicol
nicht so stark ausgepragt ist. Hierfiir sind die in MIIl zusatzlich vorhandenen gyrA- und
parC-Mutationen verantwortlich, was durch Dominanztests von Heisig et al. gezeigt werden
konnte. Zudem ergaben in dieser Studie ermittelte Daten zur Akkumulation von Ciprofloxacin
fir MII und MIII gleich groe Konzentrationen [75], was mit den in dieser Arbeit erhaltenen
Daten zur Expression von acrAB korreliert.

Fiir die Lage der beiden Deletionen in MarR ergibt sich Folgendes: Bei MIl sind die Amino-
sauren 32-91 deletiert, wonach dann im Gen ein Stop-Codon folgt, d.h. es fehlt beinahe der
gesamte fiir die DNA-Bindung erforderliche Bereich und die Transkription wird vorzeitig abge-
brochen. In MIII sind die Aminosauren 120-144 in MarR deletiert, ein fiir die Dimer-Bindung
sowie die Funktion wichtiger Bereich (Abschnitt 4.4.2).

Durch Untersuchung des E. coli-Stamms AG100 und der isogenen marR-Punktmutante
AG102, sollte iiberpriift werden, ob mit dem Reportergensystem auch der Einfluss einer
Punktmutation in marR auf die Expression von acrAB identifiziert bzw. quantifiziert werden
kann.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen einen deutlichen signifikanten Unterschied im Ausmal der
Expression von acrAB von tber 300 % zwischen diesen beiden Stammen (Abb. 3.24, Tab.
3.15, Tab. 4.3).

Die MHK-Werte von Ciprofloxacin fiir AG100 und AG102 unterscheiden sich um 1-2 Stufen
(Tab. 4.3), wobei die marR-Punktmutante AG102 keine klinisch relevante Resistenz zeigt
(MHK > 4 ug/mL). Das verstdrkte Herauspumpen des Fluorchinolons allein bringt dem
Bakterium nur einen geringen Uberlebensvorteil. Fiir die Ausprigung hoher (klinisch rele-
vanter) Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin sind zusatzliche target-Mutationen unabdingbar
[231]. So ist der phinotypische Effekt der Uberexpression von acrAB bei Tetracyclin deutli-
cher (2-3 MHK-Stufen) zu sehen (Tab. 4.3). In der Resistenzentwicklung von Tetracyclinen
stellt der Efflux einen Hauptmechanismus dar, aber auch in diesem Fall kommt es lediglich
zu intermedidrer Empfindlichkeit, nicht zu einer klinisch relevanten Resistenz.

Die Lage der Punktmutation in AG102 an Position 77 scheint insofern optimal fiir einen
Funktionsverlust, da es sich hierbei um eine Position in der a4-Helix der recognition helix,
die maRgeblich fiir die DNA-Bindung verantwortlich ist, handelt (Abschnitt 4.4.2).
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Fiir den quantitativen Vergleich der Beeinflussung der Expression von acrAB durch un-
terschiedliche mar-Mutationen, wurden zu WT3-1 isogene Stamme ausgewahlt. Hierbei
handelte es sich um eine marR-Deletionsmutante (WT3-1-M21, Aminosaure 66-92 deletiert),
zwei marR-Punktmutanten (WT3-1-M26/-M27, A53P/L33P) und eine marO-Mutante
(WT3-1-MB21). Bei der Auswahl dieser Stimme spielte neben den verschiedenen mar-
Mutationen das Vorhandensein der gleichen Topoisomerase-Mutationen eine wichtige Rolle,
wodurch eine Vergleichbarkeit der MHK-Werte fiir Ciprofloxacin gewahrleistet ist.

Fiir alle diese mar-Mutanten konnte im Vergleich zu WT eine signifikante Erhéhung der
Expression von acrAB von ca. 350-900 % je nach Stamm gezeigt werden (Abb. 3.25, Tab.
3.16, Tab. 4.3).

Ebenso konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den marR-Mutanten und der marO-
Mutante gezeigt werden (Abb. 3.25). Fiir die marO-Mutante (WT3-1-MB21) kommt es
durch die 19 bp-Duplikation, beginnend am Startcodon bis 19 bp upstream, zu einer Ver-
schiebung sowohl der beiden MarR-Bindestellen (site 1/11), als auch der RNA-Polymerase-
Bindestellen (-10, -35) und der marbox (MarA-Bindestelle) relativ zum Startcodon. Dies
scheint, da MarR selber noch funktionsfihig ist und an seine Erkennungssequenzen binden
kann, zu einer Schwachung der Repression zu fiihren, jedoch nicht im gleichen Ausmall wie
bei Funktionsverlust von MarR. Das unterschiedliche Ausmal ist vielleicht auch darauf zu-
riickzufiihren, dass zwar weniger oder keine Repression des mar-Operons durch MarR statt
findet, aber eventuell auch eine schwichere Autoaktivierung durch MarA im Vergleich zu den
anderen Stammen aufgrund der eben beschriebenen Verschiebung von Bindungsstellen.

Ein weiterer signifikanter Unterschied konnte fiir die marR-Punktmutante WT3-1-M26
(565 + 84) und die marR-Deletionsmutante WT3-1-M21 (836 + 158) gezeigt werden
(Abb. 3.25). Zwischen den beiden Punktmutanten WT3-1-M26 und -M27 trat hingegen
kein Unterschied auf (Abb. 3.25). Zwar konnte fir WT3-1-M27 und -M21 ebenfalls kein
Unterschied ermittelt werden, trotzdem kdnnte man diesen bei Betrachtung der einzelnen
Werte und der Tatsache, das WT3-1-M26 definitiv nicht unterschiedlich zu WT3-1-M27
jedoch unterschiedlich zu WT3-1-M21 ist, in Frage stellen bzw. kritisch betrachten (Abb.
3.25). Bei den Messungen auch bei Wiederholungen konnte in jedem Fall fiir WT3-1-M21
die groRte Erhohung in der Aktivitdt von pacrAB gezeigt werden, gefolgt von WT3-1-M26
und -M27. Wahrend WT3-1-MB21 in jedem Fall die geringste Erhchung der Aktivitdt von
pacrAB aufwies (Abb. 3.25).

Bei Gegeniiberstellung dieser genotypischen Daten mit den MHK-Werten von Ciprofloxacin,
Tetracyclin und Chloramphenicol fallt auf, dass die Unterschiede in der Expression von acrAB
und die Art der Mutation phanotypisch scheinbar zu keinem Unterschied fiihren (Tab. 4.3).
Dabei konnte eine "Sattigung” der Zelle an Effluxpumpe mit zu bedenken sein, d.h. es gibt
wahrscheinlich eine maximal tolerierbare Menge an Pumpe, die in die Membran eingebaut
werden kann.

Vielleicht kommt es auch bei geringerer Wachstumsgeschwindigkeit durch "Luciferase-
Akkumulation” in den Zellen zu den hoéheren Werten. Denn auffallig schien, dass je
langsamer ein Stamm wuchs, d.h. je mehr Zeit bis zum Erreichen der fiir die Probenziehung
gewiinschten OD nétig war, desto héher war der RLU/OD % Quotient. Zur Klirung des
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Zusammenhangs der Wachstumsgeschwindigkeit und des RLU/OD % Quotienten kdnnten
entsprechende Untersuchungen (Bestimmung der Generationszeit), in Hinblick auf die
Fitness dieser mar-Mutanten (Abschnitt 4.5), durchgefiihrt werden.

4.4.2 3D-Strukturmodelle von MarR aus verschiedenen marR-Punktmutanten

Fiir die Betrachtung der MarR-3D-Strukturmodelle ist es notwendig, zunachst die bekannten
Daten beziiglich der Struktur und der Zuordnung von Aminosdure-Bereichen zu bestimmten
Funktionen dieses Repressorproteins zu erlautert. Dabei ist fiir die folgenden Erlauterung die
farblich markierte Darstellung in Abbildung 4.1 hilfreich.

MarR agiert als Dimer, dessen Monomere zwei Domanen (a/[3-Protein) besitzen. Der N-
Terminus und C-Terminus des jeweiligen Monomers umfasst den Aminosaure-Bereich 10-21
bzw. 123-144. Diese Bereiche treten in Wechselwirkung mit den entsprechenden Bereichen
des anderen Monomers und bewirken dadurch einen Zusammenhalt des Dimers. Geneti-
sche und biochemische Experimente konnten dem N-Terminus den Protein-Protein-Kontakt
(Dimer-Bildung) und dem C-Terminus einen wichtigen Beitrag fiir die Funktion zuordnen.
Fiir die Stabilisierung der Dimer-Bindung konnten im Detail Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Aminosduren Lys24 und Prol44’, Glul0 und Lys140’, sowie eine Salzbriicke
zwischen den Aminosduren Asp67 und Arg73’ identifiziert werden. Durch diese Zusammenla-
gerung der Monomere kommt es im Zentrum des Dimers zur Bildung eines elektropositiven
Tunnels [7].

Vorangegangene Studien hatten fiir die DNA-Binderegion den Aminosiure-Bereich 61-121
identifiziert [5]. Durch die mittlerweile bekannte Kristallstruktur konnte der Bereich 55-100 als
entscheidend fiir die DNA-Bindung benannt werden. Dieser Bereich umfasst in jedem Mono-
mer ein sogenanntes winged-helix-DNA-Bindemotiv. Dieses Motiv beinhaltet zwei a-Helices,
sowie drei kurze (-Faltblatter, welche iiber ein W1-Motiv verbunden sind (51-a3-ad-32-
W1-33, Abb. 4.1). Dabei bildet die Helix a4 die sogenannte recognition helix, und be-
einflusst zusammen mit dem W1-Motiv makgeblich die DNA-Bindung. Obwohl| die beiden
DNA-Bindedominen der Monomere sehr nah aneinander grenzen, funktionieren sie véllig
unabhéngig [7].

Um die Ergebnisse der Energieminimierungen (Abschnitt 3.16) fiir die beiden marR-
Punktmutanten WT3-1-M26 und WT3-1-M27 (Tab. 2.10) besser beurteilen zu kdnnen,
wurden parallel Energieminimierungen fiir die marR-Punktmutanten R73C und R94C
durchgefiihrt. Fiir diese beiden Mutanten sind bereits viele Daten zur Auswirkung der
Mutation bekannt.

Generell fallt bei allen vier durch Punktmutationen beeinflussten 3D-Strukturmodellen sowohl
in den iiberlagerten Abbildungen als auch den RMSD-Werten auf, dass es zu einer sehr
geringen Abweichung die gesamte Struktur betreffend kommt.
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Abbildung 4.1: a: Sequenz-Alignment von MarR verschiedener Mitglieder der MarR-
Familie. Sekund&r-Strukturelement sind wie folgt gekennzeichnet: a-Helices
rohrenformig, (-Faltblatter als Pfeile, die einzige winged region als W1.
Die Nummerierung stimmt mit der primdren Sequenz lberein. Die Ami-
nosduren, die in allen Homologons identisch sind, sind rot markiert, hoch
konservierte Aminosduren gelb und maRig konservierte Aminosduren blau.
Aminosauren, die mit einem "plus’ gekennzeichnet sind, bilden den hy-
drophoben Ring der N-/C-terminalen Domane, und die mit einem "Stern”
gekennzeichneten Aminnosauren bilden den hydrophoben Ring der einzel-
nen DNA-Bindedomine. Die Proteine, die fiir das Alignment verwendet
wurden stammen von den folgenden Organismen: MarR, E. coli; MprA
(EmrR), E. coli; MexR, P. aeruginosa; YS87, Mycobacterium tuberculosis;
SlyA, S. typhimurium; PecS, Erwinia chrysanthemi; and CinR, Butyrivibrio
fibrisolvens.

b: ribbon-Darstellung des MarR-Dimers. Die Sekundar-Strukturelemente
sind farblich entsprechend der Beschreibung in a gekennzeichnet. [7]
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Fiir die Mutation R73C ist durch verschiedene Untersuchungen bekannt, dass sowohl in vitro
als auch in vivo die Funktion von MarR aufgehoben ist. Als Ursache wird die fehlende Stabili-
sierung der relativen Orientierung der beiden DNA-Binderegionen zueinander angesehen. Da-
bei spielt der Wegfall einer Salzbriicke zwischen der Aminosaure Arginin an Position 73 mit der
Aminosadure Asparaginsdure an Position 67" des anderen Monomers die entscheidende Rolle
[7]. Bei Betrachtung der Bilder der durch Energieminimierung erhaltenen 3D-Strukturmodelle
ist diese Begriindung sehr anschaulich nachzuvollziehen (Abb. 3.42 und 3.43).

Die Mutation R94C liegt in der "Spitze” des W1-Motivs und damit im Bereich, der mak-
geblich fiir die DNA-Bindung eine Rolle spielt. So konnte auch gezeigt werden, dass dieser
Aminosaureaustausch in vivo zu einem inaktivem MarR-Protein fiihrt. Der genaue Mecha-
nismus ist dabei noch ungeklart [7]. Durch die Abbildungen 3.45 und 3.46, in denen die
Ausgangstruktur von WT mit der dieser Punktmutante iiberlagert wurde, ldsst sich die Aus-
wirkung der Mutation erkennen. So fillt besonders die Verkiirzung durch das Cystein auf,
wodurch bestimmte Wechselwirkungen mit der DNA nicht statt finden kénnen. Dabei hat
sicherlich auch der Austausch einer stark basischen Gruppe gegen eine Mercapto-Gruppe
einen Einfluss auf moégliche Wechselwirkungen an dieser Position.

Fiir WT3-1-M26 und damit fiir die Mutation A53P zeigt sich wieder nur eine minimale
Anderung, vornehmlich in den loops, der gesamten Struktur des Dimers und der erhaltenen
RMSD-Werte im Vergleich zu WT. Durch die Lage der Mutation an Position 53 innerhalb des
(1-Faltblattes und damit innerhalb des fiir die DNA-Bindung wichtigen Bereichs kann vermu-
tet werden, dass diese Bindung beeintrachtigt wird. Bei ndherer Betrachtung der iiberlagerten
Darstellungen von Mutante und Ausgangsstamm (Abb. 3.36 und 3.37) fallt besonders die
Richtungsneigung der beiden unterschiedlichen Aminosaduren auf. Aufgrund der Neigung des
Alanins nach "auRen” kénnte angenommen werden, dass hier normalerweise Wechselwirkun-
gen mit der Bindungsstelle eingegangen werden. Eine andere Hypothese wére, dass es durch
die Neigung des Prolins nach "innen” und dem groRen frei drehbaren Pyrrolidinyl-Restes
(basisch) zur Beeinflussung anderer Aminosduren und dadurch zum Funktionsverlust von
MarR kommt. Durch einen sogenannten Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) konn-
te iberpriift werden, ob die Mutation an Position 53 zu einer fehlenden/beeintrdchtigten
Wechselwirkung zwischen MarR und dem DNA-Bindebereich fiihrt.

Auch fiir die Mutation in WT3-1-M27 L33P scheint es zu keiner auffilligen Anderung der
Gesamtstruktur zu kommen. Die Position 33 liegt an einem Ende der al-Helix nahe des
Bereichs, der fiir die Dimer-Bildung wichtig ist. Anhand der Abbildungen 3.39 und 3.40
konnte man vermuten, dass es durch die Mutation zu fehlender Wechselwirkung mit der
a2-Helix kommt.

Um genauere Aussagen machen zu kdnnen, kdnnte man zum Einen die sterische Anordnung

der Aminosduren, die innerhalb eines moglichen Interaktionsbereiches der ausgetauschten
Aminosauren liegen, im Vergleich zur Ausgangssituation betrachten. Zur weiteren Unter-
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suchung in silico wére es jedoch interessanter sogenannte Molekiil-Dynamik-Simulationen
(MDS) durchzufiihren.

Funktionelle Proteine wie MarR sind keine starren Molekiile, sondern durchlaufen verschiede-
ne Konformationen in Wechselwirkung mit ihrer Zielstruktur. Molekiil-Dynamik-Simulationen
mit Hilfe bestimmter Computerprogramme (z.B. GROMACS), eréffnen die Moglichkeit diese
Bewegungen iiber eine bestimmte zeitliche Periode zu beobachten. Dafiir ware es natiirlich
vorteilhafter, wenn es Daten zu MarR als Dimer gebunden an die DNA-Binderegion gibe
(Kristallstruktur, PDB-Daten).

4.4.3 mar-abhingige und mar-unabhingige Induktion der Expression von
acrAB durch Salicylsiure

Bei der Induktion des MAR-Phanotyps durch Salicylsdure handelt es sich um einen gut un-
tersuchten Mechanismus. Es ist bekannt, dass durch Bindung von Salicylsdure-Molekiilen an
den Repressor MarR dessen Bindung an die entsprechenden DNA-Bindestellen innerhalb von
marQO verhindert wird [34, 7]. Dadurch kommt es zu einer erhShten Bildung des globalen
Aktivators MarA, der in der Lage ist, die Transkription verschiedener Gene zu aktivieren, un-
ter anderem auch von acrAB [135] (Abschnitt 1.5.3.1). Zusatzlich zu dieser mar-abhangigen
Induktion von Salicylsdure scheint es auch einen weiteren Mechanismus zu geben, der bisher
noch nicht ndher untersucht wurde [34].

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Reportergensystem pPHB331 sollte ermittelt werden,
ob die Theorie der mar-unabhangigen Induktion der Transkription von acrAB mit diesem
Konstrukt zu identifizieren und zu quantifizieren ist. Dazu wurde die marR-Deletionsmutante
MIl in An- und Abwesenheit von Salicylsdure im Vergleich zum Ausgangsstamm WT vermes-
sen.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Steigerung der Aktivitdt des Promotors von acrAB
auf ca. 280 %, die durch die marR-Deletion hervorgerufen wird, nach Zugabe von Salicylsau-
re noch eine weitere Erhéhung auf ca. 350 % erfahrt (Abb. 3.23, Tab. 3.14). Daher kénnte
angenommen werden, dass diese weitere Erhohung auf einem mar-unabhingigem Wege er-
folgt.

Die in Abschnitt 4.4.1 diskutierten Experimente mit den unterschiedlichen mar-Mutanten
weisen jedoch daraufhin, dass die Aktivitat des Promotors von acrAB bei verschiedenen
Mutationen in marR unterschiedlich stark erhdht ist (Abschnitt 4.4.1). Daher konnte das
Ausmal der Salicylsdure-Induktion in MIl ebenso, innerhalb dieses Messsystems, auf einer
zusatzlichen Beeinflussung von MarR beruhen.

Dies scheint sowohl aufgrund des groen deletierten Bereichs (60 Aminoséuren) des Proteins
mehr als fraglich, als auch bei Betrachtung der 3D-Struktur von MarR bzw. der identifizier-
ten Bereiche fiir die Bindung der Salicylsdure-Molekiile. Denn die Positionen Thr72, Arg80,
Ala70 und Arg77, die fiir die Interaktion mit den Salicylsdure-Molekiilen verantwortlich ge-
macht werden konnten, liegen im Bereich der Deletion in MarR von MII (Positionen 32-91)
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[7]. Dadurch kann eine mogliche Interaktion ausgeschlossen werden. Daher ist die gezeigte
Erhdhung der Expression von acrAB in MIl in Anwesenheit von Salicylsdure ein Hinweis auf
einen mar-unabhangigen Mechanismus.

4.4.4 Einfluss des mar-Operons auf die Expression von acrEF

Der Einfluss des mar-Operons auf die Expression der AcrEF /TolC-Effluxpumpe ist bisher ex-
perimentell nicht gezeigt worden. Allein mit Hilfe bestimmter Algorithmen wurde im Promo-
torbereich, d.h. innerhalb der intergenischen Region zwischen acrE und dem lokalen Repres-
sor acrS eine Sequenz fiir die sogenannte marbox (MarA-Bindestelle) postuliert (Abschnitt
1.6.2).

Mittels eines in dieser Arbeit durchgefiihrten Alignments der beiden Promotoren pacrAB und
pacrEF und Vergleich mit der von Martin et al. 1999 vorgeschlagenen Konsensussequenz
[129], wurde eine weitere mogliche marbox identifiziert (Abschnitt 3.19, Datenblatt A.2).
Um herauszufinden, welche der beiden moglichen Bindebereiche tatsdchlich fiir die MarA-
Bindung eine Rolle spielt, miisste z.B. ein DNase Footprinting Assays durchgefiihrt werden.

4.4.4.1 Fiithren marR-Mutationen zur Uberexpression von acrEF?

Ob oder inwieweit MarA tatsdchlich einen Einfluss auf die Expression von acrEF ausiibt,
sollte mit Hilfe des Reportergensystems pPHB333 untersucht werden. Zu diesem Zweck
mussten E. coli-Stamme mit einer erhdhten Expression von MarA vermessen werden. Daher
wurden die Stdmme MII und MIII (marR-Deletionsmutanten) ausgewahlt. Zum Einen ist die
Tetracyclin-Resistenz dieser Stamme nicht in einem Male erhoht, dass keine Selektion mit
dem Antibiotikum mehr erfolgen kénnte. Zum Anderen wurde wahrend der Versuchsanzucht
kein Tetracyclin zu Selektionszwecken hinzugegeben, wodurch ein méglicher Einfluss durch
Induktion der Expression von marA ausgeschlossen werden kann (Abschnitt 4.4).

Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass es in marR-Deletionsmutanten, und damit im Zusam-
menhang mit einer Erhéhung der Expression von marA, zu einer Erhéhung der Expression
von acrEF (MII: ca. 150 %, MIII: ca. 290 %) kommt (Abb. 3.32, Tab. 3.25).

Jedoch sind die absoluten Werte (RLU) fiir die Expression von acrEF in dem Ausgangsstamm
WT und den daraus hervorgegangenen Stammen MII und MIIIl sehr gering, so dass die
Relevanz einer solcher Erhéhung fraglich ist. Die RLU-Werte deuten eher darauf, dass die
AcrEF / TolC-Effluxpumpe in diesen Stdmmen nicht von Bedeutung ist. Noch einmal wird die
maBgebliche Rolle der AcrAB/Tol C-Effluxpumpe als "Hauptpumpe” in E. coli untermauert.
Interessant konnte in diesem Zusammenhang auch sein mit dem Reportergensystem
(pPHB333) in An- und Abwesenheit des MarA-Uberexpressionsvektors pPHB1838 (Ab-
schnitt 3.9) zu untersuchen, ob in MG1655-AacrAB nach einem Selektionsschritt (Abschnitt
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4.3) eine Expression und eine Beeinflussung der Expression von acrEF durch MarA
stattfindet. Voraussetzung fiir ein solches Experiment wére, dass eine Kompensation der
acrAB-Deletion in dem selektierten Stamm durch eine Erhéhung der Expression von acrEF
gezeigt werden konnte.

4.4.4.2 Induktion der Expression von acrEF durch Salicylsdure?

Die Untersuchung, ob durch Zugabe von Salicylsdure eine mar-abhdngige oder mar-
unabhangige Induktion der Expression von acrEF erfolgen kann, fand in Kombination mit
den in Abschnitt 4.4.4.1 erlduterten Experimenten statt.

Die Ergebnisse sind mit denen der marR-Deletionsmutanten vergleichbar, d.h. auch hier
konnte zwar eine signifikante Erhéhung der Expression von acrEF (auf ca. 180 %) gezeigt
werden, deren Relevanz jedoch ebenfalls fraglich ist. Denn wieder wird deutlich, dass acrEF
in WT nur sehr gering exprimiert wird.

4.5 Charakterisierung von marA-Punktmutanten

Der Vorteil einer Resistenz durch Mutationen geht oftmals mit einer Beeintrachtigung der
Funktionsfahigkeit der betroffenen Genprodukte einher. Da deren Funktionsfihigkeit jedoch
normalerweise Voraussetzung fiir einen reibungslos ablaufenden Stoffwechsel ist, konnen sol-
che Resistenzmutationen einen erheblichen Einfluss auf die Fitness und das AusmaR der
Virulenzeigenschaften eines Bakteriums haben [11].

Zu den Parametern, mit deren Hilfe man die Fitness eines Stammes bestimmen kann, z3hlen
z.B. die Wachstumsgeschwindigkeit, die Absterberate im Vergleich zum sensiblen Ausgangs-
stamm, die Eliminierungsrate durch das wirtseigene Immunsystem und die Milieuanpassung
[11].

Eine Beeintrachtigung der Fitness fiihrt zu einer herabgesetzten Konkurrenzfihigkeit in
der Umwelt. Daher wurde angenommen, dass durch die signifikant verringerte Fitness von
Antibiotika-resistenten Mutanten diese bei Wegfall des Selektionsdrucks durch die sensitiven
Stamme verdrangt werden und daher eine Reduktion des Antibiotika-Einsatzes zu einer
Einddmmung von Resistenzen fiihren konnte (Praventivmalnahmen der WHO 1995).

Im Rahmen der Dissertation von Schulte 2001 ist untersucht worden, ob diese Annahme
zutrifft oder, ob eventuell kompensatorische Mutationen diesen Fitnessverlust ausgleichen
kénnen. Dafiir wurden in vitro selektierte E. coli-marR-Deletionsmutanten (MIII, MIVa),
die eine deutlich verringerte Fitness aufwiesen, in einem Fitness-Kompensationsexperiment
untersucht [75, 194].

In diesem Fitness-Kompensationsexperiment wurde eine Selektion der gegeniiber verschie-
denen Antibiotika resistenten E. coli-Staimme MIIl und MIVa iiber 300 Generationen ohne
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Einfluss von Antibiotikum vorgenommen. Bei so einem Versuchsansatz setzen sich die le-
bensfihigsten Keime und damit die mit der hochsten Verdoppelungsrate (héchsten Wachs-
tumsgeschwindigkeit) durch [194].

Nach der Selektion konnten sowohl fiir MIII als auch fiir MIVa zwei unterschiedliche Pha-
notypen MIII300 bzw. MIVa300 und MII300S16 bzw. MIVa300S32 identifiziert werden. Da
diese selektierten, aber immer noch Ciprofloxacin-resistenten Stamme eine dem Niveau des
Wildtyps WT wieder angendherte Wachstumsgeschwindigkeit aufweisen, muss es zur einer
Kompensation des Fitnessverlustes durch weitere Mutation(en) gekommen sein. Die fiir den
Ausgangsstamm WT, die resistenten Stamme MIII und MIVa, sowie fiir die selektierten Stam-
me von Schulte 2001 ermittelten Unterschiede sind in Tabelle 4.4 einander gegeniibergestellt.

Stamm Mutationen Generations- | MHK CIP ** | Qsc *** CIP
zeit * [min] [1g/mL] uptake ****
WT / 17 0,015 1,57 100
Ml gyrA S83L, D87G, parC S80I, 32 64 0,96 22
marRAT4
MII300 gyrA S83L, D87G, parC S80I, 19 64 1,38 26
marRAT4
MINI300S16 | gyrA S83L, D87G, parC S80I, 17 16 1,40 78
marRAT74, marA 158N
MIlVa gyrA S83L, D87G, parC S80I, 33 256 1,01 29
marRAT4
MIVa300 gyrA S83L, D87G, 18 128 1,30 26
marRAT4
MIVa300S32 gyrA S83L, D87G, 16 32 1,30 61
marRA74, marA N21Y

Tabelle 4.4: Bekannte Daten zu einigen E. coli-Stdmmen.

* /X% [194].
***: Qsc, Quotient ptopA-bla/pgyrA-bla, gibt den relativen Superspiralisierungsgrad an
[194].

*¥*k%. Quotient (Q) zwischen intra- und extrazelluldrer Ciprofloxacin-Konzentration
[ci/ce (%)] nach Erreichen eines Plateaus (10 min) [194].

Es konnte gezeigt werden, dass die Generationszeitverkiirzung der selektierten Mutanten mit
einer anndhernden "Wiederherstellung” des negativen Superspiralisierungsgrads einhergeht.
Fiir die Anderung des sogenannten Qsc kdnnten Mutationen in Genen fiir Topoisomerasen
oder DNA-Binde- bzw. Beugeproteine verantwortlich sein, was nach Untersuchung verschie-
dener Gene inklusive der Promotorbereiche bisher nicht gezeigt werden konnte. Die Qsc-Daten
an sich deuten jedoch auch wieder daraufhin, dass eine dem Ausgangsstamm WT entspre-
chende DNA-Superspiralisierung fiir die Lebensfahigkeit der Zellen offensichtlich von Vorteil
ist (Abschnitt 4.2) [194].

Eine in der Tabelle nicht mit aufgefiihrte Anderung ist die im Gegensatz zu MIlI und MIVa fiir
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die selektierten Mutanten wiederhergestellte Typl-Fimbrienexpression iiber fimA (Virulenzei-
genschaft). Hier wurde ein Zusammenhang mit dem veranderten Superspiralisierungsgrad als
ibergeordnetem Regulator der Genexpression vermutet, da Daten (iber eine solche Beeinflus-
sung bei Virulenzeigenschaften bekannt waren [53, 205]. So konnte gezeigt werden, dass es
bei einer durch Novobiocin verursachten Abnahme des Qsc zu einer verringerten Expression
von fimA kommt [194].

Bei allen selektierten Mutanten blieb die klinisch relevante Ciprofloxacin-Resistenz (MHK
> 4 11g/mL) erhalten, wobei jedoch MII1300S16 und MIVa300S32 einen deutlich verringerten
MHK-Wert zeigten. Zudem waren diese beiden Stimme zusatzlich intermedidr empfindlich
gegenliber Tetracyclin und sensibel gegeniiber Chloramphenicol [194].

Durch Sequenzierung des mar-Locus konnte eine Punktmutation im Gen fiir den globalen Ak-
tivator MarA als einziger Unterschied zu den Eltern-Stammen (MIIl,MIVa) bzw. den iibrigen
Mutanten (MIII300, MIVa300) identifiziert werden. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass die
Uberexpression von Genen des mar-Regulons wie z.B. acrAB oder micF durch eine reduzier-
te Aktivitdt von MarA kompensiert wird (Abschnitt 1.5.3.1). Eine solche kompensatorische
Mutation wiirde die Erniedrigung der Resistenz erklaren und kdnnte zudem, aufgrund der
Beobachtung, dass marR-Deletionsmutanten im Vergleich zu ihren Ausgangsstimmen ein
reduzierte Fitness (verringerte Wachstumsgeschwindigkeit) aufweisen [75], die Ursache fiir
die Wiederherstellung/Verbesserung der Fitness sein [194].

4.5.1 Einfluss der marA-Punktmutation auf die Expression von acrAB

Zunichst sollte die Hypothese, dass es durch die marA-Punktmutation zu einem Funkti-
onsverlust von MarA gekommen sein kdnnte, der eventuell die Expression der AcrAB/TolC-
Effluxpumpe beeinflusst, genauer untersucht werden. Die in dieser Arbeit entwickelten Repor-
tergensysteme stellen einfache und schnell durchfiihrbare Nachweisverfahren fiir eine derartige
Fragestellung dar.

Die Ergebnisse der Messungen mit dem Reportergenplasmid pPHB335 zeigen deutlich, dass
die Stamme MIIl und MIII300 im Vergleich zum Wildtyp WT eine Steigerung der Aktivitat
von pacrAB von etwa 400 % aufgrund ihrer marR-Deletion aufweisen. Dabei konnte kein
Unterschied zwischen diesen beiden Stimmen gezeigt werden (Abb. 3.26, Tab. 3.18). Im
Vergleich zu MIIl und MIIN300 fallt das Niveau der Aktivitdt von pacrAB in dem Stamm
MI11300S16 mit der zusatzlichen marA-Punktmutation wieder auf das Niveau des Wildtyps
WT zuriick, sogar mit einer Tendenz zu niedrigeren Werten (Abb. 3.26, Tab. 3.18). Ein ab-
solut vergleichbares Bild ergibt sich fiir die Stamme MIVa, MIVa300 und MIVa300S32 (Abb.
3.27, Tab. 3.19). Diese Werte zeigen eine Korrelation mit den Ergebnissen der Untersuchung
zur Akkumulation von Ciprofloxacin von Schulte 2001, fiir die jedoch der Influx (OmpF) noch
mit beriicksichtigt werden muss (Tab. 4.4) [194].

So kénnte die nachgewiesene Verringerung der Expression von acrAB auf das Niveau des
Ausgangsstammes WT als erster Hinweis fiir den vermuteten MarA-Funktionsverlust durch
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die marA-Punktmutation angesehen werden.

4.5.2 Einfluss der marR-Deletion auf die Resistenz

Mit Hilfe eines Komplementations-Assays wurde parallel zu den Ergebnissen in Abschnitt
4.5.1 gezeigt, dass die marR-Deletionen in den Stammen MIIl und MIII300 bzw. MIVa und
MIVa300 tatsachlich verantwortlich sind fiir die im Vergleich zu WT erhohten MHK-Werte
von Tetracyclin und Chloramphenicol.

Hier konnte nach Einbringen des intakten marR-Gens aus WT in diese Stimme eine Komple-
mentation gezeigt werden, wahrend dieser Einfluss in den marA-Punktmutanten MII1300S16
und MIVa300S32 nicht nachweisbar war (Abschnitt 3.14, Tab. 3.26).

4.5.3 Entwicklung der Uberexpressionsvektoren pPHB338 und pPHB1838

Aufgrund der Hinweise, die in Abschnitt 4.5.1 gewonnen werden konnten, stellte sich im
Umbkehrschluss die Frage, ob die marA-Punktmutation zu einem MarA-Funktionsverlust fiihrt
und damit fiir die gezeigte erniedrigte Expression von acrAB in MI11300S16 bzw. MI1Va300S32
im Vergleich zu MIIl bzw. MIVa verantwortlich ist.

Dariiber sollte eine Komplementation mit dem funktionsfdhigen marA-Gen aus WT Auf-
schluss geben. Deshalb mussten zunichst entsprechende Uberexpressionsplasmide konstruiert
werden (Abschnitt 3.7).

Durch die transkriptionale Fusion des marA-Gens aus WT mit dem Arabinose-Promotor
(araC-paraB) exakt anschlieBend an das Startcodon (ATG) und damit an der Position des
urspriinglichen Gens araB kann gewahrleistet werden, dass die Expression von marA genau
der gleichen Regulation unterliegt wie das araBAD-Operon. Der Promotor des Arabinose-
Operons araBAD bietet den Vorteil die Expression des nachfolgenden Gens (hier: marA)
gezielt durch die Zugabe von L-Arabinose zu induzieren und durch Zugabe von D-Glukose zu
reprimieren. Fiir diese positive und negative Kontrolle des Promotors durch die beiden Zucker
ist das Protein AraC verantwortlich, dessen Gen araC divergent zu araBAD transkribiert wird
und entsprechend mit kloniert wurde [110].

Die Klonierung erfolgte ungerichtet iiber Nhel-Schnittstellen, wodurch zwei unterschiedliche
Orientierungen des Fusionsgens innerhalb des Vektors pBR322 méglich waren. Die Entschei-
dung mit welcher Orientierung weitergearbeitet werden sollte, geschah willkiirlich (pPHB338,
Abschnitt 3.8).

Zur Messungen der Aktivitit des pacrAB-Promotors in pPHB335 bei gleichzeitiger Uber-
expression von MarA musste das araC-paraB-marA-Fusionsgen in das Plasmid pACYC184
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umkloniert werden, da zwei Plasmide mit dem gleichen ori nicht in der gleichen Zelle ohne
Selektionsdruck coexistieren kénnen (Abschnitt 3.9).

Die Umklonierung von pPHB338 zu pPHB1838 erfolgte ungerichtet iiber glatte (blunt) En-
den. So waren zwei unterschiedliche Orientierungen des Inserts relativ zum Vektor pACYC184
moglich (Abschnitt 3.10). Fiir die durchzufiihrenden Experimente wurde die Orientierung
ausgewahlt, die der in pPHB338 entsprach. Hierdurch sollte die Vergleichbarkeit der mit den
beiden Uberexpressionsplasmiden erhaltenen Ergebnisse gewihrleistet sein.

4.5.4 Auswirkungen der MarA-Komplementation auf die MHK-Werte und die
acrAB-Expression

Die Stamme WT, MIll, MIlI3005S16, MIVa und MIVa300532 wurden mit pPHB338 trans-
formiert und durch MHK-Bestimmung charakterisiert (Abschnitt 3.15). Dabei wurde ein
zusatzlicher Versuch beispielhaft fiir Chloramphenicol in LB-Medium durchgefiihrt, um einen
Einfluss von D-Glukose durch die Starke-haltige Miiller Hinton Bouillon auszuschlieBen.

Die Uberexpression von marA fiihrte in den AmarR-Mutanten MIIl und MIVa zu keiner Ver-
dnderung in den MHK-Werten von Chloramphenicol und Novobiocin (Tab. 3.27, Tab. 3.29,
Tab. 3.28). Dies Ergebnis war zu erwarten, da marA in diesen Stammen schon iiberexpri-
miert wird. Diese Werte dienten zur Ermittlung des MHK-Wertes, der bei einer vollstandigen
MarA-Komplementation erreicht werden kann.

Fiir den Ausgangsstamm WT konnte gezeigt werden, dass es ohne Induktion des Arabinose-
Promotors sowie bei Repression durch D-Glukose zu keinem Effekt auf die Empfindlichkeit
kommt, jedoch nach Induktion mit L-Arabinose (1 MHK-Stufe reproduzierbar, Tab. 3.27,
Tab. 3.29, Tab. 3.28). Auch dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da die Uberexpres-
sion von marA zu einer Resistenzerhohung fiihrt. Dabei ist in WT die Regulation des mar-
Operons durch ein intaktes MarR-Protein (Repressor) noch vorhanden (Abschnitt 1.5.3.1).
Im Falle der marA-Punktmutanten MI11300S16 und MIVa300S32 kam es sowohl ohne Zusatz,
als auch in Anwesenheit von L-Arabinose oder D-Glukose zu einer deutliche Erhdhung der
Resistenz um 2-3 MHK-Stufen, jedoch nicht bis auf das Niveau der marR-Deletionsmutanten
MIIl und MIVa (Tab. 3.27, Tab. 3.29, Tab. 3.28). Wie schon bei der MarR-Komplementation,
liegen die MHK-Werte von MIII300S16 und MIVa300S32 knapp unterhalb derer des Aus-
gangsstammes WT. Dies lasst auf einen vollstdndigen Funktionsverlust von MarA schlieen
oder auf die Beteilung weiterer unbekannter Mutationen. Die Erhohung der MHK-Werte in
Abwesenheit von L-Arabinose und in Anwesenheit von D-Glukose liegt moglicherweise daran,
dass der Arabinose-Promotor auch ohne Induktion einen Basallevel an Genprodukt erzeugt
und die Zugabe von D-Glukose nicht zur vollstindigen Repression, sondern zu einer stu-
fenweisen Absenkung fiihrt. Ob dadurch der gleiche Effekt wie fiir die Arabinose-Induktion
ausgeldst werden kann, bleibt fraglich [67, 91, 202].

Im Umkehrschluss war daraufhin zu iiberpriifen, ob die beobachteten MHK-Wertverdnderungen,
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verursacht durch die Uberexpression von MarA, auf eine Erhdhung der Expression von acrAB
zuriickzufiihren sind. Dabei sollten auch die verschiedenen Inkubationsbedingungen (An-
bzw. Abwesenheit der beiden Zucker) genauer untersucht werden.

Deshalb wurden Messungen der Aktivitdt des Promotors von acrAB in Anwesenheit des
Uberexpressionsvektors pPHB1838 in den Stimmen WT, MII1300S32, MIVa300S32 und MIl|
in An- bzw. Abwesenheit von L-Arabinose oder D-Glukose durchgefiihrt (Abschnitt 3.12.8).
Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass es in Anwesenheit von L-Arabinose zu einer Erho-
hung der Aktivitat von pacrAB in WT, MIII300S16 und MIVa300S32 auf ca. 185-200 %
kommt (Abb. 3.28, Tab. 3.20). Dabei scheinen diese drei Stamme ein vergleichbares AusmaR
der Expression von acrAB zu erreichen, was die gleichen MHK-Werte erkldren wiirde. Es
kommt jedoch insgesamt nicht zu einer Erhdhung (ca. 420 %) auf das Niveau der marR-
Deletionsmutante MIII (Abb. 3.28, Tab. 3.21).

Das bestatigt die durch die Ergebnisse der MHK-Bestimmung entstandene Vermutung, dass
es nicht zu einer vollstindigen Komplementation von MarA gekommen ist. Griinde dafiir
kénnten zum Einen eine Konkurrenzsituation zwischen dem defekten und dem intakten MarA-
Protein wahrend des sogenannten prerecruitments sein (Abschnitt 1.5.3.1). Hierbei konnten
theoretisch beide Proteine an die RNA-Polymerase binden. Wahrend jedoch der bindre Kom-
plex mit dem intakten MarA an die DNA binden kann, ist vielleicht der binire Komplex
mit dem verdnderten MarA dazu nicht mehr fihig. Zum Anderen kdnnte eine vollstandige
Komplementation durch weitere unbekannte Mutationen verhindert sein.

Die Untersuchung der D-Glukose-Zugabe ergab bei MIVa300S32 keinen signifikanten Unter-
schied in der Aktivitdt von pacrAB, bei WT und MIII300S16 kam es zu einer sehr geringen
Erniedrigung von ca. 10 % (Abb. 3.29, Tab. 3.22). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
MHK-Bestimmungen konnte hier die Repression des Arabinose-Promotors durch D-Glukose
gezeigt werden.

4.5.5 3D-Strukturmodelle von MarA aus den marA-Punktmutanten

Fiir die Betrachtung der 3D-Strukturmodelle von MarA miissen zunidchst bekannte Daten
beziiglich der Struktur und der Zuordnung von Aminosaure-Bereichen zu bestimmten Funk-
tionen dieses globalen Aktivators beschrieben werden. Hierzu dienen auch die Abbildungen
4.2 und 4.3, welche die Erlduterungen im Text verstandlicher machen sollen.

MarA besteht aus 7 a-Helices mit einem langen C-terminalen loop und kann in zwei struk-
turell dhnliche Domanen aufgeteilt werden. Die N-Doméane umfasst den Bereich 8-59 und
die C-Domadne 60-108. Dadurch, dass jede Doméane ein HTH-DNA-Bindemotiv besitzt, kann
MarA als Monomer agieren. Die beiden recognition helices a3 und a6, werden durch die Ami-
nosduren 29-50 und 77-100 gebildet, und sind iiber die Helix a4 miteinander verbunden. Im
Gegensatz zu vielen anderen Regulatoren (z.B. auch MarR) binden die beiden HTH-Motive
die DNA von der gleichen Seite aus.
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Abbildung 4.2: (A) Alignment der MarA-Sequenz mit SoxS, Rob und AraC. Fiir alle im

Text angegeben Positionen ist zu beachten, dass Met?2 als Startposition 1
gezahlt wurde. Die Sekundarstruktur-Elemente sind als nummerierte Bal-
ken unter die entsprechenden Bereiche gelegt, wobei die HTH-Bindemotive
schwarz gekennzeichnet sind. Weille Boxen kennzeichnen Aminosiuren des
hydrophoben Kerns, schwarze Boxen die Aminosduren, die fiir die Sequenz-
spezifitdt verantwortlich sind. "Sterne” markieren Aminosauren, die mit den
Phosphatgruppen des DNA-Riickgrats wechselwirken. (B) Doppelstrangige
DNA, die fiir die Kristallisation verwendet wurde. [181]

Abbildung 4.3: Die Struktur von MarA (A) im Komplex mit der DNA (B). Die Numme-
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rierung der einzelnen Helices wird im Text fiir Erlduterungen verwendet.
[181]



4.5 Charakterisierung von marA-Punktmutanten

Uber den foop zwischen den Helices ol und a2 (Aminosiure Glu23 und Ser24) und iiber
die Helix a5 (Aminosdure Arg83 und Tyr84) treten die beiden Doménen mittels Wasser-
stoffbriickenbindungen und van der Waals-Krafte in Kontakt. Fiir den Kontakt der beiden
HTH-Bindemotive mit der DNA ist ein passender Winkel der Motive zueinander erforderlich.
Spezifische Interaktionen mit der DNA (iber direkte oder iiber Wassermolekiile vermittelte
Wasserstoffbriickenbindungen der beiden Helices a3 und a6 bestehen iiber die Aminosau-
ren Argd0, GIn43 und Argd4 sowie Glu89, Thr93 und Arg94. Es treten aber nicht nur die
recognition helices in Kontakt mit der DNA, iiber die Aminos3uren Gly55 und GIn56 in Helix
a4 und His105 und Lys106 in Helix a7 bestehen Wechselwirkungen zu den Phosphatgruppen
des DNA backbones [181].

Fiir den Stamm MII1300516 wurde die marA-Punktmutation 158N von Schulte 2001 identi-
fiziert [194]. Diese Mutation liegt in der Helix o4 in direkter N&he der fiir Wechselwirkungen
mit der DNA bekannten Positionen Gly55 und GIn56 (Abb. 3.48). Daher kdnnte einerseits
vermutet werden, dass entweder der Abstand iiber die a4-Helix oder der Winkel der beiden
HTH-Bindemotive zueinander verandert wird. Andererseits kdnnten auch die DNA-Bindungen
iiber Position Gly55 und GIn56 beeinflusst werden.

Die Ergebnisse der Energieminimierung zeigen nur geringe Differenzen zwischen dem Aus-
gangsstamm WT und der Mutante MII1300S16, mit Ausnahme verschiedener loop-Bereiche
(Abschnitt 3.17, Abb. 3.49 und 3.50). So kann beziiglich der vermuteten sterischen Beein-
flussung der HTH-Bindemotive keine Aussage getroffen werden. Ob die beiden Position 55
oder 56 durch den Austausch des groRen hydrophoben Restes (lle58) mit einer basischen
Gruppe (Asnb58) sowie einer deutlich verdnderten relativen Ausrichtung dieser Gruppe eine
Rolle spielen, kénnte noch weiter mit Hilfe der 3D-Strukturmodelle untersucht werden. Da
bisher noch keine Daten zur Bindungsstelle an die RNA-Polymerase existieren, kommt auch
eine Beeinflussung dieser Wechselwirkung in Frage.

Fiir den Stamm MIVa300S32 wurde die marA-Punktmutation N21Y von Schulte 2001 iden-
tifiziert [194]. Diese Mutation liegt innerhalb des loop zwischen den Helices ol und a2.
In unmittelbarer Ndhe befinden sich die an der Interaktion der beiden Domanen beteiligten
Aminosaduren Glu23 und Ser24 (Abb. 3.51). Daher kann vermutet werden, dass diese Punkt-
mutation die Wechselwirkungen zwischen den beiden Doméanen so beeintrachtigt, dass dies
zur Verdnderung der relativen Ausrichtung der HTH-Bindemotive zueinander fiihrt.

Auch bei dieser Punktmutante sind die Anderungen in der Struktur im Vergleich zum Aus-
gangsstamm WT relativ gering, mit Ausnahmen einiger loops (Abb. 3.52), weshalb die Hy-
pothese nicht direkt untermauert werden kann. Was bei den Ergebnissen der Energieminimie-
rung jedoch sofort auffillt ist, welchen Raum das Tyrosin im Vergleich zum ausgetauschten
Arginin einnimmt (Abb. 3.53). Bei mdglichen Interaktionen mit benachbarten Aminosduren
spielt womdglich auch die fehlende Basizitat eine Rolle. Eventuell miissten alle Aminosduren
innerhalb eines bestimmten "Umkreises” der ausgetauschten Aminosaure relativ zu dieser und
im Vergleich zum Ausgangsstamm betrachtet werden. Auch bei Lage dieser Mutation kann
eine Beeinflussung der RNA-Polymerase-Bindung nicht ausgeschlossen werden.
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Fiir beide marA-Punktmutanten bietet sich zur weiteren in silico-Untersuchung der funktio-
nellen Verdnderung des Proteins eine Molekiil-Dynamik-Simulation (MDS), wie in Abschnitt
4.4.2 beschrieben, an. Da MarA zusammen mit der DNA-Bindestelle als Co-Kristallisat ana-
lysiert wurde und jetzt die entsprechenden Energieminimierungen vorliegen, kdnnten diese
Daten direkt fiir die MDS eingesetzt werden. Dadurch konnte ein potentieller Wegfall der
Interaktion zwischen Aktivator und Sequenz bei Bewegung der Molekiile visuell dargestellt
werden.

Fiir solche in silico-Untersuchungen kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Ergeb-
nisse den in vivo-Zustinden entsprechen. Daher miisste zur Uberpriifung einer moglichen
DNA-Protein-Interaktion in vivo z.B. noch ein sogenannter Electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) durchgefiihrt werden.

4.5.6 Bedeutung der marA-Punktmutationen fiir Resistenz und Fitness

Es bestand die Vermutung, dass die marA-Punktmutationen (I58N, N21Y) in den Stimmen
MI111300S16 und MIVa300S32 zu einer Kompensation der marR-Deletion fiihren [194]. Dies
wurde als eine mogliche Erklarung fiir die Reversion des MAR-Phanotyps sowie die Wieder-
herstellung der Fitness angesehen.

Die marA-Punktmutanten zeigten eine deutliche Erniedrigung der MHK-Werte fiir Ciprofloxa-
cin im Vergleich zu den marR-Deletionsmutanten (MIII,MII1300 bzw. MIVa, MIVa300), je-
doch nicht bis auf das Niveau des Ausgangsstammes WT. Die noch vorhandene Resistenz
gegeniiber diesem Fluorchinolon, bei gleichzeitig méglicher Kompensation der marR-Deletion,
ist auf die target-Mutationen in den Genen fiir Gyrase und Topoisomerase |V zuriickzufiihren
(Tab. 4.4).

Fiir die marR-Deletionsmutanten konnte durch die MarR-Komplementation bestatigt werden,
dass durch die Deletion die im Vergleich zu WT erhéhten MHK-Werte gegeniiber verschie-
denen Antibiotika zustande kamen. Der gleiche Versuch demonstrierte das Fehlen dieses
Einflusses bei den marA-Punktmutanten trotz marR-Deletion (Abschnitt 4.5.1).

Die Ergebnisse der Messungen mit dem in dieser Arbeit entwickelten Reportergensystem
pPHB335 zeigten einen Riickgang in der Expression von acrAB in den marA-Punktmutanten
im Vergleich zu den Elternstammen MIIlI und MIVa. Diese verminderte Expression von acrAB
auf das Niveau des Ausgangsstammes WT war der erste Hinweis, dass der globale Aktivator
MarA funktionsunfahig ist. Denn bei Vorhandensein einer marR-Deletion wére die Expression
von acrAB in der Regel stark erhoht (Abschnitt 4.5.1).

Die Uberexpression von marA aus WT in den marA-Punktmutanten fiihrte sowohl zu einer
deutlichen Erhdhung in den MHK-Werten als auch in der Expression von acrAB. In beiden
Fallen konnte jedoch nicht das Niveau der marR-Deletionsmutanten erreicht werden (Ab-
schnitt 4.5.4). Die Griinde fiir die unvollstandige Komplementation sind rein spekulativ. Zum
Einen wird eine Konkurrenzsituation fiir das prerecruitment der RNA-Polymerase zwischen
dem intakten mit dem mutiertem MarA angenommen. Zum Anderen kdnnten dafiir zusitz-
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liche unbekannte Mutationen eine Rolle spielen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Punktmutationen in marA eine Reduktion der Expression
von acrAB und dadurch die Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Antibiotika bewirken.
Dabei bleibt unklar, ob die marA-Mutation alleine oder in Kombination mit weiteren Muta-
tionen dafiir verantwortlich ist.

Ein Einfluss der marA-Mutation auf Struktur und Funktion von MarA kdnnte in Molekiil-
Dynamik-Simulationen, die auf Grundlage der Energie-minimierten 3D-Modelle berechnet
werden konnten, neue Erkenntnisse in silico liefern.

Electrophoretic mobility shift assays missten durchgefiihrt werden, um eine mogliche Beein-
trachtigung der DNA-Protein-Interaktion in vivo zu iberpriifen.

Zur Kompensation des Fitnessverlustes durch die marA-Mutation wurden keine weiteren
Untersuchungen durchgefiihrt. Hier wire es z.B. interessant die gefundenen Punktmuta-
tionen in marA durch in vitro-Mutagenese in MIIl bzw. MIVa einzufiihren und entsprechen-
de Experimente wie Generationszeitbestimmung durchzufiihren. Auch eine neuerliche Un-
tersuchung der Expression von acrAB mit den entwickelten Reportergensystemen und ein
Komplementations-Assay mit den konstruierten Uberexpressionsvektoren fiir MarA in sol-
chen rekombinanten Stdmmen kénnte dann mdoglicherweise Aufschluss (iber einen Einfluss
zusatzlicher Mutationen geben.

4.6 Untersuchungen der Expression von acrAB im
Lebendimpfstamm TAD Salmonella vacT

TAD Salmonella vacT (vacT) ist ein attenuierter Lebendimpfstamm zur Prévention von
Salmonellosen bei Hiihnern, der durch Selektion auf Nalidixinsdure und Rifampicin nach
Behandlung mit N-Methyl-N “-Nitrosoguanidin aus dem Ausgangsstamm M415 entwickelt
wurde. Durch vier verschiedene genetische Marker, die sich phanotypisch durch Resistenz
bzw. Sensibilitdt gegeniiber bestimmten Antibiotika ausprdgen, kann vacT charaktersiert
werden.

Im Rahmen der Dissertation von Preisler 2006 wurde der Ausgangsstamm M415 und der
Impfstamm vacT unter anderem hinsichtlich der Empfindlichkeit gegeniiber Fluorchinolonen
untersucht [172]. Die wahrend der Entwicklung erzeugten Zwischenderivate (die Stamme:
Nal2ori, Nal2passage) weisen im Gegensatz zu M415 eine Fluorchinolonresistenz, verursacht
durch eine von drei target-Mutationen (gyrADR87G. G75A, A866S) " |n vacT konnten neben
der bei Fluorchinolon-resistenten Mutanten h3ufig gefundenen Mutation D87G zusatzlich
die Mutationen G75A, W59R und A866S in gyrA detektiert werden (Abschnitt 1.4). Da-
bei ist in vacT der Fluorchinolonresistenz-Phanotyp, normalerweise hervorgerufen durch die
gyrA-Mutation D87G, unterdriickt, die Reversion dieser Resistenz als Folge der weiteren
Gyrase-Mutationen jedoch ausgeschlossen. Somit scheint eine extragenische Kompensati-
on dieser Mutation vorzuliegen. Untersuchungen mit Effluxpumpeninhibitor deuten auf eine
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Efflux-Reduktion hin. Dies kénnte neben der Uberempfindlichkeit des Impfstammes gegen-
tiber Fluorchinolonen auch die erhhte Empfindlichkeit gegeniiber Makroliden, Ketoliden bzw.
Linezolid erklaren.

Nach Selektion von vacT auf Enrofloxacin wurde eine gegen Fluorchinolone resistente Mutan-
te Enrol isoliert [70]. Fiir diese Mutante wurde vermutet, dass durch eine weitere Mutation
die mogliche Efflux-Reduktion ausgeglichen wurde.

Um zu untersuchen, ob die AcrAB/TolC-Effluxpumpe in Zusammenhang mit der Efflux-
Veranderung steht, wurde die Aktivitdt von pacrAB bestimmt. Da in Vorversuchen gezeigt
wurde, dass das Reportergensystem pPHB331 in Salmonellen funktionsfihig ist, konnte es
fur diese Fragestellung verwendet werden (Abschnitt 4.1.3).

In den Ergebnissen konnte fiir den Impfstamm vacT eine geringe Erhéhung in der Aktivitat
von pacrAB (ca. 130 %), im Vergleich zu seinem Ausgangsstamm M415 gezeigt werden
(Abb. 3.30, Tab. 3.23). Bei Enrol war hingegen eine Abnahme in der Aktivitit von pacrAB
(auf ca. 67 %) zu M415 zu beobachten (Abb. 3.30, Tab. 3.23).

Zunichst konnten direkt aus diesen Ergebnissen keine Schliisse gezogen werden, jedoch bei
Vergleich mit den fiir die acrAB-Deletionsmutante ermittelten Werten (Abschnitt 4.3).

So scheint im Falle einer acrAB-Deletion die Zelle auf den Verlust im ersten Schritt durch eine
leichte Erhéhung der Expression von acrAB zu reagieren. Die Werte von Enrol spiegeln nun
das Verhalten der Zelle nach einer méglichen Anpassung wider. Hierdurch kdnnte man fiir
den nachsten Selektionsschritt durch die leichte Abnahme im Vergleich zum Ausgangsstamm
M415 annehmen, dass es zu einer Kompensation der moglichen AcrAB-Reduktion gekommen
ist. Diese Art der Anpassung zugunsten eines anderern Mechanismus, wie z.B. der Expression
von acrEF, wiirde den Vermutungen aus Abschnitt 4.3 entsprechen.

Mittlerweile konnte von Preisler (2007) mittels Sequenzierung eine Deletion in acrB bestétigt
werden (personliche Mitteilung). Im ndchsten Schritt wiirde sich nun eine Untersuchung von
Enrol mit dem Reportergensystem pPHB333 anbieten. So kdnnte ermittelt werden, ob es
eventuell durch eine Erhéhung der Expression von acrEF zur Kompensation des Verlustes
von AcrAB gekommen ist.

4.7 Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, mdgliche Zusammenhange der Expression von acrAB
bzw. acrEF bei der Entwicklung der Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen in E. coli zu unter-
suchen. Hierbei konnten viele neue Erkenntnisse und Hinweise zur Bedeutung verschiedener
Mutationen und Substanzen auf die Expression von acrAB und acrEF gewonnen werden.
Zahlreiche Fragen sind aber noch ungeklért und kdnnen nun auf Basis der erhaltenen Ergeb-
nisse weiter untersucht werden.

Aufgrund der Ergebnisse aus den Versuchen mit den Gyrase-Mutanten und Gyrase-Inhibitoren
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besteht die Vermutung, dass ein méglicher Einfluss auf die Expression von acrAB durch eine
Verdnderungen der lokalen Superspiralisierung vorliegt. Daher miissten zur weiteren Unter-
stiitzung der bestehenden Daten z.B. RT(real time)-PCRs, DNA-Microarrays oder Bestim-
mungen zur Proteinmenge (AcrA oder AcrB mittels Western Blot) durchgefiihrt werden
(Abschnitt 4.2).

Der mogliche Einfluss von marR-Mutationen in E. coli auf die Fitness der Stdmme im Zu-
sammenhang mit einer unterschiedlichen Erhdhung der Expression von acrAB kdnnte durch
Bestimmungen der Generationszeit als Parameter fiir die Fitness weiter untersucht werden
(Abschnitt 4.4.1).

Auf Grundlage der in dieser Arbeit berechneten Energieminimierungen fiir die Erstellung von
3D-Strukturmodellen von MarR und MarA kdnnten nachfolgende in silico-Untersuchungen in
Form von Molekiil-Dynamik-Simulationen (MSD) durchgefiihrt werden, um weitere Erkennt-
nisse zur Veranderung der Funktion der jeweiligen Regulator-Molekiile zu erhalten (Abschnitte
4.4.2 und 4.5.5).

Uber eine grundsitzliche Klirung einer moglichen Beeintrichtigung der DNA-Protein-
Interaktion durch die untersuchten Einzelmutationen in MarR bzw. MarA kdnnten
Electrophoretic mobility shift assays Aufschluss geben.

Untersuchungen der marA-Mutationen (158N, N21Y) hinsichtlich der Kompensation des Fit-
nessverlustes waren weiterhin von Interesse (Abschnitt 4.5.6). Hierfiir kénnten diese Mutatio-
nen durch in vitro-Mutagenese in MIIl bzw. MIVa eingefiihrt werden. Mit den rekombinan-
ten Stdmmen wéren dann Bestimmungen der Generationszeit, Untersuchungen der Expres-
sion von acrAB mit den entwickelten Reportergensystemen und Komplementations-Assays
mit den konstruierten Uberexpressionsvektoren fiir MarA durchzufiihren. So kdnnte ein Zu-
sammenhang zwischen dem mar-Operon und der Fitness in E. coli mdglicherweise weiter
aufgeklart werden.

Fiir den Zusammenhang zwischen der AcrAB/TolC- und AcrEF/TolC-Effluxpumpe wéren
Messungen mit den entwickelten Reportergensystemen in dem Stamm MG1655-AacrAB
nach Ein-Schritt-Selektion ein mdglicher weiterfithrender Versuchsansatz (Abschnitt 4.3). So
konnte herausgefunden werden, ob es tatséchlich zu einer Kompensation der acrAB-Deletion
durch eine erhohte Expression von acrEF kommt.

Falls es mit dem Experiment zu einer Bestdtigung von diesem Kompensationsmechanismus
kommen sollte, kdnnte der selektierte Stamm fiir weiterfiihrende Untersuchungen hinsichtlich
der Beeinflussung der Expression von acrEF durch MarA und Salicylsdure verwendet werden
(Abschnitt 4.4.4). Dafiir kdnnten Bestimmungen der Aktivitdt von pacrEF mit pPHB333 in
An- und Abwesenheit von pPHB1838 (MarA-Uberexpression) bzw. Salicylsdure durchgefiihrt
werden.

Da durch ein Alignment zusatzlich zu einer beschriebenen hypothetischen marbox innerhalb
der intergenischen Region zwischen acrS und acrE nun zwei mogliche MarA-Binderegionen
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postuliert werden konnten, kdnnte z.B. ein DNase Footprinting Assays zur Aufkldrung, ob
und wo MarA bindet, durchgefiihrt werden (Abschnitt 4.4.4).

Einen besonders wichtigen Beitrag zur Erforschung der Expression von acrAB und acrEF
stellen die in dieser Arbeit entwickelten Reportergensysteme dar. Diese Plasmide bieten ein
einfaches, schnelles und sensitives Nachweisverfahren in vivo, um einerseits Faktoren, die zu
einer Uberexpression fiihren, andererseits Faktoren, die die Expression von acrAB bzw. acrEF
inhibieren, zu identifizieren. |hr Einsatz konnte erfolgreich getestet werden, so dass sie nun
fur viele weitere Untersuchungen zur Verfligung stehen.

So konnen diese Reportergenplasmide zur Identifizierung und Charakterisierung resistenter
Erreger genutzt werden. Die gezielte Suche nach Substanzen mit inhibierenden Eigenschaften
konnte moglicherweise zur Identifizierung von "Kandidaten” fiir eine Kombinationstherapie
mit bekannten Antibiotika fiithren, méglicherweise auch bei bereits bestehender, auf erhéhtem
Efflux basierender Resistenz.
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Fiir die Entwicklung von Fluorchinolonresistenz in E. coli spielt die AcrAB/TolC-Effluxpumpe
eine bedeutende Rolle. Die Funktionsfahigkeit dieser Pumpe scheint eine Voraussetzung fiir
die Entstehung von resistenten Mutanten mit target-Mutationen in den Genen der Gyra-
se zu sein. Eine Einzelmutation fiihrt dabei nicht zu klinisch relevanter Resistenz (MHK
> 4 pg/mL). Fir die Auspragung hoher klinisch relevanter Fluorchinolonresistenz ist die
Akkumulation von Mutationen in verschiedenen Genen notwendig, wobei in spateren Selek-
tionsschritten auch non target-Mutationen eine Rolle spielen. Hier sind oftmals Gene, die im
Zusammenhang mit der Regulation der AcrAB/TolC-Effluxpumpe stehen, wie acrR, marQO
und marR betroffen, was zur Uberexpression von acrAB fiihrt.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, zunichst Detektionssysteme fiir den Expressionssta-
tus der AcrAB/- und AcrEF /TolC-Effluxpumpe zu entwickeln, um den Einfluss verschiedener
Faktoren auf die Expression von acrAB bei der Entwicklung der Resistenz gegeniiber Fluorchi-
nolonen in E. coli, sowie die Rolle der homologen Effluxpumpe AcrEF /TolC zu untersuchen.
Als in vivo-Nachweisverfahren wurden daher rekombinante Reportergenplasmide konstruiert,
mit Hilfe derer es moglich ist schnell, einfach und sensitiv Verdnderungen in der Expression
von acrAB bzw. acrEF zu bestimmen. Durch Fusion des Promotors pacrAB bzw. pacrEF
mit dem Reportergen luc konnten Testsysteme erhalten werden, die nach Transformation von
E. coli aber auch von Salmonellen die unterschiedliche Aktivitdt des jeweiligen Promotors
durch mehr oder weniger starke Lichtintensitdt anzeigen.

Fiir Ciprofloxacin und Ofloxacin in subinhibitorischen Konzentrationen konnte eine geringe
Reduktion in der Aktivitdt von pacrAB (um 15-20 %) gezeigt werden. Dies spricht dage-
gen, dass die fiir die Entstehung der target-Mutationen nétige Funktionsfahigkeit von AcrAB
in einer Induktion durch Fluorchinolone begriindet ist. Bei gyrA-Einzelmutanten zeigte sich
hingegen eine Erhdhung in der Aktivitdt von pacrAB, was gut mit bekannten Ergebnissen
(reduzierte Ciprofloxacin-Akkumulation) korreliert. Diese Uberexpression kénnte als Hinweis
fiir einen Zusammenhang zwischen der AcrAB/TolC-Effluxpumpe mit einer Begiinstigung
von Folgemutationen gewertet werden. Eine besonders deutliche Reduktion der Expression
von acrAB zeigte sich bei der gyrB-Mutante KD112 und subinhibitorischer Konzentration
von Novobiocin um 40-50 %. Dabei scheint fiir alle diese Ergebnisse mdglicherweise eine
verdnderte lokale Superspiralisierung, bedingt durch einen veranderten globalen Superspira-
lisierungsgrad, von Bedeutung zu sein.

Die Reportergensysteme eignen sich dariiberhinaus fiir die Identifizierung und Charakterisie-
rung von neuartigen Mutanten mit Mutationen im mar-Operon (marO, marR). Die je nach
Mutation variierenden Unterschiede in der acrAB-Genexpression im Vergleich zum Ausgangs-
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stamm fiihrten jedoch zu keinem Unterschied in den MHK-Werten (phénotypisch). Durch
Messungen in An- und Abwesenheit von Salicylsdure als Induktor des mar-Operons im Aus-
gangsstamm und einer E. coli-AmarR-Mutante konnte sowohl eine mar-abhangige als auch
eine mar-unabhangige Induktion der Expression von acrAB nachgewiesen werden.
Ausgehend von Strukturdaten aus der PDB (RCSB protein data bank) zum MarR-Dimer
konnten nach Energieminimierungen mit SYBYL® 7.2 3D-Strukturmodelle von MarR aus
verschiedenen marR-Punktmutanten erstellt werden, die teilweise Erklarungen fiir den Resis-
tenzphanotyp liefern.

Fiir zwei Fluorchinolon-resistente E. coli-marR-Deletionsmutanten, die eine reduzierte Fit-
ness zeigten, wurde die Aktivitdt von pacrAB bestimmt. Ebenso wurden nach selektionsfrei-
er Inkubation aus diesen hervorgegangene Mutanten vermessen. Diese Derivate weisen eine
Kompensation des Fitnessdefizits sowie eine verminderte Resistenz und jeweils eine marA-
Punktmutation (158N oder N21Y) auf. Weiterhin wurden Komplementations-Tests mit MarR
und MarA durchgefiihrt. Dadurch konnte bestatigt werden, dass die marR-Mutation in den
Elternstammen fiir die Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen und anderen Antibiotika ver-
antwortlich ist, aber in den marR-marA-Doppelmutanten keine Bedeutung hat. Mit den Re-
portergenplasmiden lieR sich zeigen, dass beide marA-Mutationen zu einer Verringerung der
acrAB-Expression auf das Niveau des Wildtyps fiihren. Dieser Effekt konnte durch Uberex-
pression von marA in trans zum Teil komplementiert werden, was auch durch Ergebnisse
einer Empfindlichkeitsbestimmung bestatigt werden konnte. Mit beiden Mutanten wurde je-
doch nicht das Niveau der Elternstimme (AmarR-Mutanten) erreicht. Moglicherweise fiihrt
eine Konkurrenzsituation zwischen mutierten und intakten MarA-Molekiilen, bei der Bildung
des bindren Komplexes mit der RNA-Polymerase, zur unvollstindigen Komplementation. Der
Einfluss weiterer Mutationen kann dabei jedoch nicht ausgeschlossen werden. Fiir MarA aus
den beiden unterschiedlichen marA-Punktmutanten konnten nach Energieminimierungen mit
SYBYL® 7.2 ausgehend von PDB-Daten zu MarA 3D-Strukturmodelle erstellt werden.

In den Untersuchungen zur regulatorischen Interaktion zwischen AcrAB/TolC und
AcrEF/TolC bei der Bestimmung von AacrAB- bzw. AacrEF-Mutanten konnte fir die
AacrAB-Mutante eine geringe Erhdhung der acrAB-Expression (150 %) gezeigt werden.
Die Expression von acrEF scheint in den beiden Deletionsmutanten keine Rolle zu spielen,
da die gemessene Aktivitdt von pacrEF der Hintergrundaktivitdt der Reportergensysteme
entspricht. Scheinbar reagiert die Zelle auf den in vitro generierten AcrAB-Verlust, welchen
die Zelle erst nach Akquisition weiterer Mutationen kompensieren konnte, durch die
Erhéhung der Expression von acrAB.

Die Bestimmungen der Aktivitdt von pacrEF in marR-Deletionsmutanten (150 % bzw.
290 %), sowie nach Zugabe von Saliylsdure (180 %) zeigte eine Erhéhung, deren Rele-
vanz jedoch aufgrund der niedrigen absoluten Werte, welche eher wieder auf die geringe
Bedeutung der AcrEF /TolC-Effluxpumpe hinweisen, fraglich ist.

Die entwickelten Reportergenplasmide zur Bestimmung der Aktivitat von pacrAB bzw.
pacrEF bieten sich fiir die Suche nach Inhibitoren der acrAB- bzw. acrEF-Expression an.
Diese kdnnten fiir eine Kombinationstherapie mit bekannten Antibiotika, mdglicherweise auch
bei bereits bestehender, auf erhohtem Efflux basierender Resistenz, eingesetzt werden.
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6 Summary

The development of fluoroquinolone resistance in E. coli is associated with the overexpression
of AcrAB/TolC efflux pump. The functionality of this pump seems to be required for the
emergence of mutants with target mutations in genes coding for gyrase (e.g. gyrA). While
single point mutations in gyrA do not lead to fluoroquinolone resistance of clinical relevance
(i.e. MIC > 4 pug/mL) a combination of at least three mutations in different genes does.
During the selection, acquisition of non target mutations affecting the upregulation of the
AcrAB/TolC efflux pump, e.g. acrR, marO and marR, are involved.

In this work reporter gene systems were developed to enable quick, easy and sensitive deter-
mination of alterations in the expression of acrAB and acrEF. This allowed to determine the
impact of several factors (permanent, like mutations or transient, like induction phenome-
na) on the expression of acrAB in the development of fluoroquinolone resistance in E. coli.
Furthermore the role of homologous efflux pump AcrEF/TolC was to be investigated.
These reporter gene plasmids were constructed by fusing the respective promotors pacrAB
and pacrEF to the reporter gene luc encoding firefly luciferase. After transformation of
different E. coli strains as well as Salmonella wildtype and mutant cells with the resulting
recombinant plasmids the activity of promotors were quantitated by determining the intensity
of luciferase induced light emission.

Subinhibitory concentrations of ciprofloxacin and ofloxacin showed a slight reduction of the
activity of pacrAB (15-20 %). This is contrary to the assumption that the funcionality of
AcrAB in the emergence of target mutations is due to the induction by fluoroquinolones.
However, for gyrA single mutants an increasing acitivity of pacrAB in correlation with known
results (reduced ciprofloxacin accumulation) was shown. This supports the idea that overex-
pression of acrAB has an impact on the emergence of subsequent target mutations in genes
coding for gyrase and topoisomerase V. A reduced expression of acrAB of about 40-50 %
was shown for the gyrB-mutant KD112 and in the presence of subinhibitory concentrations of
novobiocin. These results point to a role of variations in local supercoiling for the expression
of pacrAB.

The reporter gene systems were used for identification and characterization of new mutations
in the mar-operon (marO, marR). Variations in the expression of acrAB genes determined
in the different mutants were not associated with differences in MICs (phenotypical). Adding
salicylate as an inductor of the mar-operon to E. coli wildtype WT and marR-mutant M|
resulted in an increased activity of pacrAB in both strains. Due to the finding that salicylate
has an effect on the expression of acrAB in a strain with a marR-deletion, too, these fin-
dings point to the existence of mar-dependent as well as a mar-independent factors for the

183



6 Summary

induction of the acrAB expression.

Using structural data retrieved from the Brookhaven PDB of MarR-dimer as a template,
several structural 3D-models of marR-point mutants were calculated, revealing additional
information to explain the molecular basis for the resistance phenotype.

Furthermore, the activity of pacrAB was determined for two fluoroquinolone resistant marR-
deletion mutants showing a reduced fitness as well as for derivatives obtained from these
mutants after incubation in the absence of selective pressure by fluoroquinolones. These
latter strains show a compensation of the reduced fitness and enhanced susceptibility. Both
have been shown to carry a single marA-mutation resulting in an amino acid exchange (158N
or N21Y). To investigate a possible role of mar-regulated functions in the fitness of antibiotic
resistant cells, marR and marA genes were provided in trans for complementation assays.
The results of the susceptibility testing confirmed that the marR-deletion in the parental
strains contributes to the multiple antibiotic resistance (mar) phenotype. This effect of the
marR deletion is lost in the marR-marA-double mutants. Using the reporter gene systems it
was demonstrated that the marA-mutation was associated with a reduced activity of pacrAB
down to the level of the wildtype. Providing a marA-overexpression vector in trans this effect
as well as the reduced susceptibility to different antibiotics was partially reversed compared to
the parental strains (AmarR-mutants). A possible reason for the incomplete complementation
could be that a mutated and an intact MarA monomere compete for the formation of binary
complex with RNA-polymerase. Another although rather hypothetical explanation might be
the presence of an additional unknown mutation. 3D-models of MarA bound to the marbox
for the two marA-point mutants were calculated based on strucutral data from the PDB of
the MarA-monomer.

For investigation of regulatory interaction between AcrAB/TolC and AcrEF/TolC deletion
mutants of E. coli were used lacking either acrAB or acrEF. These mutants were transformed
with either reporter gene plasmids. Only for the acrAB-deletion mutant a slight increase
in pacrAB-activity was detectable (150 %). The expression of acrEF is equivalent to the
background activity of the reporter gene systems in both strains and, hence, seems to play a
minor role for the mdr efflux of the cells. It seems that in response to the in vitro-generated
acrAB-deletion an increase of acrAB expression is a compensatory reaction, implying that
the cells are able to sense the content of functional AcrAB. Maybe in a subsequent selection
step the mutant acquires compensatory mutations.

An increase in the activity of pacrEF was shown in two marR-deletion mutants (150 % and
290 %, respectively) as well as in the presence of salicylate (180 %). But these results are
of unknown relevance, because of very low absolute values for pacrEF activity. Due to this
very low level of the expression of acrEF it seems that mdr efflux due to this pump plays a
minor role in these E. coli-strains.

The newly developed reporter gene systems provide a powerful tool for the determination of
the pacrAB- and pacrEF-activity in various mutants, e.g. to monitor in vivo the expression in
infection models. In addition, they offer the possibility to screen for inhibitors of the expression
of acrAB resulting at least in the - partial - reversion of antibiotic resistance.
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Anhang A

Datenblatter

A.1 Sequenz von pacrAB aus dem E. coli-Stamm WT

aga tctcactgaa caaatccgac ttgtctttaa aatgccagta gattgcaccg cgcgtaacgc

cagctgcttt tgcaatctcg cccagcgagg tggatgatac cccctgetgt gagaaaagac
acrR«Start
gtagagccac atcgaggatg tgttggcgeg tttettgege ttettgtttg gtttttcgtg ccatatgtte
putative AcrR binding site marboxT
gtgaatttac aggcgttaga tttacataca tttgtgaatg tatgtaccat agcacgacga

-35T -10T
taatataaac gcagcaatgg gtttattaac ttttgaccat tgaccaattt gaaatcggac
Start—>acrAB

actcgaggtt tacatatg

Die gesamte Sequenz ergibt den Bereich, der fiir die Klonierungen verwendet wurde (Ab-
schnitt 3.1 und 3.3). In Blau gekennzeichnet ist die intergenische Region acrR-acrAB mit den
fett gedruckten RNA-Polymerase-Erkennungssequenzen -10 und -35 fiir pacrAB [182, 129].
Des Weiteren ist in Blau unterstrichen die postulierte Erkennungssequenz fiir die Bindung
des lokalen Repressors AcrR angegeben (putative AcrR binding site) [184]. In Rot ist die so-
genannte marbox dargestellt, die Sequenz, die von dem globalen Aktivator der AcrAB/TolC-
Effluxpumpe MarA erkannt wird [129]. Fett und rotbraun gekennzeichnet sind die Nukleo-
tidpositionen, an denen Unterschiede zum Stamm Salmonella enterica serovar Typhimurium
LT2 bestehen [138].
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A.2 Sequenz von pacrEF aus dem E. coli-Stamm WT

cagtaga tagcgccacg cgtaacgtta gcggegtcgg caatgtcgtt gagegtcgte ttgcttacge

catgctgcgc aaactgggcg atggcagttt caatcagttc ttgccgggtc ttcagagctt cggctttggt
acrS«Start

tctttttgcc_atgattaatt attcaggaaa taaatatatt cgacacagga tgagaaaata gcgaaggtta
marboxT

atctgtcacc taatgtgtat ttatacgaga ggctaatatt gagttgctat aaatcgtcaa ataaatgata

tgtattattt acataaaata cattcacttg acctatatat atttcaattt acgaggtttt aattctattt

«IS14
ctttcattcc gcgtcaaaac aaaacagtag aatattaatc tt gagttgcc
AcrR site 1S2d—>
agtattcata actattcctt acatcgacga atgataattt gtaggatagc gaactgtatt tttctttctg
-357 -10T

cgagttaacg cattgccttt ttgggcaaat aacgcgcttt tggttttttg aggaatagta atgacgaaac
Start—acrEF

atg

Die gesamte Sequenz umfasst den Bereich, der fiir die Klonierung (Abschnitt 3.5) verwendet
wurde. In Griin ist die intergenische Region acrS-acrEF gekennzeichnet inklusive der fett
gedruckten RNA-Polymerase-Erkennungssequenzen -10 und -35 fiir pacrEF und der Punkt-
mutationen im Vergleich zur E. coli-K12-Sequenz in rotbraun [182]. Des Weiteren sind in
Griin die Positionen mit entsprechender Ausrichtung, an denen die Integration (Pfeil nach
unten) der IS-Elementen 1 und 2 erfolgt, angegeben. Hierbei sind die repetitive Nonamer-
Sequenz fiir IS1 bzw. Pentamer-Sequenz fiir 1S2 unterstrichen [98, 90]. In Blau ist eine
postulierte AcrR-Bindestelle markiert [184]. In Rot ist die von Rodionov et al. berechne-
te marbox (MarA-Bindestelle) dargestellt [184], wahrend die in orange angegebene marbox
nach der Sequenz von Martin et al. 1999 visuell identifiziert wurde [129].

A.3 Sequenz des mar-Operons

Mit Ausnahme von marR und marA ist die Sequenz von einem E. coli-K12-Stamm [182].
marR (lila) und marA (orange) hingegen sind die fiir den E. coli-Stamm WT sequenzierten
Bereiche, wobei die Unterschiede zu der K12-Sequenz fett und rotbraun hervorgehoben sind.
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A.3 Sequenz des mar-Operons

marC«Start
acggcagcaa caccaccagc cccaggccaa ttgctttaaa caaatctaac attggtggtt

gttatcctgt gtatctgggt tatcagcgaa aagtataagg ggtaaacaag gataaagtgt
marboxy
cactctttag ctagccttgc atcgcattga acaaaacttg aaccgattta gcaaaacgtg
-354 MarRY
gcatcggtca attcattcat ttgacttata cttgcctggg caatattatc ccctgcaact
MarR< Start—smarR -10T
aattacttgc cagggcaact aatgtgaaaa ataccagcga tctgttcaat gaaattattc
cattgggtcg cttaatccat atggttaatc agaagaaaga tcgcctgctt aacgagtatc
tgtctccgcet ggatattacc gcggcacagt ttaaggtgct ctgctctatc cgetgegegg
cgtgtattac tccggttgaa ctgaaaaaag tgttgtcggt cgacctgggg gcactgaccce
gtatgctgga tcgcectggte tgtaaaggct gggtggaaag gttgccgaac ccgaatgata
agcgcggcegt actggtaaaa cttaccacca gcggecgeggce aatatgtgaa caatgecatc
aattagttgg ccaggacctg catcaagaat taacaaaaaa cctgacggcg gacgaagtgg
Stop Start—->marA
caacacttga gcatttgctt aagaaagtcc tgccgtaaac aaaaaagagg tatgacgatg
tccagacgca atactgacgc tattaccatt catagcattt tggactggat cgaggacaac
ctggaatcgc cactgtcact ggagaaagtg tcagagcgtt cgggttactc caaatggcac
ctgcaacgga tgtttaaaaa agaaaccggt cattcattag gtcaatacat ccgtagccgt
aagatgacgg aaatcgcgca aaagctgaag gaaagtaacg agccgatact ctatctggca
gaacgatatg gcttcgagtc ccaacaaact ctgacccgaa ccttcaaaaa ttactttgat
gttccgecgce ataaataccg gatgaccaat atgcagggtg aatcgegctt tttacatcca

Stop Start—-marB
ttaaatcalt acaacaacta gttgaaaacg tgacaacgtc actgaggcaa tcatg
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Unterstrichen sind die Punktmutationen, die zu einem Aminosaureaustausch fiihren. Griin-
lich ist marO (Operator) dargestellt inklusive der RNA-Polymerase-Erkennungssequenzen -10
(blau) und -35 (griinlich) [129]. Die Bindungsstellen fiir den Repressor MarR sind in Blau
gekennzeichnet [132]. In Rot ist die marbox, der Bindebereich von MarA, angegeben [129].

A.4 Sequenz von acrR aus dem E. coli-Stamm WT

In Violett ist das gesamte acrR-Gen aus dem E. coli-Stamm WT dargestellt, wobei die
Unterschiede zur E. coli-K12-Sequenz [182] fett und schwarz hervorgehoben sind. In Rot ist
die marbox (MarA-Bindestelle) fiir die Aktivierung der Transkription von acrAB angegeben
[129]. Die Stelle der Insertion des IS-Elementes 186 ist mit einem Pfeil nach unten angegeben,
die repetitive Pentamer-Sequenz ist dabei fett und violett dargestellt [90].

Stop
ttattcg ttagtggcag gattacgaag cgtgggacac aggagataca tctccagtaa

gatggcgacg taatcgcggg cttctttttt aagatcaaaa gattgcgggg caaagagcca

gttttccatc aggccggaaa tatagccgeg cataataatt gctgcccgac gegtcattaa

atccgcaggc aacattttcg cttcaataca atgttttaac gtttgttcta tacggtcata actttccaga

cagagattac gttgtgcctg ttgcacaaca gccatttctc cgacaaattc gcatttgtgg aatataatct

ccatcaataa tcgacgccgt tcttctgtca ccgtggattc aagaacatga attaatatct ctcttaatac

tgagagtgga tcgccaggga attttgcctg atactcaagc tctagttcac caatattgga ttctgacagt

tcccagatct cactgaacaa atccgacttg tctttaaaat gccagtagat tgcaccgcgc gtaacgccag
115186

ttgcttttgc aatctcaccc agcgaggtgg atgatacccc ctgctgtgag aaaagacgta gagccacatc

acrR«Start

gaggatgtgt tggcgcgttt cttgegctte ttgtttggtt titcgtgeca t
marbox™T
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A.5 Agarosegel-Bilder: Restriktionsanalysen der konstruierten
Plasmide

Im Folgenden sind die Bilder der gelelektrophoretischen Auftrennungen der unterschiedlichen
rekombinanten Plasmide ungespalten und nach verschiedenen Restriktionen aufgefiihrt. Dabei
sind die theoretisch ermittelten FragmentgréRen den jeweiligen Banden zugeordnet.

pPHB331 | pPHB331 pPHB331 pPHB331
BamHI Pstl EcoRY

Abbildung A.1: Agarosegel: Aufgetragen sind ungeschnittenes Plasmid pPHB331, sowie
verschiedene Restriktionen
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pPHB335 pPHB335 B pPHB335 pPHB335
Hindlll BamHI Pstl

Abbildung A.2: Agarosegel: Aufgetragen sind ungeschnittenes Plasmid pPHB335, sowie
verschiedene Restriktionen
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A.5 Agarosegel-Bilder: Restriktionsanalysen der konstruierten Plasmide

pPHB331 pPHB338UM| pPHB335 pPHB335
Pstl EcoRI Pstl EcoRV

L)

Abbildung A.3: Agarosegel: Aufgetragen sind verschiedene Restriktionen als Kontrolle fiir
die Pstl-Restriktion von pPHB335
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pPHB333 pPHB333 pPHB333 pPHB333
BamHI Pstl EcoRY

Abbildung A.4: Agarosegel: Aufgetragen sind ungeschnittenes Plasmid pPHB333, sowie
verschiedene Restriktionen
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A.5 Agarosegel-Bilder: Restriktionsanalysen der konstruierten Plasmide

Abbildung A.5: Agarosegel: Aufgetragen sind ungeschnittenes Plasmid pPHB338, sowie
verschiedene Restriktionen
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pPHB1838 | pPHB1838
PPHBI33S By inan coRl

Abbildung A.6: Agarosegel: Aufgetragen sind ungeschnittenes Plasmid pPHB1838, sowie
verschiedene Restriktionen
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A.6 Gefahrstoffliste

Gefahrstoff Gefahrensymbol/ R- und S-Satze
Ampicillin Xn; R:36/37/38-42/43; S: 22-26-36/37
CaCl, Xi; R:36; S:22-24

CDTA Xi; R:36/37/38; S:26-36
Chloramphenicol T; R45-46-63-42/43; S: 45-36/37/39
DC Reagent A C; R:34; S:20-26-36/37/39-45-60

DC Reagent S S:60

Dithiothreitol (DTT) | Xn; R:20/21/22

DMSO Xi; R:36/38; S:26

Eisessig C; R:10-35; S:23-26-45

Ethanol (96%) F: R:11, S:7-16

Ethidiumbromid T+; R:22-26-36/37/38-68; S:26-36/37-45
Gentamicin Xn; R:42/43; S: 22-45-36/37/39
H3PO,4 C; R:34; S:26-36/37/39-45

HCI, rauchend C; R:34-37; S:26-36/37/39-45

Hi-Di™ Formamid | T; R:61; S:53-26-36/37/39-45

MOPS Xi; R:36/37/38; S:26-36

NaOH C; R:35; S:26-37/39-45

NH4Cl Xn; R:22-36 ; S:22

Novobiocin Xi; R:43; S:36

P2-Puffer Xi; R:36/38; S:13-26-36-46

PB-Puffer Xn; R:10-22-36/38; S:13-23-26-36/37/39/-46
QBT-Puffer R:10

QC-Puffer R:10

QF-Puffer R:10

QG-Puffer Xn; R:20/21/22-32; S:13-26-36-46

RC Reagent | C; N, R:34-51/53; S:26-36/37/39-45-57-60
RC Reagent Il S:60

Tetracyclin Xn; R:22; S:22-36

Tris Base Xi; R:36/38

TritonX-100 Xn; R:22; S: 36/37/38

Xylencyanol Xi; R:36; S: 24
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