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Einleitung

1 Einleitung

Antibiotika stellen in der Medizin eine Besonderheit dar, denn durch regelmalige
Anwendung konnen sie ,,verbraucht” werden. Grund hierfiir ist die Fahigkeit der Organismen
Resistenzen gegeniiber den eingesetzten Substanzen zu entwickeln. Bakterien sind in ihrer
natirlichen Umgebung haufig schnell wechselnden Umweltbedingungen ausgeliefert. Durch
ihre selektiv permeable Membran befinden sie sich standig im Austausch mit ihrem Habitat
und missen sich den Bedingungen anpassen, um sich erfolgreich durchzusetzen.

Wahrend in einem Zeitraum von 1975 bis 1984 eine nahezu unveranderte Resistenzlage zu
beobachten war, stieg die Anzahl von resistenten Keimen den letzten Jahrzehnten drastisch
an, vor allem gegeniber Fluorchinolonen (86). (Fluor)chinolone sind synthetisch hergestellte
Antibiotika (122) und erst seit gut flinfzig Jahren im klinischen Gebrauch (91). Die Vielfalt der
Verdanderungen der resistenten Keime reicht von Mutationen in den Zielstrukturen des
Antibiotikums, tber das zufallige Ausschalten von regulatorischen Bereichen, die zu einem
erhohten Efflux der antimikrobiellen Substanzen fiihren, bis hin zu plasmidkodierten
horizontal Ubertragbaren Mechanismen der Resistenz (71). Die Entdeckung einer
Fluorchinolon-inaktivierenden Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase AAC(6°)-lb-cr (124,
165), fihrte zu zwei Wendungen, denn in der Regel entstehen Antibiotikum-inaktivierende
Enzyme in Stammen, die selbst Antibiotikum-produzierend sind (38). Erstens sind
(Fluor)chinolone synthetisch hergestellte Wirkstoffe, die vor der Einfiihrung in den 1960er
Jahren keine Berlihrung mit Bakterien hatten. Zweitens existiert nun nur eine
Enzymvariante, die in der Lage ist, ein chemisch unterschiedliches, aber klinisch verwandtes
Substrat einer anderen Antibiotikaklasse zu acetylieren (85). Die molekularen Grundlagen
der Entstehung der Variante AAC(6')-Ib-cr sowie deren Bedeutung fur die Aktivitdt von
Fluorchinolonen im Vergleich zu anderen plasmidkodierten und chromosomalen
Resistenzmechanismen ist bisher unbekannt. Die vorliegende Arbeit soll daher einen Beitrag
zur Entstehung von AAC(6°)-1b-cr leisten und untersuchen ob eine cr-analoge Modifikation in
einem anderen Typ einer Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase moglich ist. Im Focus sollen
aber auch Untersuchungen zur Aktivitdit eines ,neuen” Fluorchinolons gegeniber
plasmidkodierten und chromosomalen Resistenzmechanismen im Vergleich zu ,alteren”

Fluorchinolonen stehen.



Einleitung

1.1 Fluorchinolone (FQ) — Geschichte und Struktur

(Fluor)chinolone sind synthetisch hergestellte, antimikrobiell wirksame Substanzen, die sich
strukturell vom Chinolin ableiten. Chinolone verfligen ber ein Chinolingerist, es werden
aber auch Azaderivate wie beispielsweise Nalidixinsdure und Enoxacin mit einem
Naphthyridingrundgeriist im weiteren Sinne dazugezahlt. Im Gegensatz zum Chinolingerust,
welches nur an Position 1 ein Stickstoff besitzt, hat das Naphthyridingrundgeriist jeweils an
den Positionen 1 und 8 ein Stickstoff (6, 9). Nalidixinsdure (Chinolon) gilt als Muttersubstanz
der heutigen (Fluor)chinolone. Sie wurde 1962 zufallig in der Malaria Forschung als
Nebenprodukt bei der Chloroquin-Synthese entdeckt und fir eine Therapie gegen
gramnegative Enterobacteriaceaen mit geringen toxischen Nebenwirkungen beschrieben
(91). Erst durch die Variation des Substitutionsmusters am Grundgeriist konnten noch
wirksamere Antibiotika, mit verbesserten pharmakokinetischen und antibakteriellen
Eigenschaften, hergestellt werden (150). Die Einflihrung eines Piperazinyls am C7-Atom
(Pipemidsaure) verbesserte beispielsweise die Aktivitat gegenliber gramnegativen
Organismen und erweiterte das Spektrum um Pseudomonas spp. (6, 9). Ein Fluor-Atom am
C6-Atom fihrte 1973 zum ersten Wirkstoff (Flumequin) mit geringfligiger Aktivitat
gegeniber grampositiven Erregern (9). Eine Kombination der beiden Substituenten, ein
Piperazinyl am C7-Atom und ein Fluor-Atom am C6, brachte den Durchbruch: Norfloxacin,
welches als erster Vertreter der Fluorchinolone galt, besitzt Aktivitdit gegeniiber
gramnegativen Mikroorganismen aus der Familie der Enterobacteriaceae und besitzt eine
verbesserte Aktivitdt gegenlber grampositiven, war jedoch gegen atypische Erreger
unwirksam (9). Norfloxacin wurde 1978 patentiert. Es folgten Pefloxacin (1979), Enoxacin

(1980), Fleroxacin (1981), Ciprofloxacin (1981) und Ofloxacin (1982) (9).

Ciprofloxacin (Abbildung 1-1 (A)) besitzt einen apolaren Cyclopropylrest am N1-Atom,
dadurch verbessert sich, neben den pharmakokinetischen Eigenschaften, die Aktivitat
gegenlber verschiedenen Enterobakterien, Haemophilus influenzae und Pseudomonas
aeruginosa (135). Levofloxacin (Abbildung 1-1 (B)), das S-Enantiomer von Ofloxacin, ist die
pharmakologisch aktive Form. Durch bestimmte Substitutionen am C8-Atoms ldsst sich die
anti-grampositive Wirkung steigern und es verbessert sich die Aktivitat gegeniber
atypischen Erregern, aulRerdem wird durch erhdhte Lipophilie die Halbwertszeit verldangert
und die Gewebepenetration erhoht (6). Moxifloxacin (Abbildung 1-1 (C)), das einen
2
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Azabicyclo-Substituenten anstelle des Piperazinyls am C7-Atom und eine Methoxygruppe am
C8-Atom besitzt, hat eine deutliche gesteigerte Wirkung gegeniiber grampositiven Erregern
und Anaerobiern, zeichnet sich auBerdem durch Lipophilie, eine verlangerte Halbwertszeit
von >10 h und eine Verbesserung der oralen Verfiigbarkeit aus (6, 13). Wahrend Norfloxacin
noch Uberwiegend bei Harnweginfekten eingesetzt wurde, wird Ciprofloxacin bei
verschiedenen systemischen Infektionen, Levofloxacin und Moxifloxacin zusatzlich bei

Atemwegsinfektionen eingesetzt (9, 93, 135).

o 0 0
N N N N HN o N
~ YL, & PN
CH, (C) H

L el )

(B)

Ciprofloxacin Levofloxacin Moxifloxacin

(A)

Abbildung 1-1 Strukturformeln von (A) Ciprofloxacin, (B) Levofloxacin und (C) Moxifloxacin.

Finafloxacin (Abbildung 1-2), ein neues Breitspektrum Fluorchinolon, welches zur Gruppe der
8-Cyano Derivate gehort, besitzt ein Chiralitdtszentrum im C7-Substituenten, welches zur
antibakteriellen Wirkung bei einem pH-Wert von 5,0-6,0 fiihrt. Finafloxacin zeigt in saurem
Milieu exzellente Wirkung gegeniiber gramnegativen und grampositiven Erregern wie E. coli,
K. pneumoniae, P. mirabilis, M. morganii und H. pylori, sowie S. aureus, S. saprophyticus und

S. agalactiae (20, 88, 166).

+HCI

Abbildung 1-2 Strukturformel von Finafloxacin in Anwesenheit von HCI.
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Waéhrend Finafloxacin bei saurem Milieu (pH 5,0 bis 6,5) sehr gute antibakterielle Wirkung
zeigt, zeigt zum Beispiel Ciprofloxacin bei einem neutralem pH-Wert ein sehr gutes Ergebnis

(68, 88).

1.1.1 Wirkung der (Fluor)chinolone

(Fluor)chinolone wirken konzentrationsabhdngig bakterizid (66). Der Wirkmechanismus der
Fluorchinolone beruht auf einer Stérung der DNA-Replikation durch Hemmung bakterieller
Typ-Il Topoisomerasen, wie der DNA-Gyrase und der Topoisomerase |IV. Das primare Target
der (Fluor)chinolone ist in grampositiven Mikroorganismen die Topoisomerase |V, das

sekundare die DNA-Gyrase, in gramnegativen Bakterien ist es umgekehrt (49, 72, 149).

Prokaryontische Typ-ll Topoisomerasen sind Heterotetramere, die aus zwei jeweils
identischen Untereinheiten bestehen. Dabei wird die aktive Form des DNA-Gyrase-
Holoenzyms von jeweils zwei Untereinheiten A (GyrA) und B (GyrB) (A,B,), die von den
Genen gyrA und gyrB kodiert werden, gebildet. Die Gene parC und parE kodieren fir die
Untereinheiten C (ParC) und E (ParE), von denen jeweils zwei Untereinheiten (C,E,) die
Topoisomerase IV bilden (81, 114). Die DNA-Gyrase fuhrt hierbei energieabhangig, d.h. unter
ATP-Hydrolyse negative Supercoils in relaxierte DNA ein, wahrend Topoisomerase IV-
Molekile das Bakterienchromosom nach der DNA-Replikation (Decatenierung) trennen (5,

41, 162).

(Fluor)chinolone binden weder an ein Gyrase-Molekil, noch an die DNA allein, sondern an
einen Komplex aus DNA und Enzym, Mg2+—lonen stabilisieren hierbei den ternaren Komplex
aus Enzym, DNA und (Fluor)Chinolon (66). Durch den terndren Komplex (cleavage complex)
verschiebt sich das Gleichgewicht der ,normalen” Reaktion in Richtung Topoisomerase IV-
Cleavage und die Religation wird verhindert. Dadurch erhéht sich die Anzahl der DNA-
Doppelstrangbriiche (5). Entscheidend fiir den Zelltod ist die SOS-Antwort, die durch die
Doppelstrangbriiche und die Inaktivierung des LexA-Repressors (dieser wird von RecA
gebunden) ausgelost wird (31, 102). Durch die Induktion des SOS-Regulons, als Stress-
Antwort der Zelle, kommt es zur Induktion von sfiA, dadurch kommt zur Bildung von
Filamenten. Zelluldre Prozesse wie Replikation, Transkription, etc. werden durch die

Veranderung der DNA-Topologie eingestellt, die Zellteilung durch Verhinderung der
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Septumbildung unterdriickt und die Expression von DNA-Reparaturenzymen gesteigert bis
im ,Normalfall“ alle Schaden beseitigt sind (40, 51, 69). Aufgrund der Stabilitdt des
Komplexes kann die Reparatur der Doppelstrangbriiche nicht ausgefiihrt werden, dadurch
kommt es zur vermehrten Bildung von Mutationen, was wiederum zum sogenannten
langsamen Zelltod fuhrt (161). Zum schnellen Zelltod kommt es durch die Bildung von
Hydroxyl-Radikalen (reactive oxygen species, ROS) aus der Fenton-Reaktion (74, 75), in der
Eisenionen die Reduktion von Wasserstoffperoxid vermittelt, die zur oxidativen Schadigung
von DNA (105), Proteinen und Lipiden (46) fihrt. Die Eisen(ll)ionen entstehen bei der
Reaktion von Eisen-Schwefel-Proteinen (Fe-S clusters) mit Hyperoxiden, deren Bildung durch

die Gyrasehemmung induziert wird (42).

Wenige Jahre nach der Einflihrung der (Fluor)chinolone zeigte sich eine deutliche
Resistenzentwicklung von zuvor sensiblen Erregern (87), die sowohl chromosomal kodiert als

auch plasmidkodiert sein kbnnen.

1.2 Resistenzmechanismen gegeniiber (Fluor)chinolonen (FQ) bei

gramnegativen Bakterien

1.2.1 Die Mechanismen im Uberblick

Grundsatzlich werden primdre und sekunddre Resistenzen unterschieden. Wahrend eine
primare Resistenz generell in einer bestimmten Spezies existiert, ist die sekundare Resistenz
eine erworbene Eigenschaft. Man unterscheidet drei Grundmechanismen der sekundaren
Resistenz (66):

(1) eine Veranderung der Zielstruktur,

(2) eine Verringerung der Antibiotikumkonzentration am Wirkort und

(3) eine Inaktivierung des Antibiotikums.

Dabei kdnnen die Resistenzmechanismen sowohl Mutationen in chromosomalen Genen, als
auch zuséatzliche, plasmidkodierte und damit horizontal Ubertragebare Eigenschaften

betreffen.
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1.2.2 Chromosomale FQ-Resistenzmechanismen gramnegativer Erreger

1.2.2.1 Veranderungen in den FQ-Zielstrukturen

Die ersten Resistenzmechanismen, die nach der therapeutischen Einflihrung der Chinolone
Anfang 1960 und der Fluorchinolonen Anfang 1980 (6) beschrieben wurden, waren
chromosomal kodiert. Haufig betreffen die Mutationen grampositiver und gramnegativer
Bakterien einem hochkonservierten Bereich in GyrA, der zwischen Ala67 bis GIn106
lokalisiert ist, dieser Bereich wird als Chinolon-Resistenz-determinierende Region (quinolone
resistance-determining region, QRDR) bezeichnet (174). Die Aminosduren Asp426 und
Lys447 von GyrB werden in Analogie ebenfalls als Chinolon-Resistenz-determinierende
Region benannt (175). Die Untereinheiten GyrA/GyrB sind jeweils homolog zu den
Untereinheiten ParC/ParE, entsprechend sind die Regionen der QRDR jeweils homolog und
hochkonserviert (72).

Die Aminosauren in GyrA Ser83 und Asp87 sind am hdufigsten von Mutationen in resistenten
Isolaten betroffen (15, 109), sie befinden sich in rdumlicher Ndhe zu Trp122 (66), dem
aktiven Zentrum der DNA-Gyrase. Die Aminosauren Ser83 und Asp87 stellen somit wichtige
Positionen im Gyrase-Chinolon-DNA-Komplex dar. Eine Mutation Ser83Ala ist weitgehend
ohne Wirkung auf die Gyrase-Aktivitdt, wahrend eine Mutation an Position Asp87 zum
Verlust von Supercoiling-Aktivitat flhrt. Jedoch fiihrt die Mutation an Position 83 als auch
die an Position 87 zu einer Veranderung in der Wechselwirkung (Verringerung der Affinitat)
von (Fluor)chinolonen zum Gyrase-DNA-Komplex. Eine Mutation in GyrA an Position 83
(Ser83Leu) zeigt eine hohere Resistenz als eine Mutation an Position 87 (Asp87Gly) (15). Eine
einzelne Mutation in parC (zum Beispiel in Codon 80 (AGC—>ATC) mit einem Austausch
Ser80lle), hat keinen Effekt auf die Empfindlichkeit eines E. coli Stammes (11). Der Austausch
der Aminosdure 426 (Asp426Asn) in GyrB fiihrt zu einem schwachen Anstieg der MHK-Werte
der Chinolone und dhnelt somit dem Effekt einer gyrA-Mutation. Ein Austausch von Lysin an
Position 447 zu Glutaminsdure in GyrB fiihrt lediglich zu einem MHK-Anstieg fir solche
Chinolone, die eine negative Nettoladung aufweisen (66). Eine einzelne Mutation fiihrt
jedoch nicht zu klinisch relevanter Resistenz, erst die Kombination von verschiedenen
chromosomalen Mutationen bedingt die Hochresistenz der Erreger gegeniber

(Fluor)chinolonen (11).
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Eine (Fluor)chinolonresistenz tritt hdufig Schrittweise, durch eine Reihe von Mutationen
(Schritten), zunachst in einem primaéren, gefolgt von Mutation einem sekundaren Ziel auf.
Eine zweite bzw. dritte Mutation geht dabei mit einer Erhohung der Resistenz einher (72).
Dabei liegen die Mutationen nicht immer in den Genen, die fiir die Zielstrukturen der

(Fluor)chinolone kodieren.

1.2.2.2 Verringerung der FQ-Konzentration am Wirkort — Zunahme von Efflux und

Verminderung von Influx

Eine Veranderung der Expression der mexAB-oprK-Effluxpumpe bei P. aeruginosa
beispielsweise, flihrt zu reduzierter Akkumulation von antibakteriellen Substanzen in der
Zelle (119). Auch eine Mutation in der mtrAR-Region bei gramnegativen N. gonorrhoeae (57)
oder im gacR bzw. arlRS-norA-System von grampositiven S. aureus-Zellen (3, 56) fiihrt zu
einer gesteigerten Effluxaktivitdt. Eine Punktmutation im marCRAB(multiple antibiotic
resistance)-Operon von E. coli, welches der Regulation der Expression des acrAB-Operons
dient, dass fiir die MDR(multiple drug resistance)-Effluxpumpe AcrAB-TolC kodiert (4, 130),
flhrt ebenso zu einer gesteigerten Effluxaktivitat, somit zur verringerten Konzentration von

Antibiotikum in der Zelle und demzufolge zu verminderter Empfindlichkeit der Erreger (56).

Das mar-Operon (siehe Abbildung 1-3) in E. coli beeinflusst die Resistenz gegeniiber
(Fluor)chinolonen oder Antibiotika aus anderen Substanzklassen wie Tetrazyklin und
Chloramphenicol, sowie Superoxid-bildenden Agenzien (52, 53, 55). Das mar-Operon besteht
aus der Operatorsequenz marO, wodurch die Gene marC bzw. marRAB reguliert werden (4).
MarR (MarR-Regulator-Familie) fungiert als negativer Repressor der Sequenz marRAB durch
Bindung am Promotors PmarRAB des Operators marO. Die Funktion von MarB ist derzeit
unbekannt. MarA (AraC-Regulator-Familie) beeinflusst als globaler Aktivator die Expression
von mehr als 60 Genen in E. coli, unter anderem acrAB und micF, dessen Antisense-RNA die

OmpF- Expression dereprimiert (4, 14, 32, 39, 56, 99).
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Abbildung 1-3 Schematische Darstellung der Regulation der Gene acrAB und tolC, nach Grkovic et
al. (56), modifiziert.

Neben MarA sind auch SoxS und Rob globale Regulatoren der AraC-Regulatorfamilie (56). Sie
binden an spezifische Motive die marbox genannt werden. In den Promotoren der
mar/sox/rob-Regulons befinden sich diese Bindestellen (98). MarA bindet unter anderem an
die marbox des acrAB-Promotors und aktiviert die Expression von AcrAB. Die MDR-
Effluxpumpe AcrAB gehort zur Familie der RND(resistance-nodulation-division)-Typ
Effluxpumpen und bildet zusammen mit TolC, einem Kanal der dufleren Membran, ein
effektive Effluxpumpe (4). Die Uberexpression von MarA und dessen homologen Aktivatoren
SoxS und Rob, zu einer erhéhten Synthese von TolC (8). Folglich fiihrt die Uberexpression
von MarA (SoxS, Rob), durch zum Beispiel Inaktivierung des Repressors MarR, zu einer
gesteigerten Expression der dreigliedrigen MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC. Die Gene acrAB
sind im acr-Operon zusammen mit acrR und acrO, in dem der Promotor PacrAB liegt,
organisiert (56), siehe Abbildung 1-3. AcrR fungiert als Repressor der Gene acrAB (92). Ein
weiteres regulatorisches Gen, acrS ist stromaufwarts von der acrEF lokalisiert. AcrEF ist
ebenfalls eine Multidrug-Effluxpumpe und AcrS reprimiert die Gene acrAB. Eine
Uberexpression der Gene acrR und acrS vermindert die Expression von AcrAB (70). AcrR und

AcrS binden eine palindromische Sequenz von 24 bp innerhalb der Protein-Bindestelle des
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acrAB-Promotors (ca. 90 bp vor dem Startcodon) und kénnen so die Gene acrAB regulierend
beeinflussen (70, 125).

Durch den gesteigerten Efflux und durch eine verringerte Penetration antimikrobieller
Substanzen, zum Beispiel durch Abnahme von OmpF-Porinen in der duBeren Membran
gramnegativer Bakterien, wird die Empfindlichkeit bakterieller Erreger gegeniiber einer

Reihe von antimikrobieller Substanzen reduziert (33, 56, 130).

Die zunachst nur chromosomal kodierten Resistenzen, die sich gegeniiber (Fluor)chinolonen
entwickelten, konnten nur vertikal Gibertragen werden. Dieser Vorteil der (Fluor)chinolone
ist jedoch seit einiger Zeit verloren, denn es finden sich zunehmend plasmidkodierte und
durch horizontalen Gentransfer (bertragbare Resistenzmechanismen gegeniber

(Fluor)chinolonen (123).

1.2.3 Plasmidkodierte FQ-Resistenzmechanismen (plasmid mediated

quinolone resistance, PMQR)

1.2.3.1 Das DNA-Gyrase/Topoisomerase IV-Schutzprotein Qnr

Nach der therapeutischen Einflihrung der (Fluor)chinolone in den sechziger bzw. achtziger
Jahren, wurde neben den bereits beschriebenen chromosomalen Resistenzmutationen, 1987
von Munshi et al. ein plasmidkodierter Mechanismus beschrieben, der Resistenz gegeniiber
Nalidixinsdure vermittelt (111). Die Resistenz war auf einem 20-Megadalton Plasmid
lokalisiert und lies sich aus Shigella dysenteriae Typ | durch Konjugation auf E. coli
Ubertragen. Bei den Transkonjuganden vermutete man zunachst spontane Nalidixinsdure-
resistente Mutanten, wobei das Plasmid selbst als Mutationsfaktor wirkte (35).

1998 wurde dann von Martinéz-Martinéz et al. ein plasmidkodiertes DNA-
Gyrase/Topoisomerase IV-Schutzprotein, QnrA (quinolone resistance) auf Plasmid pMG252
aus Klebsiella pneumoniae beschrieben (100). Es wurden weitere Vertreter aus verwandten
Klassen der DNA-Gyrase/Topoisomerase |V-Schutzproteine identifiziert: QnrS aus Shigella
flexneri wurde 2003 beschrieben (126) und QnrB 2006 aus Klebsiella pneumoniae (76), QnrC
auf Plasmid pHS9 aus Proteus mirabilis (163) und QnrD aus Salmonella enterica (26) im Jahre
2009. AuRerdem wurde bereits 2005 von einem Qnr-dhnlichen Gen aus Vibrio cholerae,
QnrVC (50, 117, 126, 147) berichtet. Von QnrA gibt mittlerweile sieben Varianten (QnrA1 bis

QnrA7), von QnrS die Varianten QnrS1 bis QnrS4. Die Aminosduresequenz von QnrAl im

9
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Vergleich zu QnrS1 weist zu 59 % Ubereinstimmungen auf. Von QnrB existieren 24
Varianten, wobei die Aminosduresequenz von QnrB1 zu 43 % bzw. 44 % Ubereinstimmungen
mit QnrA1l bzw. QnrS1 zeigt (126). QnrC zeigt eine Sequenzidentitdt von 64 % zu QnrA1l, 41 %
zu QnrB1, 59 % zu QnrS1 und zuletzt 43 % zu QnrD (163). QnrD zeigt im Vergleich dagegen
48 % zu QnrA1l, 61 % zu QnrB1 und 41 % zu QnrS1 (26).

Das DNA-Gyrase bzw. Topoisomerase IV-Schutzprotein Qnr, gehort zur Gruppe der
PRP(pentapeptide repeat protein)-Familie. Diese Proteine bestehen aus, bzw. enthalten
Domdnen aus Tandemwiederholungen von Aminosduresequenzen mit einer
Konsensussequenz von (Ser Tyr Ala oder Val)-(Asp oder Asn)(Leu oder Phe)-(Ser Tyr oder
Arg) (Gly) (126, 156). Die hydrophoben Aminosaduren Leucin und Phenylalanin wechseln sich
in der flinften Position ab (108). Qnr-Schutzproteine sind auf Typ 1 Integrons (118) oder
konjugativen Plasmiden (127) lokalisiert und kénnen so horizontal von Erreger zu Erreger

Ubertragen werden.

Der Mechanismus der Qnr-Schutzproteine wurde am Beispiel von QnrA beschrieben. Dazu
wurde die Aktivitdt von aufgereinigtem QnrA in einem Supercoiling-Assay mit Ciprofloxacin
untersucht. Man fand heraus, dass QnrA allein das Supercoiling nicht beeinflusst (152),
sondern das durch die Gyrase gelenkte DNA-Supercoiling inhibiert, indem es die Gyrase-
Bindung zur DNA reduziert. Die QnrA-Schutzproteine imitieren dabei die Struktur der DNA
(153). QnrA bindet die DNA-Gyrase, sowie die Topoisomerase IV aus E. coli direkt, die
Ahnlichkeit (DNA-mimicking) zur DNA schiitzt vor der Wirkung der Chinolone (154). Zur
Bindung von QnrA und DNA ist weder die Abwesenheit relaxierter DNA notwendig, noch
Ciprofloxacin oder Energie in Form von ATP (Adenosin-Triphosphat). Die Anwesenheit von
Enzym, DNA und Chinolon Komplex ist nicht erforderlich. Der Qnr-Gyrase-Komplex wird
schneller geformt, als der Cleavage-Komplex. Chinolone binden erst spater im katalytischen
Zyklus und stabilisieren den terndren Komplex aus Chinolon-DNA-Gyrase. QnrA reduziert das
Ziel der (Fluor)chinolone indem es die Bindung von DNA-Gyrase und DNA reduziert (152-
154). Wie genau das Konkurrieren von QnrA und DNA um die Bindung der DNA-Gyrase, ohne

deren Funktionsminderung, funktioniert, ist noch nicht bekannt (126).

10
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Das Aktivitatsniveau der Qnr-Schutzproteine, welches durch die Hohe der Expression bedingt
und auch von Aminosauremodifikation beeinflusst wird, ist nur ein Aspekt der Wirkung der
Qnr-Schutzproteine sowie der Hohe der Resistenz, die durch sie vermittelt wird (129).
Letzten Endes ist die H6he der Resistenz von der Klasse der Qnr, vom Expressionsniveau und

der Promotorregion abhangig (129, 169).

1.2.3.2 Die FQ-spezifische Effluxpumpe QepA und die MDR-Effluxpumpe OqxAB

In den Jahren 2002, 2007 bzw. 2003 wurden bereits weitere FQ-Resistenz vermittelnde
Mechanismen beschrieben. Es handelte sich hier um die FQ-spezifischen Effluxpumpen

QepA1l (171) und QepA2 (25), sowie um die MDR-Effluxpumpe OgxAB (61).

QepA, spater als QepAl bezeichnet, wurde 2002, lokalisiert auf Plasmid pHPA, in E. coli C316
gefunden. QepAl besteht aus 511 Aminosauren und zeichnet sich durch einen GC-Gehalt
von 72 % aus. Zellen mit einer Kopie des gepAl-Gens zeigen eine signifikant reduzierte
Akkumulation gegeniiber Norfloxacin (171). Wahrend gepA1 von I1S26 flankiert und mit rmtB
assoziiert ist, ist gepA2 von ISCR3C flankiert und steht nicht in Assoziation mit einem
bestimmten Gen (126). QepA2 wurde in E. coli BicA gefunden (25). Analysen zeigten, dass
Nukleotid-Insertionen zu den Verdanderungen Ala99Gly und Vall34lle im Protein flhrten
(116, 171). QepAl und QepA2 pragen den gleichen Phanotyp aus (25). QepA verleiht eine
verminderte Empfindlichkeit gegeniber hydrophilen Fluorchinolonen wie Norfloxacin,
Ciprofloxacin und Enrofloxacin was mit einer 32- bis 64-fachen Erhohung der MHK
einhergeht (116, 171).

QepA gehort zur Familie der MFS(major-facilitator-superfamily) Membrantransporter und
besitzt 14 TMS(transmembrane segment) und 7 spezifische Motive A, B, C, D1, E, F und H
(171). Der Transporter arbeitet Fluorchinolon-spezifisch, untersuchte antimikrobielle
Substanzen wie Ampicillin, Erythromycin, Kanamycin oder Tetrazyklin zeigen keinen Effekt

(170).

OqxAB, eine weitere Effluxpumpe wurde 2003 auf einem konjugativen Plasmid, pOLA52
entdeckt. pOLA52 wurde in Escherichia coli aus Schweinegiille isoliert. OgxAB vermittelt
Resistenz gegen das Antibiotikum und Wachstumsférderer Olaquindox (145). Das Chinoxalin-
di-N-Oxid Olaquindox (Oqgx) ist ein weit verbreiteter Wachstumsférderer bei Schweinen (1),

dessen antibiotische Aktivitat auf der Induktion des Abbaus von DNA in proliferierenden und
11
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nicht proliferierenden Zellen liegt (148). Auch Resistenz gegen Ampicillin, Chloramphenicol
und Ciprofloxacin konnte gezeigt werden (60, 145). Die MDR-Effluxpumpe OgxAB gehort

zum RND(resistance-nodulation-division)-Typ (62).

1.2.3.3 Die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ lb-cr

Als weitere Ubertragbare Fluorchinolonresistenz wurde 2003 von Wang et al. ein neuer
Mechanismus beschrieben, der 2006 von Robicsek et al. ndaher dargestellt wurde. Es
handelte sich hierbei um eine neue Variante der Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ
Ib (AAC(6°)-Ib). Die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ Ib-cr (AAC(6°)-lb-cr, -cr flr
ciprofloxacin resistance) unterscheidet sich von AAC(6')-Ib durch zwei Mutationen (W102R
und D179Y) und ist in der Lage, neben Kanamycin, Tobramycin und Amikacin auch die
synthetisch hergestellten C7-piperazinyl-Fluorchinolone Ciprofloxacin und Norfloxacin zu

acetylieren und somit unwirksam zu machen (124, 165).

Diese Erkenntnis lieferte zwei Wendungen, denn in der Regel entstehen Antibiotikum-
inaktivierende Enzyme in Stammen, die selbst Antibiotikum-produzierend sind (38). Erstens
sind Fluorchinolone synthetisch hergestellte Wirkstoffe, die vor der Einflihrung in den
1960er Jahren keine Beriihrung mit Bakterien hatten. Zweitens existiert nun nur eine
Enzymvariante, die in der Lage ist, ein chemisch unterschiedliches, aber klinisch verwandtes

Substrat einer anderen Antibiotikaklasse zu acetylieren (85).

In ersten Untersuchungen von aac(6°)-lb-cr-positiven Stammen wurde festgestellt, dass es
zwischen der aac(6°)-1b-cr-Prévalenz und des Alters des Patienten, des Geschlechts des
Patienten oder des stationdren Zustands, keine Beziehung gibt. Des Weiteren gibt es keinen
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von gnrA, qnrB oder gnrS Gene und aac(6°)-Ib-cr
(115). In einer Studie von Ruiz et al. wurde das aac(6°)-Ib-cr Gen vor allem in Klasse 1
Integrons gefunden oder in Verbindung mit dem Transposon Tn1721 in E. coli und mit dem
aac(3)-11 Gen in Klebsiella (131). Bisher wurde nur von plasmidkodierten Kopien von aac(6°)-
Ib-cr berichtet (24, 123), 2012 wurde aac(6°)-Ib-cr nun zum ersten Mal chromosomal kodiert
beschrieben (131). Die Variante AAC(6°)-Ib-cr wurde bisher nur mit beiden Verdanderungen
(W102R und D179Y) gefunden. Versuche von Robicsek et al. zeigen, dass in vitro erzeugte
Mutanten mit einer D179Y-Mutation bereits einen um zwei Verdiinnungsstufen erhéhten

MHK-Wert von Ciprofloxacin besitzen (124).
12
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Die Aminoglykosid 6'-N-Acetyltransferasen AAC(6°)-Ib und dessen neue Variante AAC(6)-1b-
cr gehdren als Aminoglykosid N-Acetyltransferasen, kurz AgNAT, zur Familie der
GCN5(general control nonderepressible-5)-verwandten N’-Acetyltransferasen (GNAT

Superfamilie) (104, 158).

1.3 Die GNAT Superfamilie

1.3.1 Allgemeines

Die Familie der GNATs gehort zu den am besten untersuchten Proteinen innerhalb der
Gruppe der N-Acetyltransferasen. Ca. 140 Proteine gehoéren zu dieser Familie, unter
anderem auch eukaryontische Serotonin N-Acetyltransferasen (SNAT oder AANAT) oder
Histon N-Acetyltransferasen (HAT) (158), Transkriptionsaktivatoren aus Hefen oder
Tetrahymenen, wie zum Beispiel GCN5 (19) oder Hpa2 (7) und die humane P/CAF HAT (172).
Allgemein gesagt katalysieren Enzyme dieser Familie den Transfer einer Acetylgruppe eines

Acetyl-Coenzym A (Acetyl-KoA, Donor) zum primaren Amin eines Akzeptors (43).

1.3.2 Die Struktur der GNAT Superfamilie

Die priméare Sequenz der Proteine der GNAT Superfamilie besteht aus vier konservierten
Motiven von A bis D in folgender Anordnung vom N-Terminus zum C-Terminus: C, D, A und
B. (siehe Abbildung 1-5, Seite 16, Grau hinterlegte Sequenzen) Die beachtlichste
Konservierung betrifft die Motive A und B, die Motiv C und D sind hingegen am wenigsten
konserviert. Drei weiter Motive E-G sind zum Beispiel in der Aminoglykosid 6°-N-
Acetyltransferasen Typ ly bekannt. Trotz der funktionellen Variation dieser Enzyme ist die

Topologie der GNAT-Enzyme nahezu identisch (18, 43, 97, 112):

Die Faltung der Proteine (Sekundarstruktur) beginnt am N-Terminus mit einem B-Faltblatt
(B1) gefolgt von a-Helices al und a2 und drei antiparallel verlaufenden B-Faltblattstrukturen
B2, B3 und B4. Zentral folgt eine weitere a-Helix (a3) und ein flinftes B-Faltblatt (B5). Zuletzt
folgen eine vierte a-Helix (a4) und eine weiteres B-Faltblatt (B6), siehe Abbildung 1-4. Das in
Dunkelblau dargestellte B-Faltblatt am C-Terminus kann sowohl vom Monomer selbst, als
auch durch eine zweite Kette in einem Dimer gebildet werden. Das Faltblatt O am N-

Terminus ist nur sehr wenig konserviert (158).
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Abbildung 1-4 Topologie der Faltung von GNAT-Proteinen, aus Vetting et al. (158). Vom N-Terminus
beginnend mit den Sekundarstrukturen in Griin 1, al und a2, in Gelb B2, B3, in Rot a3 und B5 und
zuletzt in hellblau a4 und B6. B0 am N-Terminus ist nur wenig konserviert. Das in Dunkelblau
dargestellte B-Faltblatt am C-Terminus kann sowohl vom Monomer, als auch durch eine zweite Kette

eines Dimers gebildet werden.

1.3.3 Die Aminoglykosid N-Acetyltransferasen

Die Aminoglykosid N-Acetyltransferasen (AAC) vermitteln Resistenz gegeniiber
Aminoglykosid-Antibiotika (kurz Aminoglykosiden), ahnlich wie Aminoglykosid Kinasen
(Phosphotransferasen, APH) oder Adenyltransferasen (Aminoglykosid
Nukleotidyltransferasen, ANT). Wahrend APHs und ANTs einen Hydroxylrest (45) am
Aminoglykosid verdandern (O-Phosphorylierung, bzw. O-Adenylierung/O-Nukleotidylierung),
acetylieren AACs einen primaren Aminrest (R-NH,) am Aminoglykosid (N-Acetylierung) und
fihren somit zur Inaktivierung der Substanz (18).

Aminoglykosid modifizierende Enzyme sind in der Regel monofunktional, mit Ausnahme von
einigen bisher bekannten bifunktionellen Enzymen wie AAC(6')/APH(2") (36) (hier ist AAC(6")
gleich AAC(6°)-le (142)), ANT(3")-li/AAC(6')-1Id (83) und AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’(84).

Als Kofaktor der Aminoglykosid N-Acetyltransferasen dient Acetyl-Koenzym A, dessen
Pantotheinrest keilférmig zwischen den Faltblattern B4 und B5 gebunden ist (Acetyl-CoA
Bindestelle) (43, 146). Ahnlich wie bei anderen GNAT-Enzymen gehéren die B-Faltblitter 4
und 5, sowie die Helix a3 (zusammen als BapB-core bezeichnet) zum hochkonservierten Motiv
A (siehe Abbildung 1-5, Seite 16) (120). Dabei spielt B4 eine essentielle Rolle in der Bindung
des Acetyl-KoAs und besitzt Aminosauren, die wesentlich fir die katalytische Aktivitat sind

(158).
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Aminoglykosid N-Acetyltransferasen acetylieren regioselektiv die Positionen 1, 3, 2" und 6’
der Aminoglykoside. Danach werden die Enzyme in vier Hauptklassen eingeteilt: AAC(1),

AAC(3), AAC(2") und AAC(6"), jeweils benannt nach dem Ort der Acetylierung (18, 95, 160).

1.3.4 Die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferasen

Von den 6°-N-acetylierenden Transferasen existieren insgesamt drei Gruppen, die sich durch
ihr spezifisches Substratprofil unterscheiden (142):

(1) AAC(6°)-1, welches Resistenz gegeniiber Tobramycin, Dibekacin, Amikacin, 5-Episisomicin,
Netilmicin, 2'-N-Ethylnetilmicin und Sisomicin vermittelt,

(2) das bereits erwahnte bifunktionelle Enzym AAC(6')/APH(2"”), welches Resistenz
gegeniber Gentamicin, Tobramycin, Dibekacin, Netilmicin, 2’-N-Ethylnetilmicin, 6°-N-
Ethylnetilmicin, Amikacin, Isepamicin, 5-Episisomicin und Fortimicin vermittelt und zuletzt
(3) AAC(6')-1l, welches Resistenz gegeniiber Gentamicin, Tobramycin, Dibekacin, Netilmicin,

2’-N-Ethylnetilmicin und Sisomicin vermittelt (142).

Von Gruppe AAC(6°)-1 sind ca. 30 Untergruppen identifiziert (18), unter anderem AAC(6°)-la,
AAC(6)-Ic aus Serratia marcescens, AAC(6°)-Id, lokalisiert in Tn4000, AAC(6°)-le entspricht
dem aminoterminalen Teil von AAC(6’)/APH(2")), AAC(6°)-If, AAC(6°)-Ig und AAC(6°)-lh aus
Acinetobacter spp., sowie AAC(6°)-li aus Enterococcus faecium (142). Des Weiteren existieren
die Varianten AAC(6°)-1j, AAC(6")-1k, AAC(6')-IL, AAC(6')-Im, AAC(6°)-1g, AAC(6")-Ir, AAC(6')-Is,
AAC(6')-It, AAC(6')-lu, AAC(6)-lv, AAC(6°)-lw, AAC(6°)-Ix, AAC(6°)-ly, AAC(6')-Iz, sowie vier
Untergruppen von AAC(6°)-Il (18): AAC(6")-Ila, AAC(6')-IIb (23), AAC(6')-llc und AAC(6")-IId
(18). Am haufigsten vertreten ist die Untergruppe AAC(6')-Ib (Gruppe AAC(6°)-1), welche
hadufig als Genkassette in Klasse 1 Integrons (59), oder innerhalb von Transposons auf

Plasmiden lokalisiert ist (18).
1.3.5 Die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferasen Typ Ib

1.3.5.1 AAC(6°)-Ib, dessen Varianten und deren Eigenschaften

Von aac(6°)-1b (alt: aacA4) existieren verschiedene Varianten, die bereits ndher untersucht
wurden: aac(6°)-1b-cr (aacA4-cr) und aac(6°)-1b7 bzw. -1b8, sowie die Variante aac(6°)-Ib11
(23, 124). Die Proteine AAC(6°)-Ib7/8 und AAC(6°)-Ib11 unterscheiden sich von AAC(6°)-l1b

durch eine bzw. zwei Aminosduresubstitutionen, sowie durch ein verdndertes

15



Einleitung

Substratspektrum beziiglich Gentamicin und Amikacin (23). AAC(6')-Ib (im Folgenden auch
AAC(6')-Ib-wt benannt) besitzt die Kombination Q116/L117, AAC(6°)-1Ib7/8 besitzen die
Kombination Q116/S117 und AAC(6°)-Ib11 besitzt die Kombination L116/S117 (23)
(Proteinbezeichnung nach E. coli Stamm DJ33-7 Protein-Accession Nr. AEP16466). Die
Variante AAC(6°)-Ib-cr entspricht im Bereich 116/117 (Motiv A) der Wildtyp Form (AAC(6°)-
Ib-wt), also Q116/L117, vergleiche zum Beispiel Escherichia coli Stamm DJ33-7 Protein-
Accession Nr. AEP16466 (siehe Abbildung 1-5, Gelb hinterlegt) und Stamm 1387 (pHS1387)
Protein-Accession Nr. ACD56150 oder Enterobacter cloacae Stamm E79 Protein-Accession
Nr. ADU16118 und Klebsiella pneumoniae Stamm Kp51 Protein-Accession Nr. ADU16107.
AAC(6")-Ib-cr besitzt, aufgrund von zwei Aminosauresubstitutionen an den Positionen 102
und 179 (W102R und D179Y, vergleiche Abbildung 1-5, Tirkis hinterlegt) ein neues
Substratprofil: AAC(6°)-Ib-cr ist in der Lage neben Aminoglykosiden, die Fluorchinolone

Ciprofloxacin und Norfloxacin zusatzlich zu acetylieren, vergleiche Abschnitt 1.2.3.3, Seite 12

(124).

Motiv C

1 MSNAKTKLGI TKYSIVTNSN DSVTLRLMTE HDLAMLYEWL NRSMEWWG
Motiv D

51 GEEARPTLAD VQEQYLPSVL AQESVTPYIA MLNGEPIGYA QSWL.GSGD

102 116/117 Motiv A
101 GRWEEETDPGQYREBQLEAN ASRERENe) IRV YNRY/SNNEDPHAITe)
Motiv B 179

151 TDPSPSNLRA IRCYEKAGFE RQGTVTTPYG PAVYMVQTRQ ARERSDA*

Abbildung 1-5 Aminosduresequenz der Aminoglykoside 6 -N-Acetyltransferase Typ Ib-cr (AAC(6°)-
Ib-cr) des Escherichia coli Stammes DJ33-7 (Protein-Accession Nr. AEP16466), 199 aa (amino acid).
Grau hinterlegt sind die Motive C, D, A und B. Dunkelblau/Lila/Dunkelblau entspricht dem B4/a3/B5-
cores des Motivs A (120). Gelb hinterlegt sind die Aminosduren 116/117. Turkis hinterlegt sind die
Aminosauren 102 und 179. Rot dargestellt ist die Aminosdure D115.

Eine Erklarung, warum lediglich Ciprofloxacin und Norfloxacin von AAC(6')-Ib-cr acetyliert
werden konnen, findet sich auf molekularer Ebene. Ciprofloxacin und Norfloxacin besitzen
einen Piperazinring mit einem unsubstituierten sekundaren Amin (R-NH-R), welches in der
Reaktion acetyliert wird (124). Ublicherweise acetylieren die AAC(6°)-Enzyme die priméren 6-
Aminogruppen (R-NH,) des 6-Desoxy-6-Glucosaminrings von Aminoglykosiden (95).

Ahnlich wie bei AAC(6’)-Ib11 (23), geniigen bei der Variante AAC(6°)-lb-cr ebenfalls nur zwei

Mutationen, um das Substratprofil zu verdandern. Die Fluorchinolone Gatifloxacin oder
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Sparfloxacin beispielsweise, die an dem Piperazinring angrenzenden Kohlenstoffatom ein
oder mehrere Substitutionen besitzen, werden von AAC(6°)-lb-cr nicht acetyliert.
Perfloxacin, das am Stickstoffatom einen Substituenten besitzt, wirkt sogar als Inhibitor des
Enzyms (160).

Die Acetylierungsaktivitdit von AAC(6°)-lb-wt zeigt bei einem pH-Wert von 5,6 ein pH-
Optimum, wahrend AAC(6°)-Ib-cr ein pH-Optimum von pH 6,1 zur Acetylierung von
Aminoglykosiden und ein pH-Optimum von pH 7,7 zur Acetylierung von Fluorchinolonen

zeigt (160).

1.3.5.2 Essentielle Aminosauren von AAC(6°)-lb

In einem Alanin-Scanning Experiment mit AAC(6°)-lb-wt, indem zu untersuchende
Aminosauren in Alanin (A) mutiert wurden, konnte festgestellt werden, dass die
Substitutionen R112A, G113A und 1114A (Motiv A, B4) zu reduzierten MHK-Werten fir
Amikacin und zu relativ hohen MHK-Werten fiir Kanamycin fihren. Die Mutationen L118A
bzw. D115A (Motiv A, p4) flhren zu weniger (Restaktivitat) bzw. keiner
Acetylierungsaktivitdt. Die Aminosdure bzw. Position D115 (Abbildung 1-5, Seite 16, Rot
markiert) ist daher wesentlich fiir die enzymatische Aktivitat des Enzyms (120).

Die Mutationen F169L, F169A bzw. F169Y (Motiv B) beispielsweise flihren zu einem
thermosensitiven (keine Aktivitdt bei 42°C, reduzierte Aktivitat bei 37°C), einem Enzym mit
Aktivitatsverlust bzw. zu einem Enzym mit wenig Aktivitdt. Eine Verdanderung von Y164A
bzw. E165A (Motiv B) fiihrt zu einer Verdnderung der Aminoglykosidspezifitdt (Verlust der
Amikacinresistenz, wahrend die Kanamycinresistenz unverdndert bleibt) bzw. zu einem
Verlust der gesamten Acetylierungsaktivitat (29, 144) (Proteinbezeichnung nach E. coli

Stamm DJ33-7 Protein-Accession Nr. AEP16466).

1.3.5.3 Die Tertidrstrukturen von AAC(6°)-lb-wt und dessen Varianten

Das Enzym AAC(6')-lb-wt und dessen Variante AAC(6°)-lb-cr wurden als Monomer
auskristallisiert bzw. liegen in Losung als Monomer vor. Die Kristallisation von AAC(6°)-lb-cr
gelang nicht (104, 160). In Abbildung 1-6 (A) ist die monomere Tertidrstruktur des Enzyms
AAC(6")-Ib-wt abgebildet. Von AAC(6')-Ib11 ist bekannt, dass ein Gleichgewicht zwischen
Monomeren und Dimeren vorliegt (104). In Abbildung 1-6 (B) ist die Tertiarstruktur von

AAC(6)-Ib11 als Dimer in Uberlagerung mit AAC(6°)-Ib-wt (Monomer) abgebildet. Fiir die
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Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das Programm UCSF Chimera

1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

(A) (B)

Abbildung 1-6 (A) Darstellung der Tertidrstruktur von AAC(6°)-lb (PDB Nr. 2bue), kristallisiert mit
Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (CoA). (B) Tertiarstruktur von AAC(6°)-lb11 (in Blau, PDB Nr.
2pr8) in Uberlagerung mit AAC(6°)-Ib-wt (in Grau, kristallisiert mit Coenzym A (CoA) und
Ribostamycin (RIB), PDB Nr. 2bue).

Die Aminoglykosid-Bindestelle von AAC(6°)-Ib-wt

AAC(6")-Ib-wt mit Kanamycin (in Rosa, PDB Nr. 1v0c) zeigt, dass Ring Ill des Aminoglykosids,
direkt an der Schleife zwischen B3/B4 liegt (160). Die Seitenketten von L96 und S98 dieser
Schleife, erlauben die Interaktion von D100 mit S98 (nicht dargestellt) (160). In der
Kristallisation von AAC(6°)-lb-wt mit Ribostamycin (in Grau, PDB Nr. 2bue) und mit
Paromomycin (in Grin, PDB Nr. 2vqy) sind die Aminoglykoside von der B3/B4-Schleife
weggerichtet und D100 weicht in eine andere Richtung (160) (siehe Abbildung 1-7 (A)). Die
Aminosaure E73, welche an Ring Il (und IV) liegt (160), zeigt je nach Aminoglykosid eine
andere Konformation, vergleiche Abbildung 1-7 (B) mit Kanamycin und (C) mit Paromomycin.
Fiir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das Programm UCSF

Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.
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D100,

von PDB Nr. 2bue
und PDB Nr. 2vqy

(B)

Abbildung 1-7 Darstellung der iibereinandergelegten Tertidrstrukturen der terndren Komplexe von
(A) AAC(6°)-1b, kristallisiert mit Ribostamycin (in Grau, PDB Nr. 2bue), Kanamycin (in Rosa, PDB Nr.
1v0c) und Paromomycin (in Griin, PDB Nr. 2vqy). Die Aminosdure D100 zeigt in der Kristallstruktur
2bue mit Ribostamycin und 2vqy mit Paromomycin in eine andere Richtung als dieselbe Aminosaure
D100 in der Kristallisation mit Kanamycin 1vOc. Tertidrstrukturen von (B) AAC(6°)-lb (PDB Nr. 1v0Oc)
in Rosa, kristallisiert mit Kanamycin (KAN) sowie Acetyl-Coenzym A (ACoA) und (C) AAC(6°)-Ib (PDB
Nr.2vqgr) in Griin, kristallisiert mit Paromomycin (PAR) sowie Acetyl-Coenzym A (ACoA). Auch die
Aminosdure E73 nimmt, je nach Aminoglykosid, eine andere Konformation ein.

In der Aminoglykosid-Bindestelle (auch Akzeptor-Bindestelle genannt) von AAC(6°)-lb-wt
befinden sich insgesamt acht Aminosauren mit sauren Resten, die zu einer negativ
geladenen Seite — ideal fir die Anziehung und Interaktion von positiv geladenen
Aminoglykosiden — flihren (160). Die Aminosauren D115 und D152 (siehe Abbildung 1-8, in
Rot dargestellt) der aktiven Seite bilden mit den Ringen | und Il Interaktionen, wobei D115
als Protonenakzeptor wahrend der Reaktion funktioniert. D115 interagiert mit der polaren
6 'OH-Gruppe des Aminoglykosids, liegt auBerdem in idealer Geometrie zur Acetylgruppe
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und unterstitzt so den direkten Transfer der Acetylgruppe (katalytische Basis der Reaktion)
(160). Auch die Aminosdurereste W49 (al’/a2-Schleife) und W102 (B3/B4-Schleife) (siehe
Abbildung 1-8, in Pink dargestellt) gehen Interaktionen mit den Ringen | bzw. Il ein.
Aminosaurerest W103 (siehe Abbildung 1-8, in Pink dargestellt) bildet Hydrogenbindungen
mit dem 1-NHsz-Rest von Ring Il (160). Die Akzeptor-Bindestelle besitzt eine hochaffine
Bindestelle fir die strukturellen Eigenschaften der allgemein verwendeten Aminoglykoside,
dem 2-Desoxystreptamin-Ring (entspricht Ring Il). Fluorchinolone hingegen interagieren
nicht mit den gleichen Strukturmerkmalen der Aminoglykoside, Aminosdaure W49

beispielsweise interagiert mit dem Piperazinyl-Substituenten (160).

RIB, mit
Oberfldache

Abbildung 1-8 Darstellung der Tertidrstruktur von AAC(6°)-lb-wt in Kristallisation mit Ribostamycin,
bestehend aus Ring I-lll mit Oberflachengitter (RIB) und Coenzym A (CoA). Die Aminosduren D115
und D152 sind in Rot, die Aminosdauren W49, W102 und W103 sind in Pink, jeweils mit ihrer
Oberflache abgebildet. Fir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das
Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.
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Ein Unterschied der Enzyme AAC(6°)-1b-wt und AAC(6°)-1b11 ist die Position der Tryptophan-
Seitenkette W49. In AAC(6°)-Ib-wt wird durch die Interaktion von W49 (Abbildung 1-9 (A), in
Pink dargestellt) mit Q116 und L117 (Abbildung 1-9 (A), in Gelb dargestellt) eine a-helikale
Lasche geformt, diese fungiert als Deckel. In AAC(6°)-Ib11 wird die Interaktion von W49
durch die mutierten Aminosauren an Position 116/117 (L116/S117) verhindert, sodass die
Lasche (al’/a2-Schleife) hier flexibel bleibt, siehe Abbildung 1-9 (B). Die Aminosaure D115,
die auch als katalytische Basis bezeichnet wird, befindet sich direkt neben den mutierten
Aminosauren 116/117, was die duale Spezifitait von AAC(6°)-lIb-wt gegenliber Gentamicin
und Amikacin erkldrt (104, 160). Die Werte der minimalen Hemmkonzentration (MHK-
Werte) fiir AAC(6°)-Ib liegen bei 0,5 bzw. 16 pg/ml, fir AAC(6°)-1b7/8 bei 2-4 bzw. 1-2 pg/ml
und fur AAC(6°)-Ib11 bei 8 bzw. 16 pg/ml, jeweils gegentber Gentamicin bzw. Amikacin (23).

R102/Y179

(A) AAC(6')-1b (B) AAC(67)-Ib11

Abbildung 1-9 Vergleich der Tertidrstrukturen von (A) AAC(6°)-Ib (PDB Nr. 2bue), kristallisiert mit
Ribostamycin (RIB) sowie Coenzym A (CoA) und (B) AAC(6°)-lb11 (PDB Nr. 2pr8), hier als Monomer
dargestellt. Die Aminosauren Q116/L117 bzw. L116/S117 sind in Gelb dargestellt, die Aminosaure
W49 in Pink, die Aminosduren R102 und Y179 sind in Turkis und die Aminosdure D115 ist in Rot
dargestellt.

Die Aminosaure Y164 (siehe Abbildung 1-10, in Blau dargestellt) ist in Enzymen der GNAT
Superfamilie semikonserviert. Y164 protoniert hier die Sulfhydrylgruppe von Koenzym A
(160). Fur die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das Programm

UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.
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Acetyl-CoA

Abbildung 1-10 Darstellung der iibereinandergelegten Tertidrstrukturen der ternaren Komplexe
von AAC(6°)-1b, kristallisiert mit Ribostamycin und Coenzym A (in Grau, PDB Nr. 2bue), Kanamycin
und Acetyl-Coenzym A (in Rosa, PDB Nr. 1vOc) und Paromomycin und Acetyl-Coenzym A (in Griin,
PDB Nr. 2vqy) mit der Aminosaure Y164, dargestellt in Blau.

In AAC(6°)-1b-wt ist Aminosdure D179 (Abbildung 1-11, Tirkis) in der Schleife zwischen B6
und B7 lokalisiert. Die Seitenkette von D179 interagiert mit dem Aminoglykosid. Positive
Interaktionen finden auBerdem zwischen D179 mit Fluorchinolonen statt, jedoch findet eine
signifikant bessere Interaktion (m-Stapelwechselwirkungen der p-Orbitale) zwischen der
mutieren Aminosaure Y179, in AAC(6°)-lb-cr, mit den Fluorchinolonen statt (104, 160). Die
Aminosaure W102 in AAC(6')-lb-wt (siehe Abbildung 1-11, Turkis) liegt hingegen in der
Schleife zwischen B3 und P4, interagiert mit Ring Il des Aminoglykosids und mit den
Aminosauren P178 (siehe Abbildung 1-11, Orange) und D179 (siehe Abbildung 1-11, Turkis)
(160). Die mutierte Aminosdure R102 in AAC(6')-Ib-cr nimmt den gleichen Platz ein wie
W102 und interagiert ebenfalls mit Ring Il des Aminoglykosids (160). Die Guanidin-Gruppe
von R102 interagiert mit der Ketogruppe (-C=0) bzw. dem Carboxylat (-COO’) des

Fluorchinolons (104) bzw. interagiert mit dem Tyrosin an Position 179 (160).

Die Mutation D179Y ist verantwortlich fir die erhohte Affinitdt von AAC(6°)-lb-cr zu
Fluorchinolonen. Die Mutation W102R hingegen stabilisiert Konformation des Tyrosins und
sorgt fiir die Aufrechterhaltung der Interaktion der Schleifen B6/B7 und B3/B4 (160). Die
Aminosaureregion G50 bis A54 (siehe Abbildung 1-11, Blau) gehort zu einer hochflexiblen
Region, hierbei existieren Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen G50 und G51 mit dem

Pyridin-Ring des Chinolons (160).
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Abbildung 1-11 Darstellung der iibereinandergelegten Tertidrstrukturen der terndren Komplexe
von AAC(6°)-lIb, kristallisiert mit Ribostamycin und Coenzym A (in Grau, PDB Nr. 2bue), Kanamycin
und Acetyl-Coenzym A (in Rosa, PDB Nr. 1vOc) und Paromomycin und Acetyl-Coenzym A (in Griin,
PDB Nr. 2vqy). Die Aminoglykoside sind mit ihrem Oberflaichengitter dargestellt. Die
Aminosaureregion G50 bis AS51 ist in Blau, die Aminosduren W102 und D179 sind in Tirkis,
Aminosdure P178 ist in Orange gezeigt. Die genannten Aminosauren sind jeweils mit ihren
Oberflachen abgebildet. Fir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das

Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

Trotz der funktionalen Vielfalt der Enzyme und der enormen Abweichungen innerhalb der
Nukleotid- bzw. der Aminosduresequenz, sind Sekundar- auch Tertiarstruktur verschiedener
Aminoglykosid N-Acetyltransferasen nahezu identisch. Ein Vergleich der Kristallstrukturen
von AAC(3)-la und AAC(6°)-li beispielsweise zeigt, dass trotz begrenzter Sequenzhomologie
(<15%) die Faltung bemerkenswert dhnlich ist (21). AAC(6°)-1b-wt liegt, wie bereits gezeigt, in
monomeren Zustand vor, wahrend sich bei AAC(6°)-Ib11 ein Gleichgewicht von monomerer
und dimerer Form einstellt, vergleiche Abschnitt 1.3.5.3, Seite 17 (104, 160). Die
Kristallstrukturen der Enzyme AAC(3)-la (167), AAC(2')-Ic (157), AAC(6')-li (168), sowie
AAC(6")-ly (159) enthillen eine Funktion als Dimer. Das eukaryontische Enzym Hpa2, eine
Histon N-Acetyltransferase (HAT), zeigt zum Beispiel eine tetramere Struktur (7), dabei ist
AAC(6")-ly strukturell gesehen in hochsten MalRe identisch mit der Saccharomyces cerevisiae

(S. cerevisiae) HAT Hpa2 (159).
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1.3.6 Die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferasen Typ ly

1.3.6.1 Bedeutende Merkmale der Tertidrstruktur von AAC(6°)-ly

AAC(6")-ly aus S. enterica acetyliert regioselektiv 6’-Amin-Aminoglykoside (97, 159). Von
AAC(6°)-ly ist bekannt, dass es auRerdem die Acetyl-CoA abhangige selbst-a-N-Acetylierung
katalysiert und eukaryontische Histon-Proteine sowie das 21 Aminosaure grof3e, N-terminale
Peptid des humanen H3 Histons acetyliert (159). Das Histon H3 wird in der Regel von Histon

N-Acetyltransferasen (z. B. Hpa2) acetyliert (7).

In einem AAC(6°)-ly-Monomer sind neben den bekannten fiinf konservierten Motiven A-D
der GNAT Superfamilie, insgesamt drei weitere Motive E-G bekannt, siehe Abbildung 1-12
(97). Die in AAC(6°)-l-konservierten Tryptophanreste W14, W22 und W103 sind hier
ebenfalls vorhanden, wobei sich W103 in der prognostizierten Acetyl-KoA-Bindestelle
befindet (63). Die Position C109 ist in 12 AAC(6°)-I Enzymen konserviert, ebenso C70, welche
in den gleichen 12 Enzymen entweder einem Cystein (C) oder einem Threonin (T) entspricht
(97). Bei einer Untersuchung von AAC(6')-ly mit Tobramycin beeinflusste die Mutation
C109A allein jedoch nicht die Bindungsparameter, wdhrend eine Doppelmutation
C109A/C70A die Bindung der Aminoglykoside deutlich stort (97). Die Bindung von Acetyl-CoA
wird von den Mutationen nicht beeinflusst (63). Aminosaure D115 wird, wie in AAC(6°)-1b,

als generelle Base der Reaktion beschrieben (97, 159).

Motiv A
1  MDIRQMNKTH LEHWRGLRKQ LWRGHPDDAH LADGEEILQA DHEASIA
Motiv E Motiv B Motiv C
51 DGVAIGFADA SIREBYV¥NGC DSSPVVFLEG IFVLPSFRQR GVAGLIAAV
Motiv F Motiv D Motiv G

101 QRWGTNKGER|EMASDTSPEN TISQKVHQASFEETERYVIF YRKRC*

Abbildung 1-12 Aminosaduresequenz der Aminoglykoside 6°-N-Acetyltransferase Typ ly (AAC(6°)-ly)
des Salmonella enterica Stammes BM4362 (Protein-Accession Nr. AAF03532), 145 aa (amino acid).
Grau hinterlegt sind die Motive A, E, B, C, F, D und G. Das rote L signalisiert die Zugehorigkeit zu
Motiv D bzw. E. In Tirkis hinterlegt sind die Aminosduren Y66, E79 und E136. H25 ist in Pink markiert.
In Rot markiert ist die Aminosdure D115. Die Tryptophanreste W14, W22 und W103 sind in Gelb
markiert. In Griin markiert sind die Aminosauren C70 und C109. Unterstrichen ist die prognostizierte
Acetyl-KoA-Bindestelle.
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Die katalytisch aktive Form von AAC(6°)-ly ist ein Dimer, dass von zwei identischen
Monomeren gebildet wird (siehe Abbildung 1-13, Kette A in Schwarz, Kette B ist in Griin
dargestellt). Es entsteht ein kontinuierliches B-Faltblatt aus B1-6 des einen Monomers und
B6°-1" des benachbarten Monomers, hierbei ragt B6 des einen zwischen die B-Faltblatter B5’
und B6° des anderen Monomers (159). Fir die Visualisierung und Bearbeitung des

entstandenen Bildes wurde das Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

Abbildung 1-13 Tertidrstruktur von AAC(6°)-ly (PDB Nr. 1s3z), kristallisiert mit Ribostamycin (RIB)
und Coenzym A (KoA). Kette A ist in Schwarz dargestellt, Kette B ist in Griin dargestellt.

Betrachtet man die Bindung von Coenzym A und Ribostamycin in einem Monomer von
AAC(6')-ly, so liegt das 6'-Amin nahe am Schwefelatom des KoAs, was zur Regioselektivitat
des Enzyms passt und die chemischen Notwendigkeit fir den Acetyltranfer darstellt (159).
Bei der Acetylierungsreaktion greift das Amin direkt nukleophil das Thioester an (97).

Der Imidazolring von H25 (siehe Abbildung 1-14, in Lila markiert) ist mit dem Ribosering von
Ribostamycin verbunden. Die aromatischen Ringe von W22 und Y66" (siehe Abbildung 1-14,
in Tarkis markiert) liegen ober- und unterhalb des gebundenen Aminoglykosids. Die
Schleifen al/a2 (Kette A) und B3°/B4° (Kette B) die die Aminosduren W22 bzw. Y66’
lokalisiert sind, sind flexibel und erlauben somit verschiedenen Aminoglykosiden die
Bindung, was wiederum die breite Substratspezifitat von AAC(6°)-ly erklart (159).

Die Amino- und Hydroxylgruppen des primaren und zentralen Desoxystreptamin-Rings sind
in direktem Kontakt mit den Carboxylseitenketten von E79 (siehe Abbildung 1-14, in Tirkis
dargestellt), D115 (siehe Abbildung 1-14, in Rot dargestellt) und E136" (siehe Abbildung 1-14,
in Turkis dargestellt), was zur negativen Ladung des aktiven Zentrums fiihrt (159). Im aktiven

25




Einleitung

Zentrum, das durch einen langen anionischen Kanal an der Schnittstelle des einen
Monomers und des anderen Monomers™ gebildet wird, kdnnen Aminoglykoside und Peptide
binden (159). Das 6’Amin von Ribostamycin ist Uber eine Hydrogenbindung mit einem
Wasser-Molekiil verbunden. Das Wasser-Molekdl ist Gber eine weitere Hydrogenbindung
mit dem Karbonylrest des Riickgrates von D115 verbunden, was dafiir spricht, dass D115 als
zentrale Base interagiert (159). Vermutlich wird das Amin {ber das Wasser-Molekiil

deprotoniert, wahrend des nukleophilen Angriff wird dann das Thiolatanion protoniert (159).

Abbildung 1-14 Fokussierung der Tertiarstruktur von AAC(6°)-ly (PDB Nr. 1s3z) Kette A, kristallisiert
mit Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (KoA). Ribostamycin ist mit seinem Oberflachengitter
dargestellt. Die Aminosdauren W22 und Y66 sind in Tirkis mit ihrer Oberflaiche dargestellt,
Aminosdure E79 und E136 sind in Tlrkis markiert. Die zentrale Aminosaure D115 ist in Rot markiert,
in Lila ist die Aminosaure H25 dargestellt. Flir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen

Bildes wurde das Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

1.3.6.2 Vergleich der Tertidrstruktur von AAC(6°)-ly und der Histon N-Acetyltransferase
Hpa2

Das aktive Dimer von AAC(6)-ly ist strukturell dhnlich zur Histon N-Acetyltransferase Hpa2

(siehe Abbildung 1-15), trotz einer Sequenzidentitat der primaren Sequenz von 19,6 % (159).

Hpa2 bildet ebenfalls ein stabiles Dimer in Loésung und ein Tetramer bei der Bindung mit

Acetyl-Coenzym A (AKoA) (7). Fir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen

Bildes wurde das Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.
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Abbildung 1-15 Darstellung der iibereinandergelegten Tertiarstrukturen des ternaren Komplexes
von AAC(6°)-ly, kristallisiert mit Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (CoA) in Schwarz (PDB Nr. 1s3z)
und Hpa2, kristallisiert mit Acetyl-CoA (ACoA) in Blau (PDB Nr. 1gsm).

Wie in AAC(6°)-ly, wird das Hpa2 Dimer von zwei identischen Untereinheiten gebildet,
inklusive des Austauschs des Faltblattes B6 (159). Identisch sind auch die Bindung der
Aminoglykoside bzw. Peptide und die negative Oberfliche der Dimer-Schnittstelle. Ein
Hauptunterschied ist jedoch eine Deletion von drei Aminosauren in Hpa2 in der Schleife

zwischen B3 und B4 (159).

Wie bereits unter 1.3.6.1 beschrieben ist von AAC(6°)-ly bekannt, dass es die Acetyl-CoA
abhangige selbst-a-N-Acetylierung katalysiert und auch eukaryontische Histon-Proteine
sowie humane H3 N-terminale Peptide acetyliert. Dadurch wird vermutet das die
Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ Iy der evolutiondre Vorgdnger der
eukaryontischen Histon N-Acetyltransferase ist (159). In vitro acetyliert Hpa2 aus Hefen

spezifisch Lysinreste der Histone H3 und H4, mit einer Vorliebe fir K14 von Histon H3 (7).
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1.4 Zielstellung

Aus den zuvor dargelegten Fakten und in Anbetracht der enormen therapeutischen
Bedeutung der (Fluor)chinolone sowie aufgrund der Zunahme von plasmidkodierten
Resistenzmechanismen gegen Fluorchinolone in Kombination mit bereits vorhandenen
chromosomalen Resistenzmechanismen, ergaben sich folgende Zielstellungen der Arbeit.
Zum einen sollte geklart werden, wie wirksam Fluorchinolone der neuesten Generation, wie
zum Beispiel Finafloxacin, gegeniber bekannten chromosomalen und plasmidkodierten
Resistenzmechanismen im Vergleich zu 4&lteren Fluorchinolonen wie Ciprofloxacin,
Levofloxacin oder Moxifloxacin arbeitet und weiterhin, inwieweit der pH-Wert des
umgebenden Milieus die Aktivitdit des ,neuen” im Vergleich mit den ,alten”
(Fluor)chinolonen beeinflusst. Die nahezu perfekte Homologie von aac(6°)-1b und aac(6°)-1b-
cr legt nahe, dass letztere aus der urspriinglichen Form durch zwei Punktmutationen, die
jeweils zum Aminosdureaustausch fuhrten, entstanden ist. Plausibel dafiir anzunehmen ist
aullerdem, dass die Mutationen nacheinander erworben wurden. Die Variante AAC(6°)-1b-cr
wurde bisher nur mit beiden Veranderungen (W102R und D179Y) gefunden, obwohl
Vorversuche gezeigt hatten, dass in vitro erzeugte Einzelmutanten bereits bei einer D179Y-
Mutation einen um zwei Verdiinnungsstufen erhohten MHK-Wert von Ciprofloxacin besitzen
(124). Aus diesem Grund sollte untersucht werden, in welcher Reihenfolge die Mutationen
an den Positionen 102 bzw. 179 entstanden und wie der Selektionsdruck dafiir ausgesehen
haben konnte. Da von dem Enzym AAC(6’)-l Gber 30 natirlich vorkommende Varianten
existieren, die sehr hohe Ubereinstimmungen in Sekundir- und Tertidrstruktur
untereinander zeigen, ergibt sich die Frage, ob sich aus einem anderen Subtyp einer
Aminoglykosid N-Acetyltransferase (beispielsweise AAC(6°)-ly) eine AAC(6)-lb-cr-analoge
Modifikation entwickeln kann, die das Substratspektrum ebenso variiert. Da
Acetyltransferasen auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genaktivitat in
eukaryontischen Zellen spielen, indem zum Beispiel Histone modifiziert werden und da
bereits vermutet wurde, dass AAC(6')-ly der evolutiondre Vorganger der eukaryontischen
Histon N-Acetyltransferase ist, dient die Entwicklung einer AAC(6°)-lIb-cr-analogen
Modifikation dariiber hinaus als Modell fiir andere Vertreter aus der Gruppe der GCN5-
verwandten N’-Acetyltransferasen. Hieraus ldsst sich nicht nur das Risiko fiur die Entwicklung
von Breitspektrumresistenzen ableiten, sondern auch eine Prognose fiir die ,Lebensdauer”
von neuen Fluorchinolonen in der klinischen Anwendung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-1 Gerate und Verbrauchsmaterialien, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Gerate / Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Autoklav, Systec 3870 ELV

Systec GmbH, Wettenberg

Autoklav, Systec Media prep ®

Systec GmbH, Wettenberg

Biometra, Multigel-Long®, Gelkammer fir

Proteinseparation

Analytik Jena AG (Biometra), Jena

Brutschrank, Heraeus Function line

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Dosierschlauchpumpe, Dosierfix

Welatec Labortechnik GmbH, Marktheidenfeld

Einmal-Spritzen, Omnifix, 10 ml und 5 ml

Merck, Darmstadt; VWR

Gelelektrophoresekammer 100 ml, ComPhor Midi

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Gelelektrophoresekammer 400 ml, ComPhor Mt Maxi

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Gelelektrophoresekammer 50 ml, ComPhor Mini

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Glasperlen

Bastelzubehor, farbecht

Glasstabe (steril)

Glasblaser

heizbare Vakuumpumpe

Analytik Jena AG (Biometra), Jena

Impfose

VWR

LabMate, 0,5-10 pl Pipette

Abimed GmbH, Langenfeld

LabMate, 1000 pl Pipette

Abimed GmbH, Langenfeld

LabMate, 10-100 pl Pipette

Abimed GmbH, Langenfeld

Labopette elektronic 50-1000 pl, automatische

Pipettierhilfe Multistep, 1-Kanal

Hirschmann, Eberstadt

Labopette elektronic 50-1200 ul, automatische

Pipettierhilfe Multistep, 8-Kanal

Hirschmann, Eberstadt

Luminometer, Lucy 2

Anthos Labtec Instruments GmbH, Wals/Salzburg,

Austria

Mikrotiterplatten, 96 well, U-Form

VWR

NucleoSpin® Extract Il, Extraktion/Reinigung von PCR-

Fragmenten

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Nytran®, SPC, 0.45 Nylonmembran

Whatman®, tber Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
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Gerate / Verbrauchsmaterialien

Hersteller

PCR, Biometra T Gradient

Analytik Jena AG (Biometra), Jena

PCR, Biometra T personal

Analytik Jena AG (Biometra), Jena

PCR, Biometra T3

Analytik Jena AG (Biometra), Jena

Petrischalen mit Nocken

Sarstedt, Nimbrecht

pH-Meter

inolab Wissenschaftlich-Technische Werkstatten

GmbH (WTW), Weilheim

Photometer, Varian Cary 50 Spectrophotometer

Varian, Australien

Probenrohrchen + Schraubverschliisse, CryoPure

Tubes

Sarstedt, Nimbrecht

Probenréhrchen 0,2 ml, Multiply® -Pro

Sarstedt, Nimbrecht

Probenrohrchen 0,5 ml, Multiply® -Pro

Sarstedt, Nimbrecht

Probenrohrchen 1,5 ml, SafeSeal Micro Tubes

Sarstedt, Nimbrecht

Probenroéhrchen 15 ml,

Sarstedt, Nimbrecht

Probenréhrchen 2 ml SafeSeal Micro Tubes

Sarstedt, Nimbrecht

Probenrohrchen 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Rihrer, MR3001

Heidolph, Schwabach

Rihrer, RCT basic IKAMAG® safety control

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen

Schuttelinkubator, Certomat® H

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schittelinkubator, New Brunswick Scientific, C25

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, New

Brunswick Produkte, Wesseling-Berzdorf

Sequenzierung GenomelLab™ GeXP

Beckman & Coulter, Krefeld

Spannungsgeber, Consort E 143

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf

Spectrophotometer, NanoDrop ND-1000

ThermoFisher Scientific, NanoDrop products,

Wilmington, USA

Sterilfilter, Minisart 0,2 um, 26 mm

Sartorius AG, Gottingen

Sterilisator

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Transferpette®-8, 5-50ul, Pipettierhilfe, 8-Kanal

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim

Ultraschallbad, Merck Eurolab N.V. USR 18

Merck, Darmstadt

Ultraschallstab mit Sonotrode, Sonopuls

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin

Vortexer, Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Waage, Kern PLJ 2100-2M

Kern & Sohn GmbH Balingen-Frommern

Waage, Sartorius LA120S

Sartorius AG, Gottingen

Wasserbad, Julabo MWB

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

Wasserbad, Julabo MWB

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

Wasserbad, Julabo Shake Temp SW 22

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

Werkbank, Heraguard®

Heraeus Holding GmbH, Hanau
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Gerite / Verbrauchsmaterialien Hersteller

Werkbank, Herasafe® Heraeus Holding GmbH, Hanau

Whatman® Papier, Gel Blot Paper, GB003 Whatman®, tber Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Zentrifuge, Biofuge stratos Thermo Electron Heraeus Holding GmbH, Hanau

corporation

Zentrifuge, Microfuge® 16 Beckman & Coulter, Krefeld

Zentrifuge, Pico 11 Centrifuge Thermo Electron Heraeus Holding GmbH, Hanau

2.1.2 Software

Tabelle 2-2 In der vorliegenden Arbeit verwendete Software.

Anwendung Hersteller

Lucy Soft (Version 1.6) Anthos Labtec Instruments GmbH, Wals/Salzburg, Austria
NanoDrop ND-1000 V3.5.2 ThermoFisher Scientific, NanoDrop products, Wilmington, USA
UCSF Chimera Version 1.5.3 University of California, San Francisco

Varian Cary Series WinUV Varian, Australien

Vector NTI Advance™ 11 Invitrogen™, Karlsruhe

VisionCapt Vilber Lourmat Bio Version

EndNote X4 Thomson Reuters

2.1.3 Medien und Agar

Sowohl Medien als auch Agar (siehe Tabelle 2-3) wurden nach dem Losen bei 121 °C, 1 bar
Uberdruck fir 15 min autoklaviert. Zur Herstellung antibiotikahaltiger Agar-Platten wurde
dem Agar nach dem Autoklavieren und Abklhlen auf etwa 50 °C die Antibiotikalésung in

entsprechender Konzentration zugesetzt.

Tabelle 2-3 In der vorliegenden Arbeit verwendete Medien und Agar.

Medien / Agar Hersteller Herstellung

Chinablau-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe nach

Herstellerangaben

LB-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe nach

Herstellerangaben

Luria/Miller (LB-Medium)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe nach

Herstellerangaben

MH-Agar Merck, Darmstadt nach

Herstellerangaben
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Medien / Agar

Hersteller

Herstellung

Mueller-Hinton Bouillon

Difco™, Lawrence Kansas, USA / Carl Roth GmbH & Co. KG,

nach

(MH-Medium) Karlsruhe Herstellerangaben

SOB Medium 0,5 % Hefeextrakt. 2 % Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, Eigenherstellung
10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, pH 6,8 -7

SOC Medium 0,5 % Hefeextrakt. 2 % Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, Eigenherstellung

10 mM MgCl2, 10 mM MgS04, 20 mM Glucose

Standard I-N&hrbouillon
(NI-Medium)

Merck, Darmstadt

nach

Herstellerangaben

Standard Nahragar | (NI-

Agar)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

nach

Herstellerangaben

2.1.4 Enzyme

Tabelle 2-4 In der vorliegenden Arbeit verwendete Enzyme und Puffer.

Enzym

Puffer / Beschreibung

Hersteller

Thermosensitive Alkaline

Phosphatase, FastAP™

10 x FastAP™ Buffer

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Antarktische Phosphatase

10 x Antarctic Phosphatase Reaction

Buffer

New England Biolabs (NEB), Frankfurt

am Main

Dpnl

FastDigest®, 10 x FastDigest® Buffer

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

DreamTaq™ DNA Polymerase

10 x DreamTaq™ Buffer

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

EcoR1

FastDigest®, 10 x FastDigest® Buffer

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Exonuklease |

E. coli, 10 x reaction Buffer for

Exonuklease |

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Fokl FastDigest®, 10 x FastDigest® Buffer Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Hindlll 10 x NE Buffer 2 New England Biolabs (NEB), Frankfurt
am Main

Hinfl FastDigest®, 10 x Buffer R Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Lysozym - Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ndel FastDigest®, 10 x FastDigest® Buffer Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Phusion™ High-Fidelity DNA

Polymerase

5 x HF Buffer, 5 x GC-Buffer

Finnzymes, Espoo, Finnland

Quick Start Mix aus
Genomelab™ DTCS Quick
Start Kit

Sequencing Reaction Buffer aus

GenomelLab™ DTCS Quick Start Kit

Beckman & Coulter, Krefeld

RNase A

Qiagen GmbH, Hilden
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Enzym Puffer / Beschreibung Hersteller

T4 DNA Ligase 10 x T4 DNA Ligase Buffer Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, New
England Biolabs (NEB), Frankfurt am

Main

Taq DNA Polymerase 10 x ThermoPol Buffer New England Biolabs (NEB), Frankfurt

am Main

2.1.5 Chemikalien, Losungsmittel, fertige Puffer und Reagenzien

Tabelle 2-5 In der vorliegenden Arbeit verwendete Chemikalien, Losungsmittel, fertige Puffer und

Reagenzien.

Chemikalien Hersteller

[B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

1-Butanol Merck, Darmstadt

6-Aminocapronsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Agar-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BCIP/Puffer Lésung (10 x) (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat) Invitrogen TM, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin (BSA) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bromphenolblau Bio-Rad Laboratories GmbH,

Minchen

Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt

Cell Culture Lysis Reagent (CCLR) aus Luciferase Assay System Promega GmbH, Mannheim

Comassie Brilliant R-250 SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg

D(+)-Glukose-Monohydrat Merck, Darmstadt

dATP (100 mM/1) Invitrogen™, Karlsruhe

dCTP (100 mM/I) Invitrogen™, Karlsruhe

dGTP (100 mM/I) Invitrogen™, Karlsruhe

Di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) Merck, Darmstadt

Di-Methylsulfoxid (DMSQO) Merck, Darmstadt

dTTP (100 mM/1) Invitrogen™, Karlsruhe

EB-Puffer (Elution Buffer) Qiagen GmbH, Hilden

EDTA (Titriplex 111®)

Merck, Darmstadt

ELU-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

Elution-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting
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Chemikalien

Hersteller

EQU-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

Essigsaure 100 % p.a. (Eisessig)

Merck, Darmstadt

Ethanol (96 %)

Merck, Darmstadt

Ethanol abs. (98 %)

Merck, Darmstadt

Glucose Monohydrat

Merck, Darmstadt

Glycin Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen
Glykogen Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Glykogen aus GenomelLab™ DTCS Quick Start Kit

Beckman & Coulter, Krefeld

Glycerin (87 %)

Merck, Darmstadt

Glycerin (99 %)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hefeextrakt, granuliert

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

IPTG (Isopropyl-1-Thio-B-D-Galactopyranosid)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliumacetat

Merck, Darmstadt

Laktose-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Luciferase Assay Reagent (LAR) (Luciferase Assay Buffer und Luciferase

Assay Substrat) aus Luciferase Assay System Kit

Promega GmbH, Mannheim

LYS-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

Magermilchpulver (Bio)

Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Merck, Darmstadt

Methanol

Hausabfillung

Natriumacetat

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid-Platzchen

Grissing GmbH, Filsum

NBT Losung (10 x) (Nitroblue tetrazolium salt)

Invitrogen TM, Karlsruhe

NE-Buffer (Elutionspuffer) aus NucleoSpin® Extract Il

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

NEU-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

N-N Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

NT3-Buffer aus NucleoSpin® Extract Il

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

NT-Buffer aus NucleoSpin® Extract Il

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren
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Chemikalien

Hersteller

ortho-Phosphorsdure 85%

Merck, Darmstadt

PD1-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting

PD2-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting

PD3-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting

Phe-Arg [3-Naphthyl-amid Dihydrochlorid, Effluxpumpeninhibitor (EPI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Phenol/Chloroform/IAA (25:24:1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Polysucrose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

RES-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

Salzsdure 35-38 % z. A.

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

SLS (Formamid)

Genomelab™ DTCS Quick Start Kit,

Beckman & Coulter, Krefeld

SLS aus GenomelLab™ DTCS Quick Start Kit

Beckman & Coulter, Krefeld

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), 10 %

Serva Electrophoresis GmbH,

Heidelberg

Tris-Base

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

W1-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting

Wash-Buffer aus Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

SUD-LABORBEDARF GMBH, Gauting

WASH-Buffer aus NucleoBond® Xtra Midi Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren

X-Gal Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Xylencyanol Merck KGaA, Darmstadt

2.1.6 Antikorper

Tabelle 2-6 In der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper.

Name Hersteller

Anti-His (Cterm)/AP Ab

Invitrogen™, Karlsruhe
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2.1.7 Antibiotika

Tabelle 2-7 In der vorliegenden Arbeit verwendete Antibiotika mit Losemittel und
Herstellerangaben.

Name Losemittel / Bemerkung Hersteller

Amikacin Base A. dest Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KGaA, Miinchen
Ampicillin A. dest Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chloramphenicol

50 % Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ciprofloxacin HCI A. dest Bayer Business Services GmbH, Leverkusen
Finafloxacin-HCI A. dest MerLion Pharmaceuticals GmbH, Berlin
Gentamicin Sulfid Salz ~ A. dest Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Kanamycin A. dest Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Levofloxacin A. dest, dunkel aufbewahren Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt
Moxifloxacin A. dest Bayer Business Services GmbH, Leverkusen
Nalidixinsdure-Na A. dest, wenig NaOH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Norfloxacin A. dest, wenig NaOH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Rifampicin 100 % DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tetrazyklin 50 % Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.8 Oligonukleotide

Die in Tabelle 2-8 bis Tabelle 2-16 verwendeten Oligonukleotide wurden ausschlieBlich von

Invitrogen™, Karlsruhe bezogen.

Tabelle 2-8 Oligonukleotide zum Nachweis und zur Klonierung von gnrA.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis gnrA_fw 5 +24 TCAGCAAGAGGATTTCTCA (164)
Nachweis gnrA_rv_3"_+650 GGCAGCACTATGACTCCCA (164)
Klonierung Hindlll_Martinez for ATACAAGCTTCGGCAGTTAAAATTGGGGCT (128),
8722 modifiziert
Klonierung Hindlll_Martinez rev ATACAAGCTTGACCAGACTGCATAAGCAACAC (128),
9627 modifiziert
SSM-PCR pUC19-gnrAl-del-lacZz- CTTTATCAATAATATCCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG diese
for_+1382 Arbeit
SSM-PCR pUC19-gnrAl-del- ATGGATATTATTGATAAAGTTTTTCAGCAAGAGGATTTCTCA diese
LacZ-rev_+1159 Arbeit
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Tabelle 2-9 Oligonukleotide zum Nachweis und zur Klonierung von gnrs.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis gnrS1-3_NE_for (30) ATGGAAACCTACMRTCAYACA diese
Arbeit
Nachweis gnrS1-3_NE_rev (30) YTAGTCAGGAWAAACAACAAT diese
Arbeit
Klonierung gnrS_NE_Hindlll_for ATACAAGCTTGATGGAAACCTACAATCATACA diese
Arbeit
Klonierung gnrS_NE_Hindlll_rev ATACAAGCTTTTAGTCAGGATAAACAACAAT diese
Arbeit
SSM-PCR pUC19-gnrS-del-Lacz- GTATGATTGTAGGTTTCCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG diese
for_+1134 Arbeit
SSM-PCR pUC19-gnrS-del-LacZ- ATGGAAACCTACAATCATACATATCGGCACCACAACTTTTC diese
rev_+1110 Arbeit
Tabelle 2-10 Oligonukleotide zur Klonierung und zum Nachweis von gnrB.
Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis gnrB1-20_NE_for (30) ATGWYGYCATTACTGTAT diese
Arbeit
Nachweis gnrB1-20_NE_rev (30) YTARCCMATVAYMGCGATRCC diese
Arbeit
Klonierung gnrB_NE_ EcoR1_for ACGAATTCGATGACGCCATTACTGTAT diese
Arbeit
Klonierung gnrB_NE_ EcoR1_rev ACGAATTCCTAACCAATCACCGCGATGCC diese
Arbeit
SSM-PCR pUC19-gnrB1-del-LacZ- CAGTAATGGCGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG diese
for_+1157 Arbeit
SSM-PCR pUC19-qnrB1-del-lacz- ATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGTACAAATATG diese
rev_+1137 Arbeit

Tabelle 2-11 Oligonukleotide zum Nachweis von gepA.

Name Sequenz 5°-3° Referenz
gepA-R +584 fw CTTCCTGCCCGAGTATCGTG (170)
gepA-F +801 rev GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG (170)
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Tabelle 2-12 Oligonukleotide zum Nachweis und zur Klonierung von aac(6°)Ib.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz

Nachweis AAC6 + for ATGACTGAGCATGACCTTGC diese Arbeit
Nachweis AAC6 +519 rev TTAGGCATCACTGCGTGTTC diese Arbeit
Nachweis aac(6')-1b 5°-66 for ACAAAGTTAGGCATCACAAAGT diese Arbeit
Nachweis aac(6’)-1b 5°-36WOB for GTGACCAACWGCAACGATTCCG diese Arbeit
Klonierung Hindlll aac(6°) -66 for No.2 ATACAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACAAAGT diese Arbeit
Klonierung Hindlll aac(6’) +519 rev ACTATAAGCTTTTAGGCATCACTGCGTGTTC diese Arbeit

Tabelle 2-13 Oligonukleotide zur Deletion bzw. Insertion von Basen vor aac(6°)lb in pHPNE19-01,
pHPNE19-05, pHPNE19-06 und pHPNE19-07 durch SSM-PCR.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Deletion von 24 bp von LacZ in pUC19::aac(6°)-Ib-cr-66-45- CTTTGTGATGCCTAACTTTGTAGCTGTTTCC  diese
pHPNE19-01 LacZA+1+24for TGTGTGAAATTG Arbeit
pUC19::aac(6°)-Ib-cr-66-24rev ACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATC diese
GTGACCAACAGC Arbeit
Deletion von 24 bp von LacZ, 66 bp  pUC19::aac(6’)-Ib-cr+1+20- GCAAGGTCATGCTCAGTCATAGCTGTTTCC  diese
von AAC(6°)Ib in pHPNE19-01 LacZdel+1+24for TGTGTGAAATTG Arbeit
pUC19::aac(6’)-Ib-cr+1-+42rev ATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTAT  diese
GAGTGGCTAAAT Arbeit
Deletion von 24 bp von LacZ, pUC19::aacLacZ(+M)for CTTTGTGATGCCTAACTTTGTCATAGCTGTT  diese
Insertion von M bzw. MSNAK in TCCTGTGTGAAATTG Arbeit
pHPNE19-01, -05, -06,-07, je mit pUC19::aacLacZ(+MSNAK)for CTTTGTGATGCCTAACTTTGTTTTTGCGTTG  diese
pUC19::aac(6°)-1b-cr-66-24rev CTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG Arbeit

Tabelle 2-14 Oligonukleotide zur Einfiihrung der Mutationen an Position 102 und 179 in AAC(6")Ib
in pHPNE19-05.1, pHPNE19-06.1 und pHPNE19-07.1 durch SSM-PCR.

Name Sequenz 5°-3° Referenz

aac(6)-Ib_D179Y_for CCATGTACACGGCTGGACCATATGGGGTGGTTACGGTACCTTGC diese Arbeit
aac(6)-lb_D179Y_rev ATGGTCCAGCCGTGTACATGGTTCAAACACGCCAGGCATTCGA diese Arbeit
aac(6)-Ib_W102R_for CGGTTTCTTCTTCCCACCGTCCGTCCCCGCTTCCAAGAGC diese Arbeit
aac(6)-lb_W102R_rev GGTGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAG diese Arbeit
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Tabelle 2-15 Oligonukleotide zur Durchfiihrung der ARMS-PCR.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Detektion d. Austauschs von pHPNE19.05.1_ARMS_AS179 aac- GTACCGTAACCACCCAAG diese
GAT zu TAT an AS-Position 179 wt_+517 Arbeit

in Kombination mit pUC18_5-3 pHPNE19.01.1b_ARMS_AS179 aac- GTACCGTAACCACCCAAT diese

cr_+517 Arbeit
Detektion d. Austauschs von pHPNE19.01.1b_ARMS_AS102 aac- CGGTTTCTTCTTCCCATCG diese
CGG zu TGG an AS-Position 102 cr_+322 Arbeit
in Kombination mit pHPNE19.05.1_ARMS_AS102_aac- CGGTTTCTTCTTCCCATCA diese
lacZ+3396rev wt_+322 Arbeit

Tabelle 2-16 Oligonukleotide zum Nachweis und zur Klonierung von aac(6°)ly, sowie zur Deletion
der Aminosduren von LacZ in pHPNE19-04 vor aac(6°)ly durch SSM-PCR.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz

Nachweis aac(6)-ly+1for ATGGACATCAGGCAAATGAAC diese Arbeit

Nachweis aac(6)- TCAACAACGCTTTCGGTAG diese Arbeit
ly+438rev

Klonierung aac(6)- ATACAAGCTTATGGACATCAGGCAAATGAAC diese Arbeit
ly+1for_Hindlll

Klonierung aac(6)- ACTATAAGCTTTCAACAACGCTTTCGGTAG diese Arbeit

ly+438rev_Hindl
Il

SSM-PCR Del_LacZ_ly_for GTTCATTTGCCTGATGTCCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT  diese Arbeit
GTTATCC

SSM-PCR Del_LacZ_ly_rev ATGGACATCAGGCAAATGAACAAAACCCATCTGGAGCACT  diese Arbeit
GGCGCG
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Tabelle 2-17 Oligonukleotide zur Einfiihrung verschiedener Mutationen in pHPNE19-04, pHPNE19-
08 und pET-23::aac(6")-ly.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Mutation in AS-  aac(6’)ly_ GCTTTCGGTAGAAAATGACGCGCCTTGTTTCCTCAAATCC diese
Position 136 Glul36Arg_for Arbeit
aac(6)ly_ GCTTTCGGTAGAAAATGACGCGATATGTTTCCTCAAATCC diese
Glu136Tyr_for Arbeit
speziell fir aac(6’)ly_ CGCGTCATTTTCTACCGAAAGCGTTGTTGAAAGCTTGCATGC diese
pUC19 pUC19_rev Arbeit
aac(6”)ly- CGCGTCATTTTCTACCGAAAGCGTTGTCACCATCACCATCACCAT diese
speziell far pET23rev+458 Arbeit
pET23
Mutation an AS-  aac(6')ly_ GCGAACTGTCACAGCCATTGACACGATCGTGGCGGATTGAGG diese
Position 66 Tyr66Arg_for Arbeit
aac(6)ly_ GTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGG diese
rev_Mut Arbeit
Mutation an AS-  aac(6)ly_ GGGCGTCATCCGGGTGACCAGGCCGGAGCTGTTTTCGCAATC diese
Position 22 W22R_for_+803 Arbeit
aac(6)ly_ CCTGGTCACCCGGATGACGCCCATCTGGCGGACGGCGAAG diese
W22R_rev_+825 Arbeit
Mutation an AS-  aac(6)ly_ GAGGGGAGAACAAAAATACCATAAAGGAAAACCACGGGCG diese
Position 79 E79Y_for_+634 Arbeit
aac(6)ly_ GGTATTTTTGTTCTCCCCTCATTCCGTCAACGCGGCGTAGCG diese
E79Y _rev_+654 Arbeit

Tabelle 2-18 Oligonukleotide zum Nachweis von pPHB331 sowie pPHB331.1 und zur Einfiihrung der
Mutation in pPHB331 durch SSM-PCR-

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis lucB_5' CATTTCGAAGTATTCCGCGTACG (2)
Nachweis acrR_3 +126_EcoK12 GCCAGCTGCTTTTGCAATCT (12)
SSM-PCR pPHB331_+4578 T-G_for =~ TACATACATTTGTGAATGGATGTACCATAGCAC diese Arbeit
SSM-PCR pPHB331 +4596 rev CATTCACAAATGTATGTAAATCTAACGCCTGTAAA diese Arbeit
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Tabelle 2-19 Oligonukleotide fiir pUC18 und pUC19, sowie fiir die Detektion und Sequenzierung des

mar-Operons, von gyrA, acr und parC.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis von lacZ+3396rev GGCGCCCAATACGCAAACC (10)
pUC18/19 und Primerl_pUC18_5- GCATCAGGCGCCATTCG Yassin Farag,
Derivaten von 3 unveroffentlicht
pPHPNE19 -21 M13 TGTAAAACGACGGCCAGT Applied
BiosystemsTM,
Darmstadt
Nachweis und marR_3R4 ACTCGAAGCCATATCGTTCT Antje Schnasse,
Sequenzierung von unveroffentlicht
marCRAB marR_5R4 CGGCACTGTTCATGTTGCCT Antje Schnasse,
unveroffentlicht
marC_marl AGTGACACTCGAAGAACAGACGC (141)
marB_M61 CCCCGAGATGTCGGGGCCAG Antje Schnasse,
unveroffentlicht
marCRAB 3' GGTGCGGTGCTCATTATGAC (10)
Nachweis und gyrA 3-1 GGAATTTTGGTTGGCATGACGTCCGGA Antje Schnasse,
Sequenzierung von unveroffentlicht
gyrA gyrA 5-1 CCGAATTCGGGATACAGTAGAGGGATAGC Antje Schnasse,

unveroffentlicht

Nachweis und
Sequenzierung von

acrR

acrR IS antisense CCTGAGAGCATCAGAACG Jing Yuan,
unveroffentlicht
acrR IS Sense CGACGCAGTGAACCAGAA Jing Yuan,

unveroffentlicht

Nachweis und
Sequenzierung von

parC

parCS

GTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTG

(64)

parCU

ACCGGGATTCGGTGTAACGCATTGC

(64)

Tabelle 2-20 Oligonukleotide zum Nachweis verschiedener Typen von aac(6°)I.

Verwendung Name Sequenz 5°-3° Referenz
Nachweis von aac(6’)Ic aac(6)-lc for +1 ATGATCGTCATCTGCGACCAC diese Arbeit
aac(6)-Ic rev +438 GCCCAGCGTTTTGCGGTAAAAC diese Arbeit
Nachweis von aac(6’)If aac(6)-If for +1 ATGGATGAAGCTTCTTTGAGC diese Arbeit
aac(6)-If rev +432 ACCAGCTATTCTTTTTCTG diese Arbeit
Nachweis von aac(6’)IL aac(6)-IL for +1 ATGGATAGTTCGCCGCTCGTC diese Arbeit
aac(6)-IL rev +456 CAACGGTTTCCGGAAGCAGCG diese Arbeit
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Nachweis von aac(6’)im aac(6’)-Im for +1 ATGTTGGAAAAAAAGCGAGT diese Arbeit
aac(6’)-Im rev +534 CACTCTCCATTCCATCAGC diese Arbeit
Nachweis von aac(6')lq aac(6’)-lq for +202 WOB GGMTTAAGGCCRATGTAC diese Arbeit
aac(6’)-lg rev +537 WOB CCACATCCAWATATCTGG diese Arbeit
Nachweis von aac(6°)l aac(6)-1l for +1 ATGTCCGCGAGCACCCcccCcC diese Arbeit
aac(6)-ll rev +552 GGCAACACCGCGCTTTCTCTCG diese Arbeit

2.1.9 Degeneration der Primer

Die degenerierten Primer in Abschnitt 2.1.8 sind mit dem Kiirzel WOB gekennzeichnet.

Folgende Tabelle 2-21 zeigt die Ubersetzung der in diesen Primern benutzten Buchstaben fiir

die Variation von Basen an einer bestimmten Position.

Tabelle 2-21 In der Arbeit verwendeter Code aus http://www.invitrogen.com zur Degeneration der

Primer.

Wobble-Code Basen Wobble-Code Basen

\" A+C+G K T+G

D A+T+G M A+C

B T+C+G Y C+T

H A+T+C R A+G

w A+T N A+G+C+T

S C+G -

2.1.10 Bakterienstamme

Tabelle 2-22 In der vorliegenden Arbeit verwendete Bakterienstimme.

Stamm GK Beschreibung / Genotyp Referenz

E. coli JIM109 3154 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+), relAl, Promega GmbH,
supE44, A(lac-proAB), [F’ traD36, proAB, laqlqZAM15] Mannheim

E. coli 2951 klinisches Isolat aus England, aac(6°)-Ib-cr positiv, Lac®  R. Hope, London

E. coli 2850 klinisches Isolat aus England, aac(6°)-Ib positiv, gnrA- R. Hope, London
positiv, Lac’

E. coli 2851 klinisches Isolat aus England, aac(6°)-Ib11 positiv, Lac’ R. Hope, London

E. coli 2894 klinisches Isolat aus England, aac(6°)-Ib7 positiv, gnrA-  R. Hope, London
positiv, Lac”

E. coli 2895 klinisches Isolat aus England, aac(6°)-Ib-cr positiv, Lac®  R. Hope, London

K. pneumoniae 3109 mit pMG252, gnrA1 positiv (100)

UAB 1
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Stamm GK Beschreibung / Genotyp Referenz

K. pneumoniae 3110 gnrB1 positiv (76)

E. coli IM109 3124 mit gnrS1 aus pINF5 von aus S. enterica serovar (82)
infantis

E. coli IM109 3184 mit pSTV28::qepA, gepA aus pHPA von E. coli C316 (171)

E. coli WT 571 Stuhlisolat einer gesunden Person ohne Kontakt mit (65)
Fluorchinolonen

E. coli MI 572  WT mit gyrAS83L, in vitro selektiert (65)

E. coli Ml 573  WT mit gyrAS83L, marRA175bp, in vitro selektiert (65)

E. coliWT 3.2 643  WT mit gyrAD87G, in vitro selektiert (11)

E. coli WT-3 644  WT mit gyrAS83L, gyrAD87G, in vitro selektiert (11)

E. coliWT-4-M35 895  WT mit gyrAD87G, parCS80l, in vitro selektiert (37)

E. coli WT-IlI 3009 WT mit marRA74bp, in vitro selektiert (37)

E. coli K12 3106 F-, ara-600, yafC502::Tn10, dnaQ905, A(gpt-lac)s, A-, (106)

CSH116 relA1?, spoT1?, thi-1

E. coliK12 - 1. Schritt Mutante aus E. coli K12 CSH116 diese Arbeit

CSH116 64-8

E. coli K12 - 2. Schritt Mutante aus E. coli K12 CSH116 64-8 diese Arbeit

CSH116 64-8-33

E. coli DH50a K12 3001 pPHB331 (103)

pPHB331

E. coliBL21 (DE3) 3302 F-,ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl Mobarak AbuMraheil,
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Uni GieRRen

E. coli K12 93 Rezipient, Lac’ -

W3110R

E. coliJIM109 (GK 3291 pUC19 aus E. coli IM83 (GK 326) diese Arbeit

3154) puC19

E. coliIM109 (GK - pUC18 von Invitrogen™, Karlsruhe diese Arbeit

3154) pUC18

E. coliIM109 (GK 3486 pHPNE18-01 diese Arbeit

3154) pHPNE18-
01

ara-600 = Arabinose kann nicht metabolisiert werden; decm = zur Cytosinmethylierung; dnaQ905 = Mutation in
der e-Untereinheit des DNA Polymerase lll Holoenzyms; endA1 = Endonuklease |; F* = F-Plasmide vorhanden,
enthalt chromosomale Gene; gal = zur Galaktoseverwertung; gyrA96 = Mutation in der DNA-Gyrase, vermittelt
Nalidixinsdure Resistenz; hsdR17 = hsd kodiert fir ein Typ | Restriktionsenzym, Funktion der Mutation
unbekannt; hsdSB(rB- mB-) = hsd kodiert fir ein Typ | Restriktionsenzym, Funktion der Mutation unbekannt;

lacl = kodiert fir den Lac-Repressor; laqZAM15 = partielle Deletion des lacZ-Gens, diese erlaubt a-
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Komplementation des B-Galaktosidasegens, welche fir Blau/WeiR Selektion relevant ist; lon = kodiert fur eine
lonenprotease; ompT = kodiert fur die Proteinprotease VIl (Quter Membrane Protein); proAB = erfordert Prolin;
recAl = Reduziert das Vorkommen von Rekombination bei der Klonierung bzw. Transformation von DNA, die
Zellen sind UV-Empfindlich und besitzen ein mangelhaftes DNA-Reparatursystem; relA1 = erlaubt keine RNA
Synthese bei Nichtvorhandensein von Protein Synthese; supE44 = oder ginV, kodiert fiir tRNA-GIn(CUG),
suppression des Amberstopcodons (UAG); thi = erfordert Thiamin; traD36 = Eliminierung des Transferfaktor;

yafC = HTH-Typ Transkriptionsregulator; aus http://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes.

2.1.11 Plasmide

PHPNExx-yy (p = Plasmid, HP = Hamburg, Pharmazeutische Biologie, NE = Konstruiert von
Nadine Emrich, xx = interne Nummer fir Ausgangsvektoren (z.B. 19 fir pUC19, 23 fir

pET23), yy = Projekt und laufende Nummer).

Tabelle 2-23 In der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmide.

Name Plasmid Beschreibung Referenz
pET23::aac(6’)ly pET23::aac(6’)ly-His6 Plasmid von Dr. M. Vetting, New (159)
York
pHPNE18-01 pUC18::qnrB gnrB1 aus GK 3110 diese Arbeit
pHPNE18-01.1 pUC18::qnrBALacZ LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-01 pUC19::aac(6’)lb-cr aac(6°)Ib-cr aus GK 2951, in frame diese Arbeit
mit LacZ
pHPNE19-01.1 pUC19::aac(6’)Ib-crALacZ LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-01.1a pUC19::aac(6’)lb-crALacZ LacZ deletiert, M vorgeschaltet diese Arbeit
pHPNE19-01.1b  pUC19::aac(6’)lb-crALacZ LacZ deletiert, MSNAK vorgeschaltet  diese Arbeit
pHPNE19-01.2 pUC19::aac(6’)Ib-crALacZ LacZ und 66bp von aac(6°)-1b-cr diese Arbeit
deletiert
pHPNE19-02 pUC19::gnrAl gnrAl aus pMG252, mit eigenem diese Arbeit
Promotor kloniert
pHPNE19-02.1 pUC19::qnrAlAlLacZ LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-03 pUC19::qnrS1 gnrS1 aus pINF5, in frame mit LacZ diese Arbeit
pHPNE19-03.1 pUC19::qnrS1ALacZ LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-04 pUC19::aac(6’)ly aac(6’)ly aus pET23::aac(6’)ly, in diese Arbeit
frame mit LacZ
pHPNE19-04.1 pUC19::aac(6”)ly-E136R in frame mit LacZ diese Arbeit
pHPNE19-04.2 pUC19::aac(6’)ly-E136Y in frame mit LacZ diese Arbeit
pHPNE19-04.2a pUC19::aac(6’)ly-E136Y/Y66R in frame mit LacZ diese Arbeit
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Name Plasmid Beschreibung Referenz
pHPNE19-05 pUC19::aac(6’)lb aac(6°)lb aus GK 2850, in frame mit diese Arbeit
LacZ
pHPNE19-05.1 pUC19::aac(6”)IbALacZ LacZ deletiert, MSNAK vorgeschaltet diese Arbeit
pHPNE19-05.1a pUC19::aac(6’)IbALacZ-W102R pHPNE19-05.1 mit W102R diese Arbeit
pHPNE19-05.1b  pUC19::aac(6’)IbALacZ-D179Y pHPNE19-05.1 mit D179Y diese Arbeit
pHPNE19-06 pUC19::aac(6’)Ib7 aac(6’)Ib7 aus GK 2894, in frame mit  diese Arbeit
LacZ
pHPNE19-06.1 pUC19::aac(6”)Ib7ALacZ LacZ deletiert, MSNAK vorgeschaltet diese Arbeit
pHPNE19-06.1a pUC19::aac(6’)Ib7ALacZ-W102R  pHPNE19-06.1 mit W102R diese Arbeit
pHPNE19-06.1b  pUC19::aac(6’)Ib7ALacZ-D179Y pHPNE19-06.1 mit D179Y diese Arbeit
pHPNE19-06.1c  pUC19::aac(6’)lb7ALacZ-cr pHPNE19-06.1 mit W102R und diese Arbeit
D179Y
pHPNE19-07 pUC19::aac(6”)Ib11 aac(6’)Ib11 aus GK 2851, in frame diese Arbeit
mit LacZ
pHPNE19-07.1 pUC19::aac(6”)Ib11ALacZ LacZ deletiert, MSNAK vorgeschaltet diese Arbeit
pHPNE19-07.1a pUC19::aac(6’)Ib11ALacZ- pHPNE19-07.1 mit W102R diese Arbeit
W102R
pHPNE19-07.1b  pUC19::aac(6’)Ib11ALacZ-D179Y pHPNE19-07.1 mit D179Y diese Arbeit
pHPNE19-07.1c  pUC19::aac(6’)lb11ALacZ-cr pHPNE19-07.1 mit W102R und diese Arbeit
D179Y
pHPNE19-08 pUC19::aac(6’)lyALacZ pHPNE19-04, LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-08.02 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-Y66R-II pHPNE19-08 mit Y66R diese Arbeit
pHPNE19-08.03 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-E79Y-III pHPNE19-08 mit E79Y diese Arbeit
pHPNE19-08.04 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-E136R- pHPNE19-04.1, LacZ deletiert diese Arbeit
\%
pHPNE19-08.05 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-E136Y-V  pHPNE19-04.2, LacZ deletiert diese Arbeit
pHPNE19-08.06 pUC19::aac(6’)-lyALacZ- pHPNE19-08.04 mit E79Y diese Arbeit
E79Y/E136R-VI
pHPNE19-08.07 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-W22R- pHPNE19-08.03 mit W22R diese Arbeit
E79Y-VII
pHPNE19-08.08 pUC19::aac(6’)-lyALacZ- pHPNE19-08.03 mit Y66R diese Arbeit
Y66R/E79Y-VIII
pHPNE19-08.09 pUC19::aac(6’)-lyALacZ- pHPNE19-04.2a, LacZ deletiert diese Arbeit
Y66R/E136Y-IX
pHPNE19-08.10 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-W22R- pHPNE19-08.05 mit W22R diese Arbeit

E136Y-X
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Name Plasmid Beschreibung Referenz

pHPNE19-08-01 pUC19::aac(6’)-lyALacZ-W22R-I  pHPNE19-08 mit W22R diese Arbeit

pHPNE23-1 pET23::aac(6’)ly-His6-W22R pET23::aac(6’)ly mit W22R diese Arbeit

pHPNE23-1a pET23::aac(6’)ly-His6- pHPNE23-1 mit E136Y diese Arbeit
W22R/E136Y

pHPNE23-2 pET23::aac(6’)ly-His6-Y66R pET23::aac(6’)ly mit Y66R diese Arbeit

pHPNE23-2a pET23::aac(6’)ly-His6- pHPNE23-2 mit E79Y diese Arbeit
Y66R/E79Y

pHPNE23-2b pET23::aac(6’)ly-His6- pHPNE23-2 mit E136Y diese Arbeit
Y66R/E136Y

pHPNE23-3 pET23::aac(6’)ly-His6-E79Y pET23::aac(6’)ly mit E79Y diese Arbeit

pHPNE23-3a pET23::aac(6’)ly-His6- pHPNE23-3 mit E136R diese Arbeit
E79Y/E136R

pHPNE23-3b pPET23::aac(6’)ly-His6- pHPNE23-3 mit W22R diese Arbeit
E79Y/W22R

pHPNE23-4 pET23::aac(6’)ly-His6-E136R pET23::aac(6’)ly mit E136R diese Arbeit

pHPNE23-5 pET23::aac(6’)ly-His6-E136Y pET23::aac(6’)ly mit E136Y diese Arbeit

pPHB331 pBR322::pacrAB-luc bla-Gen ging bei der Konstruktion (103)

verloren
pPHB331.1 pBR322::pacrABA-luc pPHB331 mit PacrABT>G diese Arbeit
pUC18 pUC18 - Invitrogen™,
Karlsruhe
pUC19 pUC19 - Invitrogen™,

Karlsruhe

2.1.12GroRenstandards fiir DNA- und Proteingele

Tabelle 2-24 In der vorliegenden Arbeit verwendete GroRRenstandards fiir DNA- und Proteingele.

Name

Hersteller

Verwendet fiir

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ready-to-use

Fermentas GmbH, St. Leon

DNA-

Agarosegele

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-

use

Fermentas GmbH, St. Leon

DNA-

Agarosegele

SmartLadder, 200 bp — 10000 bp

Eurogentec S.A., Seraing

DNA-

Agarosegele

A DNA-Hindlll Digest

Main

New England Biolabs (NEB), Frankfurt am

DNA-

Agarosegele

PageRuler™ Unstained Protein Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon

PAG-Gele
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Abbildung 2-1 zeigt jeweils das Bandenmuster und die dazugehorigen GrofRe der

verwendeten GrofRenmarker.
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Abbildung 2-1 Bilder der GroBenstandards mit Angaben der GroBen. (A) GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder, ready-to-use, (B) GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use, (C) SmartLadder, (D) A
DNA-Hindlll Digest, (E) PageRuler™ Unstained Protein Ladder.
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1.1 Glycerinkulturen

Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterienzellen wurden Glycerinkulturen hergestellt
und diese bei -80 °C gelagert. Dazu wurden zundchst 0,5 ml NI-Medium mit 0,25 ml 87 %
Glycerin gemischt und in ein 2 ml SafeSeal Micro Tube Probenréhrchen mit ca. 10 Glasperlen
pipettiert. Nach dem Autoklavieren konnten die R6hrchen benutzt werden. Von einer frisch
bewachsenen Platte wurden zwei bis drei Kolonien mit einem sterilen Glasstab gepickt, in
die Glasperlen untergerihrt und bei Raumtemperatur fir ca. 30 min unter der sterilen
Werkbank inkubiert. AnschlieBend wurde die Flssigkeit abgenommen und die Réhrchen bei
-80 °C aufbewahrt.

Zur Aufbewahrung der Zellpopulationen, die bei der Selektion in Fllssigkultur entstanden
waren, wurde 1 ml der Bakterienkultur mit 87% Glycerin gemischt (Endkonzentration von 30

%) und bei -80°C gelagert.

2.2.1.2 Stammhaltung

Eine Perle der Glycerinkulturen wurde mit einer abgeflammten Impfése auf eine sterile
Agarplatte ohne Selektionsmedium gegeben, fraktioniert ausgestrichen und bei
entsprechender Temperatur im Brutschrank ber Nacht angezogen. Am folgenden Tag
wurde bei Bedarf eine Einzelkolonie auf eine Selektionsagarplatte ausgestrichen und erneut

inkubiert. Die Platten wurden bei 4 °C aufbewahrt und fir maximal 6 Wochen verwendet.

2.2.1.3 Agarplatten und Medienherstellung

Zur Herstellung von Agarplatten sowie Medien wurden die jeweiligen Herstellerbedingungen

beachtet.

2.2.1.4 IPTG/X-Gal Platten fur das Blau-WeiR-Screening

Ein einfacher und sicherer Weg zur positiven Selektion einer Ligation wurde die Methode der
Alpha-Komplementation (89, 155) herangezogen. Die Plasmide pUC18 als auch pUC19 (173),
die in dieser Arbeit zur Klonierung verschiedener Gene herangezogen wurden, besitzen
einen durch Laktose/IPTG induzierbaren Promotor Plac, 5° zur Sequenz, die das N-terminale

Ende der B-Galaktosidase (lacZ), bezeichnet als Alpha-(a)-Peptid, kodiert. IPTG, ein Laktose-
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Analoga, oder Laktose selbst inhibieren den lac-Repressor (kodiert durch lacl), was zur
Expression des a-Peptids der R-Galaktosidase und des Omega-(w)-Fragment, dem C-
Terminus der B-Galaktosidase, fiihrt. Das w-Fragment ist meist auf einem F’-Plasmid kodiert,
welches sich beispielsweise in E. coli IM109-Zellen befindet. Das a-Peptid bildet mit dem w-
Fragment eine funktionsfahige B-Galaktosidase. Wurde das a-Peptid durch das Einfligen
eines Inserts unterbrochen und der Leserahmen verschoben, entsteht keine funktionsfahige
B-Galaktosidase, somit bleiben rekombinante Kolonien, auf einer Selektivagarplatte mit X-
Gal (und IPTG) weiB. Nicht-rekombinante Kolonien exprimieren eine funktionsfahige (-
Galaktosidase, die wiederum das Galaktosid X-Gal spaltet, dadurch sind die Kolonien blau
eingefarbt (121).

Der Ansatz der Transformation von E. coli JM109-Zellen mit pUC18/pUC19-Vektoren wurde
auf einer Selektivagarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum, in diesem Fall Ampicillin
in einer Konzentration von 50-100 pg/l, sowie IPTG und X-Gal ausplattiert.

Zur Herstellung von IPTG/X-Gal-Platten wurden auf eine fertige Selektivagarplatte 7 ul einer
20 %igen IPTG-Losung, 40 ul einer 2 %igen X-Gal-Losung sowie 53 pl steriles LB-Medium
verteilt. Das entsprach einer Endkonzentration von 14 pg IPTG und 8 ug X-Gal pro Platte (ca.
20 ml).

2 % X- Gal Stocklosung

20 mg X-Gal wurden in 1000 pl N-N Dimethylformamid (DMF) gel6st (Lichtempfindlich).

20 % IPTG Stocklosung

200 mg IPTG wurden in 1000 pl H,0 gel6st und anschlieBend steril filtriert.

2.2.1.5 Herstellung von Medium und Agarplatten mit einem pH-Wert von 5,8 bzw. 7,2

Zur Durchfiihrung der MHK-Bestimmung mit Finafloxacin, sowie zur Selektion von Stammen
mit Finafloxacin wurde Medium bzw. Agarplatten mit einem pH-Wert von 5,8 bzw. 7,2
bendtigt.

Dazu wurde das nach Herstellerangaben geloste Medium mit konzentrierter Salzsaure auf
einen pH-Wert von 5,6 bzw. 7,0 eingestellt und autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatten
wurde ebenfalls Medium geldst und entsprechend mit konzentrierter Salzsdure eingestellt.

AnschlieBend wurde 1,5 % Agar-Agar hinzugegeben und autoklaviert.
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2.2.1.6 Herstellung von Calciumchlorid-kompetenten E. coli Zellen fiir Transformation

Um E. coli Zellen fir die Aufnahme von DNA vorzubereiten, wurden die Zellen mit einer
Calciumchlorid-Lsung (CaCl,-Lésung) behandelt. Ein Uberschuss an Calcium-Kationen (Ca*),
die sich in negativ geladene Membran einlagern, verandert die Durchldssigkeit der Membran
und steigert die Aufnahmefdhigkeit der Zellen. Die von Morrison 1977 beschriebene
Methode wurde hier wie folgt durchgefiihrt (110).

In einen 100 ml Erlenmeyerkolben wurden zunachst 49 ml LB-Medium gefillt und mit 1 ml
einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Zellen wurden nun bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer
ODgoonm Von 0,52-0,69 herangezogen, anschliefend je 25 ml der Bakteriensuspension in 50
ml Réhrchen gegeben und 10 min bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Die Zellpellets wurden jeweils in 12,5 ml eiskalter, steriler 0,1 M CaCl,-
Losung resuspendiert und erneut 10 min bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen. Die Pellets wurden nun in je 1,25 ml eiskalter steriler
0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert, vereinigt und ca. 1 Stunde auf Eis inkubiert. Zuletzt
wurden 520 pl steriles Glycerin (86 %) hinzu pipettiert, gut mit den Zellen vermischt, zligig
200 pl der kompetenten Zellen in 1,5 ml Reagiergefdfle (ca. 15) aliquotiert und bei -80 °C
tiefgefroren. In einem Ansatz von 200 ul Zellsuspension waren durchschnittlich 20 x 10%-30 x

10% Zellen enthalten.

2.2.1.7 Transformation von Plasmid-DNA in Calciumchlorid-kompetente E. coli Zellen

Auch die Transformation richtet sich nach der von Morrison beschriebenen Methode von
1977 (110). Die Methode dient der Ubertragung von nicht-viraler DNA in kompetente
Bakterienzellen. Sie ist neben Transduktion und Konjugation (2.2.1.9) eine von drei
Mechanismen des Gentransfers bei Prokaryoten allgemein.

Zur Transformation von Plasmid-DNA, oder linearem SSM-PCR-Produkt (siehe 2.2.2.8.4)
wurden 200 pl der Calciumchlorid-kompetenten Zellen (siehe 2.2.1.5) in einem 1,5 ml
ReagiergefaR auf Eis aufgetaut. In einem Volumen von max. 10-20 ul wurde die zuvor durch
alkalische Lyse (2.2.2.2) oder mit dem HiYield® Plasmid Mini Kit (2.2.2.5) isolierte Plasmid-
DNA (50-100 ng), zu dem aufgetauten kompetenten Bakterienzellen hinzupipettiert und der
Ansatz fiir 30-60 min auf Eis inkubiert. In diesem Schritt konnte sich die negativ geladene
DNA mit Hilfe der Calcium-Kationen in die Membran, die ebenfalls negativ geladen ist,

anlagern. AnschlieRend folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 2 min und sofortiges Abkihlen
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aus Eis. In diesem Schritt konnte die DNA von den Zellen aufgenommen werden. Danach
wurde 1 ml LB-Medium hinzugegeben, der gesamte Ansatz in ein steriles RG umgefillt und
45 min bei 37 °C und 130 rpm inkubiert. Dieser Schritt diente der Regeneration der Zellen.
Zuletzt wurde der komplette Ansatz in 50 ul, 100 pl und 300 pul Aliquots auf entsprechenden
Selektivagarplatten ausplattiert und UN im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Verwendet wurde diese Methode zur Transformation aller pUC18/19-, pET23-, und pSTV28-
Plasmide sowie aller hergestellten Derivate dieser Plasmide (siehe Tabelle 2-23), sowie zur

Transformation des linearen PCR-Produktes bei der SSM-PCR (siehe 2.2.2.8.4).

2.2.1.8 Transformation von Plasmid-DNA (2 65 kb) in Calciumchlorid-kompetente E. coli

Zellen

Zur Transformation der Plasmide der E. coli Stamme GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895,
GK 2951 mit Plasmiden in einer GrolRe von 65 kb oder groRRer, wurde wie zuvor unter 2.2.1.7
beschrieben vorgegangen, es wurde lediglich der Inkubationsschritt auf Eis von 30-60 min
auf eine Dauer von 3 h verlangert. Die Plasmide wurden zuvor mit der Methode nach Kado &
Liu, modifiziert nach Toranzo (151) (siehe 2.2.2.7) oder mit Hilfe des NucleoBond Xtra® Midi
Kits (2.2.2.5) isoliert.

2.2.1.9 Konjugation

Die Konjugation ermoglicht den DNA-Transfer von einer Bakterienzelle (Donor) zu einer
anderen Zelle (Rezipient) Gber spezifischen Kontakt (90), einem F- oder Sexpilus.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode angewandt, um den Transfer der
Megaplasmide der flinf Stamme E. coli GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895 und GK 2951 zu
ermoglichen. Der Stamm E. coli K12 W3110R GK 93 diente als Rezipient, die fiinf genannten
E. coli Stamme als Donoren.

Voraussetzung zur Anwendung dieser Methode ist die Moglichkeit, Donor und Rezipient mit
und ohne Plasmid zu unterscheiden. Hierbei wurde die Tatsache genutzt, dass E. coli K12
W3110R GK 93 fiir Rifampicin einen MHK-Wert von > 512 pg/ml und fiir Kanamycin einen
MHK-Wert von 0,5 pg/ml besitzt, wahrend die funf E. coli Stamme GK 2850, GK 2851, GK
2894, GK 2895 und GK 2951 fiir Rifampicin einen MHK-Wert von 4-8 pg/ml und fir
Kanamycin einen MHK-Wert von 32-256 pg/ml besitzen.

Fir die Durchfiihrung wurden Ubernachtkulturen des Rezipienten und der Donoren in 3 ml

LB Medium ohne Antibiotikum hergestellt und am folgenden Tag je 500 pl eines Donors und
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des Rezipienten mit 500 ul frischem SOC-Medium in einem sterilem Reagenzglas gemischt
und 8 h (alternativ 27 h) inkubiert. Zur Selektion der Transkonjuganden und zur Trennung
von Donor, Rezipient und Transkonjugand wurden Aliquots auf geeignete Selektionsplatten
und Kontrollplatten ausplattiert. In diesem Fall wurden 50 pl des unverdiinnten, jeweils 100
und 200 pl eines 1:10 bzw. 1:100 verdiinnten Ansatzes auf Selektionsagarplatten mit einer
Konzentration von 25 pg/ml Kanamycin oder 50 pg/ml Rifampicin sowie Kanamycin und
Rifampicin aufgetragen und inkubiert. Die Ansdtze mit den Stammen E. coli GK 2850 bzw. GK
2851 wurden auf Chinablau-Selektivagar ausplattiert, da diese Laktose negativ sind, wahrend

der Rezipient Laktose negativ ist.

2.2.1.10 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) ist definiert als die niedrigste
Konzentration eines Antibiotikums, die gerade noch unter festgelegten Bedingungen ein
sichtbares Bakterienwachstum verhindert. Die Durchfiihrung wurde gemalR den Vorgaben
des ,National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) durchgefiihrt (48).

Die Empfindlichkeitsbestimmung kann durch die Methode der Agardilution (2.2.1.10.2) oder
der Mikrodilution (2.2.1.10.1) durchgefiihrt werden.

2.2.1.10.1 Mikrodilutionsverfahren (Bouillondilutionsverfahren)

Die Bestimmung der MHK erfolgte in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen. In Reihe 12
wurde 50 pupl Midller-Hinton Bouillon (MH-Medium) vorgelegt, dies diente der
Wachstumskontrolle eines jeden Stammes. Die geometrische Antibiotika-Verdiinnungsreihe
wurde separat in MH-Medium mit einem Verdiinnungsfaktor von 2 hergestellt, um sicher zu
stellen, dass sich in jeder Platte einer Testreihe dieselben Ansatze befanden. AnschlieRend
wurde in die Kavitdten der Reihen 1-11 jeweils 50 pl einer Antibiotika-Verdinnungsstufe
vorgelegt. In die Kavitdten der Reihen A-H wurden die Bakterienlésungen hinzugesetzt Zur
Herstellung der Bakterienlésung wurden die zu testenden Stamme entweder in Flussigkultur
oder auf einer Agarplatte (iber Nacht frisch herangezogen. Am folgenden Tag wurde in einer
NaCl-Lésung ein McFarland von 0,5 eingestellt (ca. 108 KBE/ml). Dieser konnte am
Photometer kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert werden, ein McFarland von 0,5
entspricht ca. einer ODssg,, von 0,125 + 0,02. 50 pl dieser Losung wurden in 4950 pl sterilem
MH-Medium verdiinnt und jeweils 50 ul davon in die Vertiefungen pipettiert. Die Platten

wurden mit einer Folie abgeklebt und 16-20 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die MHK-Werte bei Bedarf in Anwesenheit des
Effluxpumpeninhibitors (EPI) Phe-Arg [-Naphthyl-amid Dihydrochlorid bestimmt. Die
Anwesenheit von EPI sollte einen Hinweis auf die Beteiligung von Effluxpumpen an der
Resistenz zu geben. Dazu wurden zundachst MHK-Werte fiir die Stamme mit EPI anstelle des
Antibiotikums bestimmt, anschlieRend wurde EPI in einer subinhibitorischen Konzentration

in die fertigen Antibiotikaverdiinnungen hinzugegeben.

2.2.1.10.2 Agardilutionsverfahren

Die Agardilution ist eine weitere Methode zu Bestimmung der Empfindlichkeit von
verschiedenen Stammen, die es ermdglicht, diese in hohem Durchsatz zu testen. Hier wurde
die Methode zur Charakterisierung der mit Agarplatten selektierten Stamme E. coli CSH116
64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6°)Ib-wt), E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)Ib102),
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6°)Ib179) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-
08 (aac(6°)ly) verwendet.

Zu Beginn wurden LB-Agarplatten hergestellt, die verschiedene Konzentration des zu
testenden Antibiotikums enthielten. Danach wurde in 48 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
mit 96 Kavitaten je 100 ul LB-Medium vorgelegt. Mit einem Glasstab wurde je eine Kolonie
der zu untersuchenden Stamme gepickt und das Medium in der Vertiefung angeimpft. Die
Platte wurde verschlossen und tGber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. In die andere
Halfte der Vertiefungen wurde am folgenden Tag 100 upl 0,9 %ige NaCl-Losung zur
Herstellung einer Verdiinnung der UN-Kultur vorgelegt. AnschlieRend wurde ein steriler
Replikator kurz in die bewachsenen Kavitdten hineingetaucht und der jeweils mitgeschleppte
Tropfen direkt in der NaCl-Lésung verdiinnt. Der Replikator wurde ausgegliht, in die
Kavitaten mit den verdiinnten Bakterienlésungen eingetaucht und auf LB-Agarplatten mit
verschiedenen Konzentrationen an Antibiotikum gestempelt. Die Platten wurden Gber Nacht

bei 37 °C inkubiert und am folgenden Tag ausgewertet.

2.2.1.11 In vitro Selektion resistenter Keime mit Hilfe von selektiven Agarplatten

Bei diesem Selektionsversuch werden die verwendeten Bakterienstimme sprunghaft
erhohten Antibiotikakonzentrationen auf einer Agarplatte ausgesetzt mit dem Ziel,
Mutanten zu generieren.

Dazu wurden nach Bestimmung der Empfindlichkeit (siehe 2.2.1.10) pro zu untersuchenden

Stamm zehn LB-Agarplatten mit der zweifachen bzw. der vierfachen MHK des Stammes

53



Material und Methoden

gegossen. AnschlieRend wurden 100 ml autoklaviertes SOC-Medium steril in einen 250 ml
Kolben gefiillt und bei Bedarf mit entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Kolben wurden
mit 1-3 Bakterienkolonien angeimpft und UN bei 37 °C und 130 rpm geschiittelt. Am
folgenden Tag wurde die Kultur am Photometer bei 600 nm vermessen und die Suspension
auf eine Konzentration von 1 x 10 Zellen pro ml eingestellt, wobei 2,5 ml Zellsuspension
mindestens bendtigt wurden.

Von der eingestellten Zellsuspension wurden 500 ul zur Bestimmung der Zellzahl (0)
verwendet und je 1000 pl zu je 100 ul auf die entsprechenden LB-Platten mit einem Glasstab
ausplattiert und lber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden
alle Platten ausgezahlt, die Mutationsfrequenz (siehe 2.2.1.14) bestimmt und einzelne
Kolonien auf entsprechenden Agarplatten verwahrt. Nach einer Vorauswahl der verwahrten
Stamme durch Bestimmung der MHK (Agardilution) von Norfloxacin und Kanamycin wurden
die Stamme mittels RFLP (2.2.2.12) Uberprift. Von aac(6°)ly-positiven Stammen wurde
Plasmid isoliert (2.2.2.2), durch Transformation (2.2.1.7) in E. coli JIM109 vereinzelt und
mittels MHK-Bestimmung (Agardilution) analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Methode genutzt, um die Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6’)Ib-wt), E.
coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)Ib102), E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b
(aac(6°)Ib179) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)ly), sowie die Stimme E. coli
WT (GK 571) pSTV28::gepA, E. coli WT (GK 571) pHPNE19-03.1 (gnrS1) und E. coli WT (GK
571) pHPNE19-01.1b (aac(6°)Ib-cr) zu selektieren.

2.2.1.12 In vitro Selektion resistenter Keime durch Anzucht in Flissigkulturen

Die Methode wurde zur Mutagenese der Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1
(aac(6°)Ib-wt), E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)Ib102), E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1b (aac(6°)Ib179) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6’)ly)
verwendet, um schrittweise Mutanten auf ansteigenden Antibiotikumkonzentrationen im
Medium zu selektieren, deren Empfindlichkeit gegeniiber dem eingesetzten Antibiotikum
(hier Norfloxacin) herabgesetzt wird.

Fir die Mutagenese wurden jeweils 100 pl Zellensuspension einer UN-Kultur in finf mit 10
ml LB-Medium (50 pg/ml Ampicillin) gefiillten Kolben geimpft. Die Kolben wurden
entsprechend des MHK-Wertes von Norfloxacin fiir einen Stamm mit Norfloxacin in einer
Konzentration von 0,5 x MHK, 1 x MHK, 2 x MHK, 3 x MHK, 4 x MHK versetzt und 24 h bei 70

rpm und 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde aus dem bewachsenen Kolben mit der
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hochsten Konzentration von Norfloxacin eine neue Passage angeimpft, die hochste
bewachsene Konzentration wurde dann als 1 x MHK bezeichnet, daran orientierten sich
dann die anderen Konzentrationen. Teilweise wurde Norfloxacin in einer Konzentration von
0,5 x MHK, 1 x MHK, 1,25 x MHK, 1,5 x MHK, 1,75 x MHK verwendet, da die Stdmme nicht im
Kolben 2 x MHK anwuchsen. Die Selektion erfolgte {iber insgesamt 11 Tage, hierbei wurden
die Stamme zehnmal in ansteigenden Antibiotikakonzentrationen passagiert. Abbildung 2-2

zeigt schematisch das Vorgehen bei der Selektion (jeweils flr einen Stamm).

0,5x MHK 1x MHK 2xMHK 3x MHK 4x MHK
von Norfloxacin

124 h, 70 rpm, 37°C

"RRRAA

0,5x MHK 1x MHK 2x MHK 3x MHK 4x MHK
von Norfloxacin

1 l \ \ \ 100 pl Bakteriensuspension

'YYYY

0,5x MHK 1x MHK 2x MHK 3x MHK 4x MHK
des maximalen, bewachsenen Kolbens

Abbildung 2-2 Schematische Darstellung des Vorgehens bei der Selektion in Fliissigkultur.

Bei jeder Passage wurde eine Probe der Bakteriensuspension, mit der ein neuer Zyklus
angeimpft wurde, auf einer LB-Agarplatte gestrichen, dadurch vereinzelt und nach
Inkubation von ca. 15 h bei 37 °C ca. 12 Kolonien verwahrt. Die vereinzelten Kolonien
wurden zundchst mittels PCR (2.2.2.8) auf die Anwesenheit von aac(6’)lb bzw. aac(6’)ly
Uberprift. Danach wurden aac(6°)Ib-positive Stamme mittels RFLP (2.2.2.12) und ARMS-PCR
(2.2.2.8.6) kontrolliert und von aac(6°)ly-positiven Stammen wurde Plasmid isoliert, durch
Transformation in E. coli JIM109 vereinzelt und mittels MHK-Bestimmung (Mikrodilution)

analysiert.

2.2.1.13 Bestimmung der Lebendkeimzahl (KBE, Kolonie bildenden Einheiten)

Die Bestimmung der KBE diente der Erfassung aller lebenden Zellen in einer

Bakteriensuspension. Dazu wurde von einer Bakterienkultur eine Verdiinnungsreihe
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(stufenweise, 1:10) bis zu einer Verdiinnung von 10 angefertigt. Im Anschluss wurden zwei
LB-Platten geviertelt und je 50 pl der Verdinnungen 10%-10° mit einem sterilen Glasstab
ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Kolonien gezahlt. Zur Auswertung diente die Verdiinnungsstufe,
bei der zwischen 15 und 150 Kolonien gezdhlt wurden. Die KBE berechnete sich nach

folgender Formel:

KBE/ml = Anzahl der Kolonien

Verdiinnungsstufe x aufgetragenes Volumen (ml)

Formel 1 Berechnung der KBE.

2.2.1.14 Bestimmung der Mutationsfrequenz

Die Methode wurde dhnlich durchgefiihrt, wie die in vitro Selektion von Mutanten durch
Anzucht in Flissigkultur, vergleiche Abschnitt 2.2.1.12.

Zur Bestimmung der Mutationsfrequenz wurden 40 ml einer Zellsuspension 1:20
aufkonzentriert und je 100 wpl auf insgesamt 10 Antibiotikumhaltigen-Agarplatten
ausgestrichen. Die Antibiotikumkonzentration richtete sich nach dem 2 x bzw. 4 x MHK-Wert
des zu untersuchenden Stammes. Nach Inkubation bei 37 °C Gber Nacht wurden die Zellen

ausgezahlt und die Mutationsrate nach folgender Formel berechnet.

Mutationsfrequenz = Mutanten (ml) / KBE(ml)

Formel 2 Berechnung der Mutationsrate.

Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl (KBE) siehe Absatz 2.2.1.13.

2.2.1.15 Messung der Luciferaseaktivitdt am Luminometer Lucy 2

Um den Effekt des in E. coli CSH116 64-8-33 durch Selektion zufallig entstandenen
Basenaustausches der palindromischen AcrR-(AcrS) Bindestelle auf die Promotoraktivitat
von acrAB zu untersuchen, wurde das von Nina Matthiessen entwickelte Luciferase-System
mit Plasmid pPHB331 verwendet (103).

Dieses System nutzt das Gen Jfuc aus dem nordamerikanischen Feuerschwanz Photinus
pyralis als Reportergen. Luc kodiert fiir die Luciferase, die in der Lage ist, in Gegenwart von

Sauerstoff, Magnesiumkationen und ATP ihr Substrat Luciferin zu Oxyluciferin abzubauen.
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Bei der Reaktion entsteht Licht, dessen Intensitat bei 560 nm als Biolumineszenz in Relative

Light Units (RLU) im Luminometer messbar ist.

Luciferin + O, + Mg®+ ATP Luciferase ), oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Li

Auf Plasmid pPHB331 ist der Luciferase-Promotor durch den acrAB-Promotor inklusive der
AcrR-(AcrS) Bindestelle ersetzt. Die gemessene Biolumineszenz, die sich durch die Luciferase-
Aktivitat ergibt, ist somit direkt abhéngig von der Aktivitat des acrAB-Promotors.

Der in E. coli CSH116 64-8-33 gefundene Basenaustausch in der palindromischen Bindestelle
von AcrR-(AcrS) wurde mittels SSM-PCR (siehe 2.2.2.8.4) in das Plasmid pPHB331 eingefiihrt.
Das erhaltene Plasmid pPHB331.1, mit dem Basenaustausch, und Plasmid pPHB331 wurden
in E. coli JIM109 transformiert. Von den Stammen E. coli JM109 pPHB331 und E. coli JM109
pPHB331.1 wurde jeweils eine Kultur unter Zusatz von Tetrazyklin als Selektionsantibiotikum
angezogen. E. coli JIM109 pPHB331 diente als Referenz.

10 ml NI Medium wurden 1:100 mit der entsprechenden Ubernachtkultur angeimpft und bei
37 °C und 130 rpm bis zu einer ODss50= 0,5-0,8 inkubiert. AnschlieRend wurden 2 x 90 ul der
Kultur in ein 1,5 ml Reagiergefadl® gegeben, mit 10 ul Stabilisierungspuffer versetzt und fiir
mindestens 10 min bei -80 °C eingefroren, um die Integritat der Zellmembranen zu storen.
Zur Zelllyse wurden 300 ul Lysispuffer pro Probe zu den aufgetauten Proben gegeben und
10-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Messung wurden aus dem lysierten Ansatz
zweimal 2,5 pl entnommen und in den Kavitdten einer weiBen, flir luminometrische
Messungen geeigneten Mikrotiterplatte vorgelegt. Zu jeder dieser Proben wurden 25 plL
Luciferase Assay Reagent (LAR) hinzugefiigt. Da der Abbau des Luciferins durch die
Luciferase sofort stattfand und das entstehende Lichtsignal nicht lange stabil war, musste die
Mikrotiterplatte unverziglich im Luminometer Lucy 2 der Firma Anthos positioniert und die

Messung gestartet werden.

Mit der Software Lucysoft (Version 1.6) wurde die Lichtintensitat in relative light units (RLU)
gemessen. Um daraus die spezifische Promotoraktivitdt zu berechnen, wurde der Mittelwert
aus den zwei Messwerten einer Doppelbestimmung auf die ODsso zum Zeitpunkt der

Probenentnahme bezogen.
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Stabilisierungspuffer (KPE-Puffer)

1 M Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,;, M=174,18g/mol) und 20 mM EDTA
(M=174,18g/mol) werden mit Aqua dest. auf einen pH von 7,8 mit Phosphorsdure

eingestellt. Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Lysis-Puffer

Der Lysis-Puffer wurde vor gebrauch frisch hergestellt. Dazu wurden fiir einen Ansatz 15 plL

Lysozym (100 mg/ ml) mit 10 pL BSA (100 mg/ ml), 80 pL 5 x CCLR und 195 pL H20 gemischt.

2.2.2 Arbeiten mit DNA

2.2.2.1 Isolierung von Gesamt-DNA durch , Aufkochen”

Diese Methode wurde zur schnellen Isolierung von DNA herangezogen. Drei bis finf
Kolonien wurden in 100 pl dH,O resuspendiert und 15 min bei 100 °C inkubiert. Nach 5
miniitigem zentrifugieren bei 13.000 rpm kann der klare Uberstand in ein frisches 1,5 ml

ReagiergefaR pipettiert werden. Die Proben lagerten bei -20 °C.

2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse, die auf dem Prinzip
der spezifischen alkalischen Denaturierung von chromosomaler DNA beruht, angewandt. Die
von Birnboim und Doly, 1979 urspriinglich beschriebene Methode wurde in dieser Arbeit wie
folgt durchgefiihrt (17).

Zur Plasmidisolierung wurden am Abend zuvor 3 ml LB-Medium im Reagenzglas mit einer
Kolonie des entsprechenden Stammes angeimpft und ber Nacht bei 37 °C und 130 rpm
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 1,5-3 ml der UNK 3 min bei 5.000 rpm abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das verbleibende Zellpellet mit 100 pl kaltem GTE-Puffer
vollstandig resuspendiert. 200 ul des zuvor frisch zubereiteten Lysepuffers wurden
hinzugegeben, der Ansatz wurde sofort geschittelt und auf Eis gestellt. In diesem Schritt
werden die Zellen durch die stark alkalische Lésung und Detergenz aufgebrochen. Die DNA,
aber auch doppelstrangige Bereiche von RNA werden so denaturiert. Die RNA wurde durch
die im GTE-Puffer enthaltene RNase hydrolysiert. Hier sollte zligig weitergearbeitet werden.
Nach anschlieBender Zugabe von 150 pl kaltem Neutralisationspuffer, wurde sofort

gevortext und ca. 3-5 min auf Eis inkubiert. Im Gegensatz zu chromosomaler DNA renaturiert
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Plasmid-DNA unter diesen Bedingungen. Um Zelltrimmer und chromosomale DNA zu
prazipitieren, wurde 5 min bei 15.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand (ca. 400 pl) in ein
frisches 1,5 ml Reagierrohrchen gegeben, wobei das Prazipitat nicht mitgeschleppt werden
durfte. Gegebenenfalls konnte an dieser Stelle mit Phenol-Chloroform extrahiert werden
(siehe 2.2.2.3) um noch vorhandene Zellbestandteile zu entfernen, bevor zuletzt die

Ethanolfdllung (siehe 2.2.2.4) folgte.

GTE-Puffer
Zur Herstellung von 1 ml GTE-Puffer wurden 50 pl 1 M sterile Glukose (50 mM), 25 ul 1 M
Tris/HCL pH 8,0 (25 mM), 20 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 (10 mM), 20 pl RNase 200ug/ml und 885

ul dH,0 gemischt und bei 4 °C gelagert.

Lysepuffer
Zur Herstellung von 1 ml Lysepuffer wurden 200 pl 1 M NaOH (0,2 M), 100 pl 10 % SDS (1 %)

und 700 pl dH20 gemischt. Der Lysepuffer wurde immer frisch angesetzt.

Neutralisationspuffer (pH 4,8)

Zur Herstellung von Neutralisationspuffer wurden 60 ml 5 M Kaliumacetatlésung mit 11,5 ml

Eisessig und 28,5 ml dH,0 vermischt. Der Neutralisationspuffer wurde bei RT gelagert.

2.2.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um eine DNA-L6sung von Verunreinigungen durch Proteine, Polysaccharide oder SDS zu
befreien, wurde eine Extraktion der DNA mit Phenol-Chloroform durchgefiihrt.

Die DNA-L6sung wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
v/v) versetzt und griindlich ausgeschittelt. Durch Phenol werden die Proteine denaturiert
und sammeln sich in der unteren, organischen Phase an. Die obere, wassrige Phase, in der
sich die DNA befindet, konnte nach 5 mintiger Zentrifugation bei 13.000 rpm in ein frisches
ReagiergefaR lberfihrt werden, bei Bedarf wurde die Probe ein zweites Mal ausgeschittelt

bevor sich die Ethanolfdllung anschloss.

2.2.2.4 Ethanolfillung

Die Methode wurde zur Prazipitation von DNA durchgefiihrt. Gegebenenfalls wurde zum

Ansatz 3M Natriumacetatlosung pH 4,6 fiir eine Endkonzentration von 0,3 M hinzu
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pipettiert. AnschlieBend wurden zwei Volumen absolutes Ethanol hinzugegeben und ca. 2
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die DNA durch 25 min Zentrifugation bei
20.000 rpm pelletiert, der Uberstand sollte vorsichtig abgenommen werden. Das DNA-Pellet
wurde mit 1 ml 70 % Ethanol versetzt und erneut bei 20.000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand konnte verworfen werden, das Pellet wurde bei 37 °C im Brutschrank getrocknet.
Das Pellet wurde zuletzt in 30 pl 1:10 verdiinntem EB-Puffer resuspendiert. Lagerung bei -20

°C.

3M Natrium-Acetat-Losung pH 4,6

Fiir 100 ml Losung wurden 40,82 g Natrium-Acetat Trihydrat in 50 ml H,O geldst und mit
Eisessig auf pH 4,6 eingestellt und autoklaviert. (MW = 136,08 g/mol)

2.2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA durch das HiYield® Plasmid Mini Kit

Die Isolierung von reiner Plasmid-DNA, ohne Zellbestandteile, erfolgte im Fall von Stammen,
die Nukleasen besitzen, mit Hilfe des HiYield® Plasmid Mini Kit nach den Angaben des

Herstellers. Die Plasmide wurden in 30 ul 1:10 verdiinnten Elutionspuffer eluiert.

2.2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA durch das NucleoBond Xtra® Midi Kit

Die Isolierung von Plasmid-DNA in groBeren Mengen (> 250 ng) oder von Plasmiden die
groBer sind als 65 kb erfolgte mit dem NucleoBond Xtra® Midi Kit nach den Angaben des
Herstellers MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG. Die getrockneten Plasmide wurden nach der
ebenfalls vom Hersteller beschriebenen Fallung mit Isopropanol in 30 pl 1:10 verdlnnten TE-

Puffer (im Kit enthalten) aufgenommen.

2.2.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA nach Toranzo (modifiziert)

Zur Isolierung von grofRen Plasmiden wurde die Methode von Toranzo, die auf der Methode
von Kado & Liu basiert, angewendet (80, 151). Dazu wurde eine Gber Nacht Kultur mit 3-4 ml
LB-Medium angezogen (spate exponentielle Phase), danach 1,5 ml der Zellsuspension in ein
frisches 1,5 ml Reagierrohrchen gegeben und 3 min bei 12000 x g zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand verworfen wurde, wurde das Pellet in 50-75 pl Lysing Solution resuspendiert und
flir 45 min bei 55-60 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurde das gleiche Volumen
(v:v, 1:1) Phenol/Chloroform/IAA (25:24:1) hinzugegeben, 10 min bei 12000 x g zentrifugiert

und zuletzt die wassrige Phase in ein frisches 1,5 ml Probenrdéhrchen Uberfiihrt. Der Ansatz
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konnte direkt zur Gelelektrophorese genutzt werden, oder wurde zur weiteren Verwendung

(z. Bsp. zur Transformation) mit Ethanol geféllt werden, dazu siehe 2.2.2.4.

Lysing Solution

3 % SDS
50 mM Tris-Acetat

auf pH 12,4 einstellen

2.2.2.8 Polymerase Ketten Reaktion

Zur in vitro Amplifizierung eines definierten DNA-Abschnitts wurde die Polymerase
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) durchgefiihrt (132, 133). Nachdem die
Strange der Template-DNA (Ausgangs-DNA) im Denaturierungsschritt getrennt werden,
hybridisieren beim Absenken der Temperatur die Oligonukleotid-Primer an die
einzelstrangige Template-DNA (Annealing). Dabei sind Primer sequenzspezifisch und binden
im Randbereich des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts. Ein Primer bindet komplementar
zum 5°-Ende des kodierenden, ein Primer komplementar zum 5°-Ende des nichtkodierenden
Stranges, sodass die freien 3°-OH Enden der Primer als Startpunkte fiir die DNA-Polymerase
zur Synthese eines jeweils komplementdaren DNA-Stranges dienen, der wiederum in der
fortlaufenden Reaktion selbst als Template fungiert. Die Synthese erfolgt in 5°-3’-Richtung
bei einer Temperatur von 72 °C (Elongationsphase). Die PCR wurde mit hitzestabiler Tag-
DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus oder mit Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus

furiosus durchgefiihrt (vergleiche 2.2.2.8.3).
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2.2.2.8.1 Standard-PCR-Ansatz

In Tabelle 2-25 ist der Standard-PCR-Ansatz zusammengefasst. Die PCR mit 25 pl bzw. 50 pl
wurde in 0,2 ml Probenréhrchen durchgefiihrt. Bei einem Ansatz von 100 ul wurde ein 0,5

ml Probenrdhrchen verwendet.

Tabelle 2-25 Zusammensetzung des Standard-PCR-Ansatzes.

Losung / DNA 50 pl Ansatz (Menge in pl) 25 ul Ansatz (Menge in pl)
10 x DreamTaq™ Buffer 5 2,5

2 mM dNTPs 1,25 0,625

Primer for (10 pmol/ul) 1 0,5

Primer rev (10 pmol/ul) 1 0,5

DreamTaq™ DNA Polymerase, 0,25 0,125

Taq DNA Polymerase

Template DNA (ca. 50 — 100 ng/ul), X X
DNA aus der Kochmethode 1
A. dest. (LiChrosolv®) ad 50 pl ad 25 pl

Die PCR wurde mit folgendem Standard-Programm (Tabelle 2-26) durchgefiihrt.

Tabelle 2-26 Beschreibung der Schritte des Standard-PCR-Programms.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 5 min 1x
Denaturierung 95 °C 30s

Primer-Annealing T,°C 30s 30 x

Elongation 72 °C 30s—3,5min

Finale Elongation 72°C 5—10 min 1x

Die Annealingtemperatur (T,) wurde durch die jeweilige Schmelztemperatur (T,,) des Primers
abziglich finf Grad Celsius ermittelt. (T,, = (Anzahl der Basen A + T) x 2 + (Anzahl der Basen C
+ G) x 4) Die Dauer der Elongation richtete sich nach der zu erwarteten Linge des PCR-

Fragments (1000 bp / Minute).

2.2.2.8.2 Gradienten-PCR

Die Gradienten-PCR wurde mit neuen Primerpaaren zur Bestimmung der optimalen
Annealingtemperatur durchgefiihrt. Dazu wurde ein 50 ul PCR-Ansatz hergestellt und zu je
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10 upl auf insgesamt flinf 0,2 ml Probenrdhrchen verteilt. Die PCR wurde mit dem bereits
beschriebenen Programm (Tabelle 2-26) mit dem Biometra T Gradient durchgefiihrt, der

entsprechend programmiert wurde.

2.2.2.8.3 Amplifizierung von Fragmenten zur Klonierung

Die Amplifizierung von Fragmenten zur Klonierung wurde mit Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus) durchgefiihrt, die 3°-5'-
Exonukleaseaktivitat besitzt und finfzigmal weniger Fehler generiert, als die Tag-DNA-

Polymerase aus Thermus aquaticus. Hierflir wurde folgender Ansatz (Tabelle 2-27) gewahlt.

Tabelle 2-27 Zusammensetzung des Phusion-PCR-Ansatzes.

Lésung / DNA 50 pl Ansatz (Menge in pl)
5 x Phusion-HF Buffer 10

2 mM dNTPs 5

Primer for (10 pmol/ul) 1

Primer rev (10 pmol/pl) 1

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 0,5

Template DNA (50 — 100 ng/ul), X

DNA aus der Kochmethode 1

A. dest. (LiChrosolv®) ad 50 pl

Die PCR wurde mit folgendem Programm (Tabelle 2-28) durchgefiihrt.

Tabelle 2-28 Beschreibung der Schritte des Phusion-PCR-Programms.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 5 min 1x
Denaturierung 98 °C 30s

Primer-Annealing T,°C+3°C 30s 30 x

Elongation 72 °C 30s—3,5min

Finale Elongation 72°C 5—10 min 1x

Grundsétzlich wurden 5 ul eines Standard-PCR Ansatzes und des Phusion-PCR Ansatzes,

sowie der komplette Ansatz der Gradienten-PCR durch Gelelektrophorese aufgetrennt.
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dNTP-Mix
Die verschiedenen dNTPs wurden mit einer jeweiligen Endkonzentration von 2 mM mit H,0

gemischt und aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.2.8.4 PCR zur Rekombination und ortsspezifischen Mutagenese (site-specific

mutagenesis, SSM-PCR) durch Totalreplikation von Plasmiden mit Uberlappenden

Primern

Zur Einfihrung und Deletion von Mutationen in Plasmid-DNA wurde die auf der von Jones et
al. basierende Methode angewendet (78). Hierfliir wurden die Primerpaare so konstruiert,
dass das lineare PCR-Produkt von identischen Sequenzen (ca. 20 bp) flankiert ist, dazu
dienten Primer mit (iberlappenden Enden, wobei nur ein Primer die Mutation aufweist.

Folgende Abbildung 2-3 zeigt beispielhaft ein Schema zur Konstruktion eines Primerpaares.

Uberlappende
Enden der [
Primer

Mutation / Deletion
im Primer for

Primer for

—1 zu
veranderqder
Bereich im \\
Plasmid \

\
| |

Primer rev

Abbildung 2-3 Schema zur Konstruktion der Primer fiir die SSM-PCR.

Die SSM-PCR wurde in dieser Arbeit genutzt um in die Plasmide pHPNE18/19/23 und deren
Derivate Deletionen und Insertionen sowie verschiedene Mutationen einzufiihren. Hierfir
wurde mit Plasmid-DNA isoliert aus alkalischer Lyse folgender Ansatz hergestellt, siehe

Tabelle 2-29. Die PCR wurde mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase durchgefiihrt.
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Tabelle 2-29 Zusammensetzung des SSM-PCR-Ansatzes.

Losung / DNA 50 pl Ansatz (Menge in pl)
5 x Phusion-HF Buffer 10

2 mM dNTPs 6,25

Primer for (10 pmol/ul) 1

Primer rev (10 pmol/ul) 1

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 0,5

Plasmid-DNA aus alkalischer Lyse 0,5

A. dest. (LiChrosolv®) 30,75

Die SSM-PCR wurde mit folgendem Programm (Tabelle 2-30) durchgefiihrt.

Tabelle 2-30 Beschreibung der Schritte des SSM-PCR-Programmes.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 5 min 1x
Denaturierung 98 °C 45 s

Primer-Annealing 70°C 45 s 30 x

Elongation 72 °C 3 min

Finale Elongation 72°C 10 min 1x

5 ul des PCR-Ansatzes wurden schlielllich durch Gelelektrophorese in einem 1 %igen
Agarosegel in 0,5 % TAE mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Nach erfolgreicher PCR wurden
die restlichen 45 pl mit dem NucleoSpin® Extract Il Kit (siehe 2.2.2.11) aufgereinigt, in 30 pl
1:10 verdiinntem NE-Puffer eluiert und 3 ul erneut im Agarosegel aufgetrennt.

Um das Ausgangsplasmid zu entfernen, wurden 17 pl des aufgereinigten linearen PCR-
Produktes mit dem Enzym Dpnl gespalten. Dpnl erkennt methylierte DNA und spaltet diese
spezifisch. Um den Erfolg zu kontrollieren, wurde hier eine Kontrolle gebraucht, dazu
wurden 0,5 ul des Ausgangsplasmid der PCR in 29,5 ul 1:10 verdiinntem NE-Puffer verdinnt
und ebenfalls 17 pl mit Dpnl verdaut. Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen (Tabelle

2-31).
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Tabelle 2-31 Zusammensetzung der Dpnl-Spaltung der Probe und der mitgefiihrten Kontrolle.

Losung / DNA 20 pl Ansatz (Menge in pl)
FD-Buffer 2

Enzym Dpnl von Fermentas 1

aufgereinigtes PCR-Produkt 17

Die Ansatze wurden 1 h bei 37 °C in der programmierten PCR-Maschine inkubiert, 20 min bei
80 °C inaktiviert und direkt transformiert (siehe 2.2.1.7). Die Zellen wurden zu 100 ul und
300 ul Aliquots auf vorbereitete Selektivagarplatten ausplattiert und liber Nacht bei 37 °C

inkubiert. Auf den Platten mit dem Kontrollansatz sollten keine Kolonien wachsen.

2.2.2.8.5 Error-prone PCR zur zufédlligen Mutagenese

Die Error-prone PCR (von engl. error-prone, fehleranfallig, EP-PCR) wurde zur zufalligen
Mutagenese eines definierten Genabschnitts verwendet. Bei Amplifizierung eines
Genabschnitts, sollten zufallig Fehler im Kopiervorgang des Gens entstehen, um so eine
Vielzahl unterschiedlicher Genprodukte zu generieren. Mangan (Mn2+) sorgte dafir, dass die
Polymerase ungenau arbeitete und so vermehrt Fehler in den amplifizierten Fragmenten
entstanden. Um das Spektrum der entstandenen Fragmente zu erfassen, wurden die
Fragmente durch Ligation in das Plasmid pUC19 kloniert und mittels Transformation in E. coli
JM109 vereinzelt. Die Eigenschaften der Transformanden wurden durch
Empfindlichkeitsbestimmung (Mikrodilution) analysiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst als Template fiir die EP-PCR DNA des Stammes E.
coli GK 2850 (aac(6°)Ib) verwendet. Die EP-PCR erfolgte mit den Primern Hindlll-aac(6’) -66
for No.2 und Hindlll-aac(6’) +519 rev, deren Produkt von Hindlll-sites flankiert ist. Zum
Standard-Ansatz der PCR wurden je sieben differierende Konzentrationen Manganchlorid,
von 0,01 mM bis 0,5 mM, hinzugegeben, zusatzlich eine Positivkontrolle ohne

Manganchlorid, und folgendes EP-PCR-Programm mit 30 Zyklen gewahlt, sieche Tabelle 2-32.
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Tabelle 2-32 Beschreibung der Schritte des EP-PCR-Programmes.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1x
Denaturierung 95 °C 45 s

Primer-Annealing 58 °C 45s 30 x

Elongation 72°C 3 min

Finale Elongation 72 °C 10 min 1x

AnschlieBend wurden die Ansatze mit 0,05 mM und 0,1 mM Manganchlorid ausgewahlt, die
PCR-Fragmente aufgereingt (2.2.2.11) und durch Ligation (2.2.2.13) in HindlIll gespaltenes
Plasmid pUC19 (aus alkalischer Lyse, 2.2.2.2) mit anschlieBender Transformation (2.2.1.7) in
kompetente E. coli IM109-Zellen vereinzelt. Im Folgenden wurden diese Transformanden
mittels PCR (2.2.2.8) mit den Primern lacZ+3396rev und AAC6 +519 rev auf die Anwesenheit
und Orientierung von aac(6’)lb untersucht und nach Bestimmung der Empfindlichkeit
(Mikrodilution) von Kanamycin und Norfloxacin in Gruppen eingeteilt. Anschlieend wurden

von ausgewahlten Stammen das Gen aac(6°)lb sequenziert (2.2.2.14).

Ferner wurde als Template fir die EP-PCR DNA des Stammes mit Plasmid pHPNE19-08
(aac(6’)ly) verwendet. Die EP PCR erfolgte hier mit den Primern aac(6)-ly+1for_Hindlll und
aac(6)-ly+438rev_Hindlll. Zum Standard-Ansatz der PCR wurden jedoch nur drei
differierende Konzentrationen Manganchlorid, von 0,01 mM bis 0,1 mM, hinzugegeben,
zusatzlich eine Positivkontrolle ohne Manganchlorid, und das gleiche EP-PCR-Programm wie
bei GK 2850 verwendet, siehe Tabelle 2-32. Wie zuvor wurden auch hier die Ansatze mit 0,05
mM und 0,1 mM Manganchlorid ausgewdhlt, die erhaltenen PCR-Fragmente aufgereinigt,
mit Hindlll gespalten und durch Ligation in Hindlll gespaltenes Plasmid pUC19 und
Transformation in E. coli IM109 vereinzelt. Hier wurden Transformanden mittels PCR auf die
Anwesenheit und Orientierung von aac(6’)ly mit den Primern lacZ+3396rev und aac(6)-
ly+438rev untersucht. Nach Bestimmung der Empfindlichkeit durch Mikrodilution gegeniiber
Kanamycin und Norfloxacin, wurden diese in Gruppen eingeteilt und gegebenenfalls

analysiert.

2.2.2.8.6  ARMS-PCR zur Detektion von spezifischen Mutationen

Die ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System) wurde 1989 von C. R. Newton et

al. als schnelle und genaue Analyse zur Detektion von bekannten chromosomalen
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Mutationen beschrieben (113). In der vorliegenden Arbeit wurde die ARMS-PCR verwendet
um den Basenaustausch von aac(6°)Ib zu aac(6°)lb-cr an den Codon 102 bzw. 179, bei den
Stammen E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6°)lb-wt), E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1a (aac(6°)/b102) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6°)Ib179),
nach der Selektion zu detektieren. Dabei wurden insgesamt vier Primer konstruiert, zwei, die
an Codon 102 aac(6°)lb-wt und aac(6°)lb-cr binden konnen sowie zwei, die an Codon 179
sowohl aac(6°)lb-wt als auch aac(6°)lb-cr binden kdnnen (siehe Tabelle 2-15). Bei allen
ARMS-Primern war die drittletzte Position des 3"-Endes verandert. Die Primerkombinationen

und Annealingtemperaturen (T,) sind Tabelle 2-33 zusammengefasst.

Tabelle 2-33 Primerkombination und Annealingtemperaturen zur Durchfitihrung der ARMS-PCR.

Zur Detektion von Primer T,

Position 179 in AAC(6")Ib-wt pHPNE19.05.1_ARMS_AS179 aac-wt_+517 54 °C
puC18_5-3

Position 179 in AAC(6")lb-cr pHPNE19.01.1b_ARMS_AS179 aac-cr_+517 54 °C
puC18_5-3

Position 102 in AAC(6")Ib-cr pHPNE19.01.1b_ARMS_AS102_aac-cr_+322 62 °C
lacZ+3396rev

Position 102 in AAC(6")Ib-wt pHPNE19.05.1_ARMS_AS102_aac-wt_+322 54 °C
lacZ+3396rev

Die PCR wurde mit dem unter 2.2.2.8 beschriebenen Ansatz und Programm durchgeflhrt.
Als Kontrolle diente jeweils DNA der Stamme E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-
05.1 fur aac(6’)Ib-wt, E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1a fir aac(6°)Ib102
und E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1b fur aac(6°)Ib179. Zuletzt wurden je 5
pl der PCR-Ansdtze in einem 1 %igen Agarosegel mit 0,5 % TAE-Puffer mit Ethidiumbromid

aufgetrennt und ausgewertet.

2.2.2.9 Auftrennung von DNA im Agarosegel

Nukleinsduren wandern, aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen, im
elektrischen Feld Richtung Anode. Diese Eigenschaft wird bei der Gelelektrophorese zur
Trennung, ldentifizierung und GrofRenbestimmung von DNA-Fragmenten genutzt.

Als Trennmatrice dient hier Agarose, ein Polysaccharid aus a-(1-3) und B-(1-4) glykosidisch

verkniipften Galaktose Untereinheiten. Nach Erhitzen der Agarose in Wasser und Erkalten,
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bildet sich eine 3D-Struktur aus den Fasern der Agaroseketten mit einem Porendurchmesser
von 50 bis >200 nm (134). Je hoher die Konzentration der Agarose, desto langsamer wandert
die DNA. Bei konstanten Bedingungen hangt die Wanderungsgeschwindigkeit von der Lange
der DNA (bp) ab, wobei kleinere Fragmente schneller wandern. Die Geschwindigkeit ist

umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (67).

Die Auftrennung von DNA erfolgte in einem Gel aus 0,8 % — 2 % Agarose 0,5 % TAE-Puffer in
0,5 % TAE-Puffer. Nach dem Schmelzen der Agarose in der Mikrowelle wurde auf 100 ml
geschmolzenes, abgekiihltes Gel 1 ul Ethidiumbromid direkt hinzugegeben und vermischt.

Das Gel wurde vorsichtig und luftblasenfrei in eine vorbereitete Gelelektrophoresekammer
gegossen. Grundsatzlich wurden 5 pl PCR-Produkt und 3 pl isolierte Plasmid-DNA mit ca. 2 pl
Bromphenolblaulésung gemischt und bei einer Spannung von 8 V pro Zentimeter

aufgetrennt.

Bromphenolblauldsung zum Beschweren

Bromphenolblau und Xylencyanol wurden mit 15 % Polysucroselosung auf eine jeweilige
Endkonzentration von 0,25 % gebracht und aliquotiert. Die Aliquots wurden bei 4 °C

aufbewahrt.

50 x TAE-Puffer fur die Gelelektrophorese

Flr einen Liter 50 x TAE-Puffer wurden Tris-Base mit einer Endkonzentration von 2 M (242,3
g) und EDTA (18,6 g) mit einer Endkonzentration von 50 mM mit 700 ml H,O gemischt und
mit Eisessig auf pH 8,0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung mit H,0 auf einen Liter
aufgefillt. Fir eine Konzentration von 0,5 % TAE wurde der 50 x TAE Puffer entsprechend

verdinnt.

2.2.2.10 Auftrennung von sehr groBen Plasmiden

Die Gelelektrophorese erfolgte wie unter 2.2.2.9 beschrieben horizontal mit einer
Konzentration von 0,5 — 0,7 % Agarose in E- Puffer. Die Elektrophorese wurde lber Nacht bei
40 V durchgefiihrt. Zuletzt wurde das Gel in einem Wasserbad (ca. 500 ml) mit 5 ul
Ethidiumbromid fir ca. 20 min gefarbt, anschlieBend in einem Wasserbad entfarbt und

dokumentiert.
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1 x E-Puffer
40 mM Tris-Acetat,
2 mM Na, EDTA

mit Eisessig auf pH 7,9 einstellen

2.2.2.11 Extraktion und Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten wurde mit dem NucleoSpin® Extract Il Kit nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Dies galt ebenfalls fiir die Extraktion von DNA-

Fragmenten aus einem Agarosegel.

2.2.2.12 RFLP und Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen

Als Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) bezeichnet man Unterschiede von
DNA-Sequenzen, die nach der Spaltung mit einem oder mehreren Enzymen als verschiedene
Restriktionsfragmentmuster bei der Gelelektrophorese sichtbar werden.

Mit Hilfe dieser Methode wurden in der vorliegenden Arbeit die Mutationen in aac(6°)Ib-wt
bzw. aac(6°)Ib-cr an Position 102 und 179 unterschieden. Hierbei wurde ausgenutzt, dass das
Enzym Fokl in Position 102 bei aac(6°)Ib-wt, das Enzym Ndel an Position 179 bei aac(6°)Ib-cr
schneidet. Zunachst wurde ein PCR-Fragment mit den Primern AAC6 +l for und AAC6 +519
rev hergestellt. Zur Restriktion wurde folgender Ansatz gewahlt: 0,5 pl Fokl, 0,5 ul Ndel, 2 ul
FD-Buffer, 5 — 10 pl PCR-Produkt und entsprechend 7 ul bzw. 12 pl Merck-Wasser. Der
Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und 20 min bei 65 °C inaktiviert. Durch
Gelelektrophorese wurden die entstandenen Fragmente aufgetrennt und konnten anhand
des entstandenen Muster unterschieden werden. Die Spaltung von PCR-Produkten sowie

von Plasmid-DNA wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.2.13 Klonierung von PCR-Fragmenten und Ligation

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Klonierung der verschiedenen Gene eine Methode
verwendet, die auf dem von Scharf et al. beschriebenen Prinzip beruht (138).

Dazu wurde ein PCR-Produkt mit Primern amplifiziert, an deren 5’-Enden eine
Restriktionsschnittstelle vorhanden war. Die PCR wurde mit Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (siehe Tabelle 2-27 und Tabelle 2-28) durchgefiihrt, die erhaltenen DNA-
Fragmente wurden anschlieBend mit dem NucleoSpin® Extract Il Kit (siehe 2.2.2.11)

aufgereinigt und mit dem entsprechenden Enzym gespalten (Tabelle 2-34). Das Plasmid
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wurde ebenfalls mit dem gleichen Enzym linearisiert und vor dem Ligationsschritt mit
Alkalischer Phosphatase dephosporiliert (Tabelle 2-34), um die Religation des Vector und
Vector-Vector Ligationen zu vermeiden. Anschliefend wurde die Ligation in einem Verhaltnis
von 1:3 (Plasmid:Insert) mit T4 Ligase (1 ul, 440 U) und passendem Puffer (Tabelle 2-4) in
einem 20 pl-Ansatz mit einer Gesamt-DNA-Konzentration von 1-10 ng/ul, fir 16 h bei 16 °C
durchgefiihrt (10 min, 65 °C zur Inaktivierung). Zuletzt wurde der Ansatz in E. coli JM109
transformiert und auf Agarplatten mit einem entsprechenden Selektionsantibiotikum
ausplattiert (2.2.1.7). Da hier die Klonierung ungerichteten erfolgte wurden die Plasmide
anschliefend mittels PCR auf die korrekte Orientierung des Inserts lberprift. Tabelle 2-34

zeigt die einzelnen Zusammensetzungen der vorgenommenen Restriktionen.

Tabelle 2-34 Zusammensetzung der Ansatze zum Verdau der PCR-Fragmente, der Plasmid-DNA und
zur Behandlung von Plasmid-DNA mit Alkalischer Phosphatase, sowie die Angaben der Temperatur
und Dauer der Restriktion.

Losung/DNA Verdau PCR-Fragment Verdau Plasmid (in pl) Alkalische Phosphatase-Verdau
(in pl) des linearisierten Plasmid (in pl)

Puffer 3 2 5

Enzym 1 1 2,5

DNA X X X

A. dest. ad 30 ad 20 ad 50

(LiChrosolv®)

Verdau 1h,37°C, 1h,37°C, 1 h, 37 °C, 20 min 65°C zur
entsprechende entsprechende Inaktivierung
Inaktivierung Inaktivierung

2.2.2.14 Sequenzierung von PCR-Fragmenten

Zur Sequenzierung wurde der Genomelab™ GeXP Genetic Analysis System DNA-Sequenzer
der Firma Beckmann Coulter verwendet. Das System nutzt das Cycle Sequencing, das auf
dem von Sanger et al. basierten Kettenabbruchverfahren (136) basiert.

Zur Sequenzierung von PCR-Fragmenten wurde das PCR-Produkt zundchst durch
Exonuklease | und Alkalische Phosphatase (Fast AP) enzymatisch aufgereinigt. Dazu wurden
5 upl PCR-Produkt mit 0,5 pl (10 U) Exonuklease | und 1 ul (1 U) Alkalische Phosphatase
versetzt, anschlieRend 15 min bei 37 °C und 15 min bei 85 °C inkubiert. Fir die
Sequenzierung von PCR-Fragmenten bis zu einer GroRe von 400 bp wurden 5-40 ng DNA, fir

PCR-Fragmente bis zu einer GroRe von 1000 bp wurden 30 — 100 ng DNA eingesetzt. Zur
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DNA wurde 1 pl Primer in einer Konzentration von 10 pmol/ul hinzugegeben sowie 1 pl
Quick Start Mix und 3 pl Sequencing Reaction Buffer bei einer GréBe bis 450 bp, 2 ul Quick
Start Mix und 2 ul Sequencing Reaction Buffer bei einer GroRe iber 450 bp und 3 pl Quick
Start Mix und 1 pl Sequencing Reaction Buffer bei einer GroRe von 1000 bp. Der Ansatz
wurde mit LiChrosolv® Wasser auf ein Volumen von 20 pl gebracht und bei folgendem

Programm inkubiert (siehe Tabelle 2-35).

Tabelle 2-35 Beschreibung des Programms der Sequenzier-PCR.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 96 °C 20s

Primer-Annealing T,°C (max. 60 °C) 20s 30x

Elongation 60 °C 4 min

Nach dem Cycle erfolgte die EtOH-Fallung nach Beckman-Coulter. Dazu wurde der 20 pl
Ansatz mit 5 pl Fallungslésung vermischt, 60 ul Ethanol abs. hinzugegeben und bei 13.000
rpm 12 min (RT) zentrifugiert. Nach zweimaligem waschen mit jeweils 200 pl 70 % Ethanol
(13.000 rpm, 1 min, RT) wurde der Uberstand sorgfiltig abgenommen und das Pellet bei RT

getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 30 pl SLS gelost.

3M Natrium-Acetat-Losung pH 5,2 fir die Fallung von DNA

Fir 100 ml Loésung wurden 40,82 g Natrium-Acetat Trihydrat in 50 ml H,O gelést und mit
Eisessig auf pH 5,2 eingestellt und autoklaviert. (MW = 136,08 g/mol)

Fallungsldsung
2 ul 3 M Natrium-Acetat-Lésung pH 5,2 werden mit 2 pul 100 mM EDTA pH 8,0 und 1 ul

Glykogen

Die Sequenzierungen wurde mit dem Genomelab™ GeXP Sequenzer durchgefiihrt. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe von Vector NTI Advance™ 11.
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2.2.3 Arbeiten mit Protein

2.2.3.1 Isolierung von Proteinen

Die Isolierung von Proteinen erfolgte mittels SDS, sowie nativ, mit Hilfe von
Ultraschallwellen. In der vorliegenden Arbeit wurden diese beiden Methoden angewendet,
um die Proteine AAC(6')lb und AAC(6)ly (pUC19) von E. coli JM109, sowie AAC(6)ly-Hisg und
deren Derivate (pET23) von E. coli BL21 DE3 zu isolieren. Die Proteine des pET23-Vektors
wurden mit einem Hisg-Tag, einer Folge von sechs Histidinresten am C-Terminus des
Proteins, markiert und konnten so nach Durchfiihrung des Western Blots mit einem Anti-His
(Cterm)/AP Antikorper detektiert werden.

Zur Isolierung von Gesamt-Protein aus E. coli Bakterienzellen wurde aus einer 3 ml LB UNK
ein Kolben mit 150 ml LB 1:50 angeimpft. Gegebenenfalls wurde die entsprechende Menge
an Antibiotika hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 170 rpm und 37 °C bis zu einer
Optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) von 0,5 herangezogen. Anschlieend wurden 75 ml der
Losung in einen zweiten sterilen Kolben Gberfihrt und mit einer Endkonzentration von 1 mM
IPTG versetzt. Beide Kolben wurden fir 4 Stunden bei 130 rpm und 37 °C inkubiert. Um die
Menge an Zellsuspension zu ermitteln die anschlieBend 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert
werden sollte, wurde die die Optische Dichte bei 450 nm (ODg4s0) bestimmt. AnschlieRend
wurde der ODgso-Wert durch 33 dividiert. Das Ergebnis entspricht der Menge an
Probenpuffer die zu 1 ml abzentrifugierter Zellsuspension hinzugegeben werden musste.
Hier wurde jedoch 1 ml Probenpuffer verwendet, daher musste entsprechend mehr

Zellsuspension eingesetzt werden.

fiir die SDS-PAGE

Nach Zentrifugation der entsprechenden Menge an Zellsuspension wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurde die
Probe 5 min bei 60 °C und anschliefend 5 min bei 100 °C inkubiert. Die lysierte Probe wurde
fiir 20 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert, zuletzt wurde der Uberstand in ein frisches 1,5 ml
Probenréhrchen Uberfihrt. 30 pl der Probe wurden mit 3 pl Bromphenolblau-Losung

gemischt und in die Tasche des Gels aufgetragen. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.
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fur Native-PAGE

Nach Zentrifugation der entsprechenden Menge an Zellsuspension wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in nativem Probenpuffer resuspendiert. Um die Zellen zu zerstoéren,
nicht aber die Proteine zu schadigen, wurde 1 ml der Zellsuspension dreimal 10 s bei einer
Amplitude von 100 % mit einem Ultraschallstab beschallt. Nach jeden 10-sekiindigen
Beschallungen wurde 10 s pausiert. Die Sonotrode sollte nicht mehr als 2 mm in die Lésung
tauchen und die GefaBwand nicht beriihrt werden. Die lysierte Probe wurde fir 20 min bei
13.000 rpm abzentrifugiert, zuletzt wurde der Uberstand in ein frisches 1,5 ml
Probenréhrchen Uberfihrt. 30 pl der Probe wurden mit 3 pl Bromphenolblau-Losung

gemischt und in die Tasche des Gels aufgetragen. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

1 M IPTG Stocklosung fiir die Induktion der Translation

238 mg IPTG wurden in 1000 pl H,0 geldst und anschlieBend steril filtriert.
(MW = 238,302 g/mol)

Probenpuffer — SDS

12,4 % Glycin, 5,7 % SDS, 7,1 % B-Mercaptoethanol und 90 mM Tris-HCI pH 6,8 wurden in A.

dest gel6st. Der Puffer wurde bei 4 °C aufbewahrt.

Probenpuffer — nativ

12,4 % Glycin und 90 mM Tris-HCl pH 6,8 wurden in A. dest gel6st. Der Puffer wurde bei 4 °C

aufbewahrt.

Bromphenolblau-Losung

0,2 % Bromphenolblau, 0,5 % Essigsdaure und 5 % Ethanol wurden in A. dest gel6st. Der

Puffer wurde aliquotiert und bei RT aufbewahrt.

2.2.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte nach Liammli im SDS-
Polyacrylamidgel. Hierbei wurden die isolierten Proteine zum einen vollstdndig denaturiert
und mit einer negativen Ladung versehen nach ihrem Molekulargewicht im SDS-Gel
aufgetrennt. Hierbei werden die negativ geladenen SDS-Polypeptidkomplexe in einem

niedrigprozentigen Sammelgel konzentriert und dann im Trenngel aufgetrennt. Die Wahl des
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Puffersystems bei der nativen Gelelektrophorese hing dabei vom isoelektrischen Punkt (IP)
des Proteins ab.

Das Polyacrylamidgel wurde 24 h vor Verwendung gegossen, wahrend des gesamten
Vorgangs wurden Handschuhe getragen und unter dem Abzug gearbeitet. Zunachst wurden
die Ohrenplatte und die Riickenplatte mit Geschirrspllmittel gesaubert, anschlieend mit 96
%igen Ethanol abgespiilt und mit fusselfreiem Papier getrocknet. Nachdem Ohrenplatte und
Rickenplatte zusammengelegt, abgedichtet und fixiert wurden, wurde der Kamm kurz
eingesetzt und ca. 1 cm unterhalb des Kamms eine Linie zur Markierung gezogen. Der Kamm
wurde entfernt, die Vorrichtung vertikal aufgestellt und folgende Zusammensetzung der

Trenngele verwendet, siehe Tabelle 2-36.

Tabelle 2-36 Zusammensetzung des Trenngels der SDS- bzw. Nativen-PAGE Gele.

Lésung 18 %, 20ml, SDS 18 %, 20ml, nativ
30 % Acrylamid-Losung 12.000 pl 12.000 pl

2 % Bisacrylamid-Losung 900 pl 900 pl

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 5.000 pl 5.000 pl

H20 reinst 1.700 pl 1.900 ul

10 % SDS 200 pl -

10 % Ammoniumpersulfat-Lésung 200 pl 200 pl

TEMED 8 ul 8 ul

Das native-Trenngel wurde vorsichtig in die Liicke zwischen die Glasplatten gegossen, da zur
nativen-PAGE kein Sammelgel benétigt wurde, konnte der Kamm direkt eingesetzt werden.

Das SDS-Trenngel wurde vorsichtig bis zur Markierung (ca. 1 cm unterhalb des Kamms)
gegossen und sofort mit Butanol liberschichtet. Das Butanol wurde nach der Polymerisation
wieder abgesaugt und das Gel mehrmals mit A. dest gespiilt. Nachdem das Gel mit einem
Filterpapier gut getrocknet wurde, konnte das SDS-Sammelgel gemischt werden. Folgende

Zusammensetzung des Sammelgels wurde verwendet, siehe Tabelle 2-37.
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Tabelle 2-37 Zusammensetzung des Sammelgels der SDS-PAGE Gele.

Lésung 5 ml, SDS
30 % Polyacrylamid/0,8 % Bis-Acrylamid 950 pl
0,5 M Tris-HCIl pH 6,8 1.250 pl
H20 reinst 2.700 pl
10 % SDS 50 ul

10 % Ammoniumpersulfat-Losung 50 ul
TEMED 5ul

Die Losung wurde vorsichtig auf das Trenngel gegossen und der Kamm sofort luftblasenfrei
eingesetzt. Zur Gelelektrophorese fir die SDS-PAGE, sowie zur Trennung der nativen
Proteine wurde der der entsprechende Laufpuffer verwendet. Fiir die SDS-PAGE wurde eine
Spannung von 40 V bei variablem Stromfluss fir ca. 15 h, zur nativen Gelelektrophorese

wurde eine Spannung von 60 V variablem Stromfluss fiir ca. 24 h gewahlt.

AnschlieBend wurden die Gele in Comassie-Farbelosung fir eine Stunde gefdarbt, mit
Entfarbelosung bis zum gewiinschten Ergebnis entfarbt und dokumentiert. Die
fotografierten Gele wurden nun fir 24 h in Konservierungslésung gelegt und am folgenden
Tag mit einer beheizbaren Vakuumplatte auf einem Whatmanpapier der gleichen Grof3e
konserviert. Die Gele fir den Western Blot wurden nicht gefarbt, sondern wurden direkt

weiterverwendet, siehe 2.2.3.3.

1,5 M Tris-HCl pH 8,8

1,5 M Tris-Base wurde mit 6 N HCl auf pH 8,8 eingestellt und mit A. dest entsprechend

aufgefillt. Der Puffer wurde bei 4 °C gelagert.

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

0,5 M Tris-Base wurde mit 6 N HC| auf pH 6,8 eingestellt und mit A. dest entsprechend

aufgefillt. Der Puffer wurde bei 4 °C gelagert.

10 %iges APS

100 mg Ammoniumpersulfat wurden in 1 ml A. dest geldst und bei -20 °C eingefroren.
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10 %iges SDS
1 g SDS wurde mit 10 ml A. dest gemischt und bei RT aufbewahrt.

Butanol-Wasser Losung

Fiir das Uberschichten des Trenngels wurde n-Butanol und LiChrosolv® im Verhiltnis 1:1

gemischt und bei RT aufbewahrt.

5 x Laufpuffer — SDS

0,96 M Glycin, 0,124 M Tris-Base und 0,5 % SDS wurden in A. dest gelost und auf einen pH
von 8,3 eingestellt. Die Losung wurde bei RT aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde der Puffer 1:5

verdinnt.

5 x Laufpuffer — nativ

0,96 M Glycin, 0,124 M Tris-Base und 0,5 % SDS wurden in A. dest gelost und auf einen pH
von 8,3 eingestellt. Die Losung wurde bei RT aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde der Puffer 1:5

verdinnt.

Comassie-Farbelosung

0,25 % Comassie Brilliant Blue R-250, 50 % Methanol und 9,2 % Eisessig wurden mit A. dest
gemischt. Die Losung wurde mehrmals zum Farben der PAGE-Gele verwendet. Sie wurde bei

RT aufbewahrt.

Entférbel6sung

20 % Methanol und 7 % Eisessig wurden mit A. dest gemischt. Die Losung wurde bei RT

aufbewahrt.

Konservierungslosung

7 % Essigsdure und 4 % Glycerin wurden mit A. dest gemischt. Die Losung wurde bei RT

aufbewahrt.
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2.2.3.3 Western Blot (Semi Dry)

2.2.3.3.1 Ubertragung der Proteine auf die Membran (Blotting)

Insgesamt 12 Whatmanpapiere (Whatman® Papier, GBO03) sowie die Nylonmembran (0,45)
wurden passend zur GelgroRRe zugeschnitten. Auf die angefeuchtete Anodenplatte wurden 6
Lagen in Anodenpuffer | getranktem Whatmanpapier gelegt, darauf 3 Lagen in Anodenpuffer
Il getranktem Whatmanpapier, anschlieend die mit Anodenpuffer 1l 30 min dquilibrierte
Nylonmembran. Darauf wurde vorsichtig das Proteingel gelegt und mit 3 Lagen in
Kathodenpuffer getranktem Whatmanpapier abgedeckt. Alle Schichten wurden mit einer
Glaspipette glatt gerollt und darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen den
Schichten befinden. Zuletzt wurde die angefeuchtete Kathodenplatte dariibergelegt und 88
mA Strom bei maximalem Volt fir 60 min angelegt. Die Kathodenplatte wurde mit ca. 2 kg

Gewicht beschwert.

Anodenpuffer |

0,3 M Tris-HCl-pH 7,5
20 % MetOH
A. dest

Anodenpuffer Il

25 mM Tris-HCl pH 7,5
20 % MetOH
A. dest

Kathodenpuffer

25 mM Tris-HCl pH7,5

40 mM Aminocapronsaure
20 % MetOH

A. dest
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2.2.3.3.2 Fixierung der Proteine auf der Membran

Zur Fixierung der Proteine wurde die Membran mit der Proteinseite nach oben auf ein

Whatmanpapier gelegt und fiir 30 min bei 120 °C im Ofen gebacken.

2.2.3.3.3 Hybridisierung

Nach der Fixierung wurde die Membran fir 1 — 2 h in 20 ml Blotto | bei RT langsam
geschittelt/geschwenkt und 2 x 5 min mit 20 ml TBST bei RT gewaschen. Ein mit Alkalischer
Phosphatase (AP) markierter Antikorper (Anti-His (Cterm)/AP Antikorper), der spezifisch
sechs C-terminale Histidinreste des Enzyms erkennt, wurde 1:2000 in 10 — 20 ml Blotto Il
verdinnt und die Membran darin fiir 2 h bei RT vorsichtig geschwenkt. Es erfolgte ein
dreimaliger Waschschritt in 20 ml TBST bei RT, wobei nichtgebundener Antikérper entfernt
werden sollte. Zuletzt wurde die Membran fir 5 min in TBS gelegt um das Detergenz zu

entfernen.
1 x TBS
20 mM Tris-HCl pH 7,5

15 mM Nadl

TBST
TBS + 0,05 % Tween 20

Blotto |

TBS + 5 % Magermilchpulver

Blotto Il
TBST + 1 % Magermilchpulver
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2.2.3.3.4 Detektion des Anti-His (Cterm)/AP Antikorpers

Die Detektion des gebundenen Anti-His (Cterm)/AP Antikorper erfolgte chromogen durch die
Losungen BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat) und NBT (Nitro Tetrazolium Blue
Chloride). Hierbei wird BCIP durch Abspaltung der Phosphatgruppe in das entsprechende
Indoxyl Uberfihrt, das zu einem Keton tautomerisiert. Das Keton dimerisiert zu blauem
Indigo, wobei H" freigesetzt wird. Das H* reduziert NBT zum purpurnen Diformazan. Beide
Farbstoffe fallen dabei in unmittelbarer Ndhe des Antikorpers aus und farben die Umgebung
dunkelviolett.

Zur Detektion wurde 1 ml der BCIP sowie der NBT Losung in 8 ml A. dest gemischt und sofort
auf die Membran gegeben. Die Membran wurde bei RT inkubiert bis sich das gewlinschte
Signal zeigte (nach ca. 5 min). Um zu viele Hintergrundsignale zu vermeiden und um die
Reaktion zu stoppen wurde die Membran mit A. dest fir 10 min gespilt. Die Membran

wurde an der Luft bei RT getrocknet und fotografiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulare Grundlagen der Entstehung der Variante AAC(6°)-
Ib-cr aus AAC(6°)-Ib und in vitro Untersuchungen zur

Herstellung einer AAC(6°)-lb-cr-analogen Mutation in einem

anderen Typ AAC(6°)-I

3.1.1 Untersuchungen zu AAC(6°)-1, AAC(6°)-1b und AAC(6°)-lb-cr

3.1.1.1 Kontrolle von klinischen Isolaten auf die Anwesenheit von AAC(6°)-1b

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurden 25 aus einem Kollektiv von insgesamt 183
klinischen Enterobacteriaceae-lsolaten ausgewadhlt, da sie positiv auf die Anwesenheit des
Gens aac(6°)-Ib mittels PCR untersucht wurden und reduzierte Fluorchinolonempfindlichkeit
zeigten (A. Heisig, A. Schnasse, T. ClauRen, unveroffentlicht). Das gesamte Kollektiv war in
den Jahren 2001 bis 2004 in britischen Krankenh&usern isoliert worden (Dr. Rosy Reynolds,
London) und wurde auBerdem bereits auf Mutationen in den Genen gyrA/B bzw. parC/E

untersucht (A. Heisig, A. Schnasse, T. ClauBen, unveroffentlicht).

Das Vorhandensein des Gens aac(6°)-Ib in den 25 ausgewahlten Isolaten wurde mittels PCR
mit den Primern AAC6 +| for und AAC6 +519 rev noch einmal bestatigt. Zur weiteren
Charakterisierung der Genvarianten wurden die hieraus erhaltenen PCR-Fragmente mit zwei
Restriktionsenzymen, Fokl und Ndel, gespalten (zur Vorgehensweise siehe 2.2.2.12).

Das Enzym Fokl spaltet das aac(6°)-Ib-wt-Gen im Bereich des Codons 102, wohingegen Ndel
spezifisch die cr-Variante im Bereich des Codons 179 spaltet (79). Genauer gesagt erkennt
das Enzym Fokl die Nukleotidsequenz 5'-GG-3' (Nukleotidpositionen 301 bis 305) und
schneidet um n = 9 bzw. n = 13 bp versetzt den sense bzw. antisense Strang der DNA von
aac(6°)-1b-wt. Die Erkennungssequenz des Enzyms Fokl liegt im Bereich der Aminosauren 101
und m Im aac(6°)-Ib-cr-Gen ist die erste Base in Codon 102 verdndert (TGG—->CGG),
wodurch aac(6°)-Ib-cr nicht von Fokl gespalten werden kann. Das Restriktionsenzym Ndel
erkennt und schneidet die Nukleotidsequenz 5'-CAG-3' (Nukleotidpositionen 533 bis

538) der Variante aac(6°)-1b-cr. Die Erkennungssequenz des Enzyms Ndel liegt im Bereich der
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Aminosauren 178, bzw. 180. Ndel spaltet nur die aac(6’)-Ib-cr-Variante, da hier die
Punktmutation in Codon 179 (GAT->TAT) und somit die Erkennungssequenz des Enzyms
vorhanden ist.

Nach der Auftrennung des gespalten PCR-Ansatzes durch Gelelektrophorese, gab das
entstandene Restriktionsfragmentmuster Aufschluss Uber die jeweils vorliegende Variante
des Gens. Zur Verifizierung der jeweiligen identifizierten Variante und zur weiteren Analyse
der Sequenz wurden die erhaltenen PCR-Fragmente anschlieRend sequenziert. In Tabelle 3-1

sind die Ergebnisse der Analyse zusammengefasst.

Tabelle 3-1 Ergebnisse des RFLP und der Sequenzierung der 25 aac(6°)-Ib positiv getesteten

Stamme tabellarisch zusammengefasst.

Spezies GK Isolation Mutationen in Mutationen in Genvariante Bemerkung*2 Referenz
GyrA*1 ParC’
E. coli 2791 2001 Ser83Leu, Ser80Arg aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London
E. 2792 2001 Ser83XXX, Keine Mutation  aac(6°)-1b- gnrA-positiv. R. Reynolds,
cloacae Asp87Gly vorhanden wt London
E. coli 2801 2001 Ser83Leu, Ser80lle aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London
E. coli 2815 2001 Ser83Leu nicht bestimmt  aac(6°)-1b-cr R. Reynolds,
London
E. coli 2829 2002 Ser83Leu, Ser80Arg aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London
E. coli 2841 2002 Ser83Leu, Glu84Lys aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London
E. coli 2844 2002 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Gly London
E. coli 2847 2002 Ser83Leu, Glu84Lys aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London
E. coli 2850 2002 Keine Mutation  Keine Mutation  aac(6°)-1b- gnrA-positiv. R. Reynolds,
vorhanden vorhanden wt London
E. coli 2851 2002 Ser83Leu Keine Mutation  aac(6°)-1b11 R. Reynolds,
vorhanden London
E. coli 2870 2003 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6°)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Val London
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Spezies GK Isolation Mutationen in Mutationen in Genvariante Bemerkung*2 Referenz
GyrA*1 ParC’

E. coli 2880 2003 Ser83Leu, Ser80lle aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London

E. coli 2894 2003 Keine Mutation  nicht getestet aac(6°)-1b7 gnrA-positiv. R. Reynolds,
vorhanden London

E. coli 2895 2003 Ser83Leu, Ser80lle aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London

E. coli 2909 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2914 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2919 2004 Ser83Leu, Ser80Arg aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn London

E. coli 2929 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6°)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Val London

E. coli 2937 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6°)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2944 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2945 2004 Ser83Leu, Ser80lle, nicht R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Val bestimmt London

E. coli 2946 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2947 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glug4val London

E. coli 2951 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Val London

E. coli 2959 2004 Ser83Leu, Ser80lle, aac(6’)-1b-cr R. Reynolds,
Asp87Asn Glu84Val London

e Bestimmung durch A. Heisig und A. Schnasse, unveréffentlicht; 2 Bestimmung durch T. Claulien,

unveroffentlicht.

Insgesamt 20 der 25 Stamme zeigten die Genvariante aac(6°)-Ib-cr mit den Punktmutationen

in Codon 102 (TGG->CGG) bzw. in Codon 179 (GAT->TAT), die jeweils zu einem

Basenaustausch der Aminosdurepositionen 102 (W102R) bzw. 179 (D179Y) fuhrten. Vier

Stamme zeigten das aac(6’)-Ib-wt-Gen. Die Variante des Stammes E. coli GK 2945 konnte
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nicht eindeutig zugeordnet werden, da sowohl die Spaltung, als auch die Sequenzierung
nicht eindeutig auswertbar waren. Ein Grund hierflir kdnnten schlecht bindende Primer sein,
die zu einem qualitativ schlechten PCR-Produkt fihrten und die korrekte Auswertung der
Ergebnisse unmoglich machten. Da mit den Primern in den Ubrigen Untersuchungen ein
eindeutiges Ergebnis erzielt werden konnte, war davon auszugehen, dass hier eine
veranderte Variante von aac(6°)-1b vorlag und die Primer somit schlecht banden. Dies wurde
jedoch nicht weiter untersucht. Die Sequenzierung ergab, dass sich unter den vier
gefundenen aac(6°)-Ib-wt-Genen die Varianten aac(6°)-1b7 (GK 2894) sowie aac(6°)-1b11 (GK
2951) befanden. Die Varianten AAC(6")-1b-wt7 und AAC(6°)-Ib-wt11 unterscheiden sich von
AAC(6")-Ib-wt durch die Variation von einer bzw. zwei Aminosauren an den Positionen
116/117, welche, je nach Kombination, ein unterschiedliches Substratspektrum von
Gentamicin und Amikacin zur Folge haben (23). Der Wildtyp (AAC(6')-Ib-wt) besitzt die
Kombination Q116/L117, die Variante AAC(6°)-1b7 weist die Kombination Q116/5117 auf und
die Variante AAC(6°)-Ib11 die Kombination L116/S117 (23). Die Variante aac(6°)-I1b7 in GK
2894 besaB in Triplett 117 einen Austausch von TTA zu TCA und somit den
Aminosaureaustausch L117S. Die Variante aac(6’)-lb11 in GK 2951 besal} zusatzlich in
Triplett 116 einen Basenaustausch von CAG zu CTG, was zum Aminosaureaustausch Q116L

fUhrte.

Es war zu beobachten, dass in den Stdmmen, welche die mutierte Aminoglykosid-
Acetyltransferase AAC(6°)-lb-cr exprimierten, mindestens drei chromosomale Mutationen in
gyrA bzw. parC vorlagen, mit Ausnahme von Stamm GK 2815, hier wurde lediglich eine
Mutation in gyrA gefunden, allerdings wurde parC auch nicht untersucht. Auffdllig war
aullerdem, dass die Aminosduremutationen an Position 102 und 179 nur gemeinsam
gefunden wurden. Bislang wurde kein Gen gefunden, indem nur eine der beiden Positionen
mutiert war. QnrA wurde insgesamt dreimal gefunden, jedoch nur in Stdmmen, die das

Enzym AAC(6°)-1b-wt besalRen.

Die Stamme E. coli GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895 und GK 2951 (Grau hinterlegt)
wurden im Folgenden weiter untersucht, da jeder dieser Stdmme eine andere Variante des
aac(6°)-1b-Gens besitzt. Es wurden zwei aac(6°)-lb-cr-positive Stamme ausgewdhlt, da im

Verlauf der Arbeit in jedem Fall mit aac(6°)-1b-cr weitergearbeitet werden sollte.
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3.1.1.2 Charakterisierung der Stamme GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895, GK 2951

3.1.1.2.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Aus dem untersuchten Kollektiv wurden die funf Stdmme (E. coli GK 2850, E. coli GK 2851, E.
coli GK 2894, E. coli GK 2895 und E. coli GK 2951) ausgewahlt und zunachst durch MHK-
Bestimmung und Plasmidisolierung ndher charakterisiert. Die MHK-Werte der Stamme E. coli

GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895 und GK 2951 sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

Tabelle 3-2 Werte der Empfindlichkeitsbestimmung (in pug/ml) der Stimme E. coli GK 2850, GK
2851, GK 2894, GK 2895 und GK 2951. " Bestimmung durch T. ClauBen, unveréffentlicht.

Stamm Kanamycin*1 Gentamicin * Amikacin Ciprofloxacin
E. coli GK 2850 (aac(6')-Ib-wt) >64 32 4 0,25

E. coli GK 2851 (aac(6)-1b11) >64 4 16 0,25

E. coli GK 2894 (aac(6°)-1b7) >64 16 16 0,5

E. coli GK 2895 (aac(6°)-Ib-cr)  32/64 64 4 256

E. coli GK 2951 (aac(6°)-Ib-cr)  >64 1 8 256

Die MHK-Werte von Kanamycin lagen fiir die Stamme E. coli GK 2850, GK 2851, GK 2894 und
GK 2951 bei tGber 64 pg/ml, fur GK 2895 zwischen 32 und 64 pg/ml, von Gentamicin fur die
untersuchten Stamme zwischen 1 und 64 pug/ml und fir Amikacin zwischen 4 und 16 pg/ml.
Fir die Stamme E. coli GK 2850, GK 2851, GK 2894 lagen die MHK-Werte von Ciprofloxacin
zwischen 0,25 und 0,5 pg/ml, wahrend die MHK-Werte fiir E. coli GK 2895 und GK 2951 bei
256 pg/ml lagen.

Die MHK-Werte konnten jedoch, aufgrund der vorhandenen unterschiedlichen
chromosomalen Mutationen, nicht direkt auf aac(6°)-Ib-Gene zuriickgefihrt werden.
AuBerdem war nicht bekannt, welche weiteren Resistenzgene in den Zellen vorhanden

waren.
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3.1.1.2.2 Erstellung von Plasmidprofilen

Zur weiteren Charakterisierung der ausgewdhlten Stamme wurde zu Beginn mit
unterschiedlichen Plasmidpraparationen Plasmidprofile erstellt, anschlielend gepriift, ob
sich diese Plasmide mittels Transformation und Konjugation Ubertragen lieBen. Ziel der
Vereinzelung durch Transformation bzw. Konjugation der Plasmide die ein bekanntes
aac(6°)-Ib-Gen tragen war zum einen die Charakterisierung der Mobilitatseigenschaften der
Plasmide, zum anderen die Lokalisation des Aminoglykosid-Acetyltransferase Gens. Durch
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) sollte anschlieRend die Erhéhung
der Resistenz bezliglich ausgewdhlter Aminoglykoside und Fluorchinolone durch die

Anwesenheit von AAC(6°)-Ib beziehungsweise AAC(6)-Ib-cr festgestellt werden.

Zur Plasmidisolierung wurde die Methode nach Toranzo et al. (151), die auf der Methode
von Kado & Liu basiert (80), mit und ohne Ethanolfillung ausgewahlt sowie das NucleoBond®
Xtra Midi Kit von Macherey und Nagel getestet. Ziel war es hier, natiirlich vorkommende
Plasmide ab einer GréRe von 10 kb bis zu einer GréRe von ca. 100 kb erfolgreich zu isolieren,
da sich die Gene aac(6')-Ib-wt, aac(6°)-Ib7, aac(6°)-1b11 und aac(6°)-1b-cr auf entsprechend
groRen Plasmiden (Megaplasmiden) befinden kénnen. Die isolierten Plasmide wurden in
einem 0,8 % igen Agarose 1 x E-Puffer Gel aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-1

dargestellt.
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Abbildung 3-1 Vergleich der Plasmidprofile der Stamme GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895 und
GK 2951 und der drei Methoden der Isolierung. 0,8 % ige Agarose, 1 x E-Puffer.

Die Plasmide, die mit der Methode nach Toranzo et al. (2.2.2.7), ohne EtOH-Fallung isoliert
wurden, lieferten stringente Banden, wohingegen die Plasmide nach der EtOH-Fallung nicht
mehr bzw. nur sehr schwach zu detektieren waren. Die Isolierung mit dem NucleoBond®
Xtra Midi Kit lieferte DNA-Banden hoher Intensitdat. Die chromosomale DNA, die auf einer
Hohe von ca. 23 kb [auft, war nur in der Isolierung mit der Methode nach Toranzo et al. ohne
EtOH-Fallung sowie in der Isolierung mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit zu detektieren. In
den Stammen E. coli GK 2850, GK 2894, GK 2895 und GK 2951 konnten mehrere Plasmide
unterschiedlicher GréRe detektiert werden. Die Auftrennung der Plasmide der Isolierung mit
dem NucleoBond® Xtra Midi Kit zeigte zusatzliche Banden, die teilweise dem Muster des
Markers dhnelten. Vermutlich wurden die Proben wahrend des Auftragens mit Marker
verunreinigt. Somit wurde zur Auswertung die Auftrennung der Plasmide, die mit der
Methode nach Toranzo et al. ohne EtOH-Féallung isoliert wurden, verwendet. In E. coli GK
2850 wurden, neben der Bande der chromosomalen DNA (ca. 23 kb), sechs Banden in einer
GroRe von ca. 1 kb bis 8 kb detektiert. Eine sehr schwache Bande war im Bereich tiber 23 kb

zu sehen. In E. coli GK 2851 konnte, neben der Bande der chromosomalen DNA, lediglich
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eine weitere Bande im Bereich Uber 23 kb detektiert werden. In E. coli GK 2894 wurden vier
Banden in einer GrofRe von ca. 1 kb bis 3 kb, sowie zwei Banden im Bereich tber 23 kb
detektiert. In E. coli GK 2895 konnten insgesamt flinf Banden detektiert werden, drei Banden
davon Uber der Bande der chromosomalen DNA, zwei Banden in einer GroRe von ca. 2,5 kb
bis 4 kb. In E. coli GK 2951 wurden fiinf Banden detektiert, davon eine Bande Uber der Bande
der chromosomalen DNA und vier Banden in einer GréRRe von 2,5 kb bis Giber 10 kb. Uber die
genaue Grofle der einzelnen Plasmide konnte hier keine Aussage getroffen werden, da die
Plasmide nicht linearisiert wurden und auch keine Plasmide mit definierter GroRe mit
aufgetrennt wurden. Ebenso war eine Aussage Uber die genaue Anzahl der Plasmide
fragwirdig, da durch unterschiedliche Plasmidformen (superspiralisiert, entspannt-zirkular,

linearisiert) mehrere Banden eines Plasmids entstehen kdnnten.

Aufgrund der hohen Intensitat der Banden der Plasmidisolierung mit dem NucleoBond® Xtra
Midi Kit, wurden diese Ansatze zur Transformation von CaCl,-kompetenten E. coli JM109-
Zellen (GK 3154) verwendet. Gleichzeitig wurden die Stamme E. coli GK 2850, GK 2851, GK
2894, GK 2895 und GK 2951 zur Konjugation mit E. coli K12 W3110R (GK 93) verwendet.

3.1.1.2.3 Transformation und Konjugation der Plasmide der Stdmme E. coli GK 2850, GK

2851, GK 2894, GK 2895 und GK 2951

Die Transformanden wurden mit einer Kanamycin Konzentration von 25 pg/ml selektiert, bei
der Konjugation wurde mit einer Kanamycin Konzentration von 25 pg/ml bzw. mit einer
Rifampicin Konzentration von 50 pg/ml selektiert. Da die Kanamycinresistenz nicht nur von
einer Aminoglykosid Acetyltransferase (AAC), sondern auch durch Aminoglykosid
Phosphotransferasen (APH) oder Aminoglykosid Nukleotidyltransferasen (ANT) vermittelt
werden kann (18) und auch mehrere Plasmide wahrend Transformation und Konjugation in
eine Bakterienzelle aufgenommen werden koénnen, wurden die Transformanden bzw.
Konjuganden zunachst durch PCR mit den aac(6°)-Ib-spezifischen Primern AAC6 +| for und
AAC6 +519 rev untersucht. Aac(6°)-Ib-positiv getestete Stamme wurden anschlieRend durch

erneute Plasmidisolierung begutachtet.

Erfolgreich wurde das entsprechende Plasmid mit aac(6°)-Ib-cr (pAAC(6°)-Ib-cr) aus GK 2951

in E. coli JM109 transformiert. Abbildung 3-2 zeigt das Ergebnis der Auftrennung der
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Plasmidisolierung des Transformanden E. coli IM109 pAAC(6°)-lb-cr (Methode nach Toranzo
et al.) im Vergleich mit E. coli GK 2951.

M1 2951
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Abbildung 3-2 Plasmidisolierung von Transformand E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib-cr im Vergleich mit
Stamm E. coli GK 2951. 0,8 % ige Agarose, 1 x E-Puffer.

Die Auftrennung zeigte, dass Transformand E. coli IM109 pAAC(6")-Ib-cr lediglich ein Plasmid
mit einer GroRRe Uiber 23 kb besall.

Erfolgreich wurden auch die Plasmide von E. coli GK 2894 in E. coli JM109 transformiert.
Abbildung 3-3 zeigt das Ergebnis der Auftrennung der Plasmide nach Prdparation aus 22
Transformanden E. coli IM109 pAAC(6°)-Ib7 (Methode nach Toranzo et al.) im Vergleich mit
E. coli GK 2894.
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Abbildung 3-3 Vergleich der Plasmidprofile 22 zufillig ausgewahlter Transformanden der Plasmide
von Stamm GK 2894 im Vergleich mit dem Profil von GK 2894. 0,8 % ige Agarose, 1 x E-Puffer.

Alle 22 Transformanden E. coli JIM109 pAAC(6°)-1b7 besallen ein Plasmid in einer GréRe Gber
23 kb. Die Transformanden E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7 Nr. 7, Nr. 9 und Nr. 13 hatten neben
dem Plasmid in einer GroRe Uber 23 kb weitere Plasmide in einer Grofl3e von ca. 1,5 kb bis 3
kb aufgenommen. Aufgrund der zusatzlichen Plasmide wurden diese Stamme nicht zur
Empfindlichkeitsbestimmung herangezogen. Die Auftrennung der Plasmide zeigte auRerdem
einen Unterschied in der Laufweite des Plasmids aus Transformand Nr. 23, verglichen mit
den anderen 21 Transformanden E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib7. Es erschien kleiner als die
Plasmide der 21 anderen Transformanden und wurde daher als pAAC(6”)-Ib7A bezeichnet.
Die Plasmide der Stamme E. coli GK 2850 (aac(6°)-1b-wt), GK 2851 (aac(6°)-1b11) und GK

2895 (aac(6°)-1b-cr) konnten durch Transformation nicht vereinzelt werden.

Erfolgreich konjugiert werden konnte lediglich das Plasmid mit aac(6°)-Ib-cr (pAAC(6°)-1b-cr)
aus GK 2951 in E. coli K12 W3110R. Die Plasmide der Stamme E. coli GK 2850 (aac(6°)-1b-wt),
GK 2851 (aac(6°)-1b11), GK 2894 (aac(6°)-1b7) und GK 2895 (aac(6°)-Ib-cr) konnten durch
Konjugation nicht vereinzelt werden. Mit Konjugand E. coli K12 W3110R pAAC(6°)-lIb-cr
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wurde jedoch keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt, da hierzu keine
Vergleichsstimme vorhanden waren und zur Charakterisierung von Plasmid pAAC(6°)-lb-cr

dieses bereits vereinzelt in E. coli IM109 vorlag.

3.1.1.2.4 Bestimmung der Empfindlichkeit der Transformanden E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7,

E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7A und E. coli IM109 pAAC(6°)-Ib-cr

Zur Empfindlichkeitsbestimmung durch Mikrodilution wurden die Transformanden E. coli
JIM109 pAAC(6')-Ib-cr und E. coli IM109 pAAC(6')-Ib7 ausgewdhlt, da diese jeweils nur ein
Plasmid besitzen. Transformand E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib7A mit dem etwas kleineren
Plasmid, wurde aufgrund dessen ebenfalls zum Vergleich herangezogen. Das Ergebnis der

Empfindlichkeitsbestimmung ist in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Tabelle 3-3 Ergebnis der Empfindlichkeitsbestimmung (in pg/ml) der transformierten Plasmide der
Staimme GK 2894 und GK 2951.

Stamm Kanamycin Gentamicin Amikacin Ciprofloxacin Norfloxacin Moxifloxacin
E. coli JIM109 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32 0,16

E. coli JIM109 pAAC(6°)- 64 4 1 0,32 1,28 0,64

b7

E. coli JIM109 pAAC(6°)- 64 2 1 0,08 0,32 0,16

Ib7A

E. coli JIM109 pAAC(6°)- 32 0,25 4 0,32 1,28 0,16

Ib-cr

Die MHK-Werte von Kanamycin, Gentamicin und Amikacin stiegen um sechs bis sieben, um
eine bis fliinf bzw. um zwei bis vier serielle Verdiinnungsstufen fir die Stamme E. coli IM109
PAAC(6°)-1b7, E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7A und E. coli IM109 pAAC(6°)-1b-cr im Vergleich zu E.
coli JM109 an. In Stamm E. coli JIM109 pAAC(6°)-Ib7A dnderten sich die MHK-Werte von den
Fluorchinolone nicht. Fiir E. coli IM109 pAAC(6°)-lb-cr stiegen die Werte von Ciprofloxacin
und Norfloxacin im Vergleich zu E. coli IM109 um zwei Stufen an, wahrend die MHK-Werte
von Moxifloxacin konstant blieben. Die MHK-Werte von den Fluorchinolonen fur E. coli
JM109 pAAC(6°)-Ib7 waren hoher als die von E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7A. Da Stamm E. coli
GK 2894 gnrA-positiv getestet wurde, konnte vermutet werden, dass gnrA und aac(6°)-1b7
auf einem Plasmid lokalisiert waren (pAAC(6°)-Ib7) und dass gnrA bei Stamm E. coli JM109

PAAC(6°)-1b7A nach der Transformation verloren gegangen sein konnte. Dies wurde mittels
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PCR mit den gnrA-spezifischen Primern gnrA _fw 5 +24 und gnrA_rv_3" +650 Uberpriift.
QnrA konnte in Transformand E. coli JIM109 pAAC(6°)-Ib7 nachgewiesen, jedoch in
Transformand E. coli JIM109 pAAC(6°)-1b7A nicht detektiert werden.

Die Ergebnisse ermoglichen eine erste Abschatzung des Einflusses von aac(6°)-Ib-cr auf die
Empfindlichkeit gegeniber Fluorchinolonen. Die Plasmide mit den Genen aac(6°)-Ib-wt (E.
coli GK 2850) und aac(6°)-1b11 (E. coli GK 2851) konnten nicht transformiert oder konjugiert
werden. Daher wurde im Folgenden das aac(6°)-1b-wt-Gen und die Varianten aac(6°)-1b7,
aac(6’)-1b11 und aac(6°)-1b-cr unter definierten Bedingungen in den gleichen Vektor inseriert

weiter charakterisiert.

3.1.1.3 Klonierung von aac(6°)-1b-cr

Zunachst sollten die Gene aac(6°)-Ib-cr, aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b7 sowie aac(6’)-Ib11 mit
ihrem eigenen Promotor in einen Vektor kloniert werden, um die urspriingliche Regulation
des Promotors, die natiirliche Expressionsstarke der Gene und um die native Vermittlung der

Resistenz beizubehalten.

Da es von den Promotorsequenzen der Gene aac(6°)-1b-cr, aac(6°)-1b-wt, aac(6°)-1b7 sowie
aac(6°)-1b11 keine veréffentlichten Sequenzen gibt, wurde zunéachst versucht, durch direkte
Sequenzierung des Bereichs stromaufwarts von aac(6’)-Ib, die Promotorsequenz zu
bestimmen. Hierflir wurden ca. 50 ng bzw. 100 ng Plasmid-DNA der Transformanden E. coli
JM109 pAAC(6°)-Ib7 und E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib-cr aus einer Isolierung mit dem
NucleoBond® Xtra Midi Kit jeweils mit 30 pmol des Primers aac(6’)_rev_+201_SEQ (5'-
AACGTACGACTGGGCATACCCAATCGGCT-3") und 6 ul Quick Start Mix in einem 20 pl Ansatz
gemischt. Das Programm der Sequenzier-PCR sowie das weitere Vorgehen wurden wie unter
2.2.2.14 beschrieben durchgefiihrt. Hieraus lieBRen sich keine auswertbaren
Chromatogramme generieren. Moégliche Ursache kdnnte die Anwesenheit einer zu groRen
Menge an chromosomaler DNA im Ansatz sein, die bei der Isolierung von Plasmid-DNA mit
dem NucleoBond® Xtra Midi Kit stets mit isoliert wurde, jedoch bei den Ubrigen Versuchen
nicht storte. Mehrere Versuche die chromosomale DNA aus den Ansatzen zu entfernen, wie
die Extraktion der Plasmid-DNA aus einem Agarose-Gel, flihrten nicht zu einem
auswertbaren Ergebnis. Da die Gene aac(6°)-Ib-cr, aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b7 sowie aac(6’)-

Ib11 aulRerdem haufig in Integrons lokalisiert sind (58), daher jeweils von einem zentralen
92



Ergebnisse

Promotor reguliert werden und moglicherweise weitere Genkassetten zwischen dem
zentralen Promotor und dem aac(6°)-1b-Gen liegen kénnen, wurde schlieflich von einer
Klonierung der Gene mit ihrem eigenen Promotor und von der Sequenzierung des Bereichs
stromaufwarts abgesehen. Die Gene aac(6°)-1b-cr, aac(6’)-Ib-wt, aac(6°)-1b7 sowie aac(6’)-
Ib11 sollten nun ohne ihren eigenen Promotor, hinter einen durch Isopropyl-1-thio-B-D-
Galaktopyranosid (IPTG) induzierbaren Promotor in das Plasmid pUC19 kloniert werden. Die
Klonierung der Gene aac(6°)-lb-cr, aac(6°)-1b-wt, aac(6°)-1b7 sowie aac(6°)-Ib11 ohne ihren
eigenen Promotor erbrachte einen weiteren Vorteil, denn so wurden alle Gene identisch
reguliert und exprimiert, sodass die vermittelte Resistenz lediglich auf das Gen
zurlickzufiihren war, nicht auf die Aktivitdt der Promotoren der verschiedenen aac(6°)-1b-

Gene.

Zu Beginn der Klonierung wurden mehrere Varianten des aac(6°)-Ib-Gens verschiedener
Enterobacteriaceae verglichen um anschlieBend passende Primer zu konstruieren. Tabelle
3-4 zeigt einen Vergleich mehrerer Proteinsequenzen von AAC(6°)-lb-cr, AAC(6°)-lb-wt und

AAC(6')-1b7.

Tabelle 3-4 Tabellarische Ubersicht der N-terminalen Aminosiuresequenzen von AAC(6°)-Ib-cr,
AAC(6")-Ib-wt und AAC(6°)-1b7 aus verschiedenen Enterobacteriaceae-Stammen.

Accession-Nr.  Stamm Typ N-Terminus

EF375620 E. cloacae AAC(6")-1b-cr MTEHDLA...
EU675686 E. coli AAC(6)-Ib-cr MSNAKTKLGITKYSIVTNCNDSVTLRLMTEHDLA...
AY259086 E. coli AAC(6°)-1b-cr MTEHDLA...
M55547 K. pneumoniae  AAC(6°)-lb-wt MSIQHFQTKLGITKYSIVTNSNDSVTLRLMTEHDLA...
EU819087 P. aeruginosa AAC(6°)-1b7 MTNSNDSVTLRLMTEHDLA...

Bei einem Vergleich mehrerer vertffentlichter Aminosduresequenzen der AAC(6)-lb-
Varianten fallt auf, dass sich die N-terminalen Aminosduren zu Beginn der Sequenz

unterscheiden.

Tabelle 3-5 zeigt den Vergleich der Basensequenz am 5°-Ende von E. coli mit aac(6°)-1b-cr

(Accession-Nr. EU675686) und K. pneumoniae mit aac(6°)-1b-wt (Accession-Nr. M55547).
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Tabelle 3-5 Tabellarische Ubersicht der 5°-Enden der Basensequenzen von E. coli mit aac(6’)-Ib-cr
(Accession-Nr. EU675686) und K. pneumoniae mit aac(6°)-Ib-wt (Accession-Nr. M55547).

Accession-  Stamm Typ 5’-Ende

Nr.

EU675686  E. coli aac(6°)-1b- ATGAGCAACGCAAABAAAGTTAGGCATCACI/GTAC...
cr

M55547 K. aac(6’)-lb- ATGAGTATTCAACATTTCCABAAAGTTAGGCATCAC/GTAC...

pneumoniae  wt

Zunachst wurde Primer aac(6’)-lb 5°-66 for konstruiert. Dieser bindet die unterstrichene
Sequenz zu Beginn der grau hinterlegten Basen in Tabelle 3-5. In Kombination mit Primer
AAC6 +519 rev wurde durch PCR Uberpriift, ob bei den Stammen GK 2850, GK 2851, GK
2894, GK 2895, GK 2951 ein spezifisches Produkt entsteht.

AnschlieBend wurde mit den Primern Hindlll-aac(6’) -66 for No.2 und Hindlll-aac(6’) +519
rev ein spezifisches PCR-Fragment amplifiziert, welches von Hindlll Schnittstellen flankiert
war (siehe 2.2.2.8.3).

Als Template fiir die PCR zur Generierung des Inserts fiir die Klonierung diente zunéchst E.
coli GK 2951, als Vektor wurde Plasmid pUC19 ausgewahlt und aac(6°)-Ib-cr iber die HindllI-
Schnittstelle der Multiple Cloning Site (MCS) in frame mit den ersten acht Aminosduren des
N-Terminus von LacZ (MTMITPSL) kloniert. Das rekombinante Plasmid pHPNE19-01 ist in
Abbildung 3-4 dargestellt.

pHPNE19-01
Lac-Operon Polylinker M13mp19

Puia bla (ApR) rep (pPMB1) ‘ lacZ aac(6’)ib-cr

o i |i II|i |iii

" -35 und -10 Box

I Shine Dalgarno Sequenz (SDS)

Abbildung 3-4 Lineare Darstellung des rekombinanten Plasmids pHPNE19-01. Pbl/a bezeichnet den
Promotor des bla-Gens, das bla-Gen kodiert fiir eine Beta(B)-Lactamase, Ap® steht fur Ampicillin-
Resistenz, rep ist die Abkilirzung fir Replikationsursprung, pMB1 gibt die Herkunft des
Replikationsursprungs an, Lac-Operon steht fiir Laktose-Operon, das lacZ-Gen kodiert fiir das Enzym
Beta(B)-Galaktosidase, das aac(6°)-Ib-cr-Gen kodiert fir die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase
Typ Ib-cr.

94




Ergebnisse

Zur Kontrolle wurde das hergestellte Plasmid sequenziert. Zur Uberpriifung der Funktion des
Konstruktes pHPNE19-01 wurden MHK-Werte durch Mikrodilution bestimmt und mit dem
Transformanden E. coli M 109 pAAC(6°)-lb-cr verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-6

zusammengefasst.

Tabelle 3-6 Ergebnis der MHK-Bestimmung zur Kontrolle des Konstruktes pHPNE19-01 im Vergleich
mit E. coli IM109 pAAC(6°)-lb-cr. Als Referenz dient E. coli JIM109.

Stamm Kanamycin Gentamicin Amikacin Ciprofloxacin Norfloxacin Moxifloxacin
E. coli JIM109 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32 0,16

E. coli IM109 pAAC(6°)- 32 0,25 4 0,32 1,28 0,16

Ib-cr

E. coli JIM109 pHPNE19- 16 0,125 2 0,16 1,28 nb

01

MHK-Werte in ug/ml. (nb = nicht bestimmt)

Die MHK-Werte fiir E. coli IM109 pHPNE19-01 im Vergleich zu E. coli JIM109 steigen fir
Kanamycin um finf Verdinnungsstufen, fiir Gentamicin und Amikacin um max. drei
Verdiinnungsstufen, fur Ciprofloxacin um eine Verdiinnungsstufe, flir Norfloxacin um zwei
Verdinnungsstufen an. Die Werte fiir Moxifloxacin dndern sich hingegen nicht. Die MHK-
Werte flr E. coli IM109 pAAC(6°)-lb-cr und E. coli IM109 pHPNE19-01 weichen um maximal

eine Verdinnungsstufe voneinander ab, was innerhalb des Fehlers dieser Methode lag.

Nach der erfolgreichen Klonierung von aac(6°)-lb-cr in pUC19 wurde der Stamm E. coli

JM109 pHPNE19-01 zunachst fir die weiteren Versuche ausgewahlt.

3.1.1.4 Herstellung von Deletionsmutanten von pHPNE19-01 und Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration

Wie unter 1.3.2 bereits beschrieben, besitzen Enzyme der GNAT Superfamilie vier

hochkonservierte Motive A bis D (120). Ein Vergleich verschiedener N-Termini von AAC(6')-

Ib-Varianten zeigte, dass die Aminosduren des N-Terminus von AAC(6°)-lb moglicherweise

keine essentielle Funktion haben (vergleiche Tabelle 3-4, Seite 93).

Im folgenden Schritt wurden mit den Primern pUC19::aac(6’)-lb-cr-66-45-LacZA+1+24for und
pUC19::aac(6”)-Ib-cr-66-24rev in der SSM-PCR (siehe 2.2.2.8.4) die Nukleotide, welche fiir die
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acht Aminosduren von LacZ (MTMITPSL) kodieren, in Plasmid pHPNE19-01 deletiert. Es
entstand Plasmid pHPNE19-01.1 (siehe Abbildung 3-5).

pHPNE19-01.1

Lac-Operon Polylinker M13mpl19
Puia bla (Ap®) rep (pPMB1) ‘ qac(6 Mib-cr

| |

aac(6 )Ib-cr

Motiv D Motiv A Motiv B

(B)

|]-35 und-10 Box
I Shine Dalgarno Sequenz (SDS)

X Markierung der eingefiihrten
Deletion

Abbildung 3-5 Lineare Darstellung des Plasmids pHPNE19-01.1 (A) und der Motive A — D von
aac(6°)-1b-cr (B) mit Markierung der eingefiihrten Deletion. Pbla bezeichnet den Promotor des bla-
Gens, das bla-Gen kodiert fiir eine Beta(B)-Lactamase, Ap" steht fir Ampicillin-Resistenz, rep ist die
Abkirzung fur Replikationsursprung, pMB1 gibt die Herkunft des Replikationsursprungs an, Lac-
Operon steht fiir Laktose-Operon, das lacZ-Gen kodiert fir das Enzym Beta(B)-Galaktosidase, das
aac(6’)-Ib-cr-Gen kodiert fiir die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ lb-cr. M steht fur die

Aminosaure Methionin.

AnschlieBend wurden mit den Primern pUC19::aac(6’)-lb-cr+1+20-LacZdel+1+24for und
pUC19::aac(6’)-lb-cr+1-+42rev weitere 66 bp des 5°-Endes von aac(6°)-lb-cr in Plasmid
pHPNE19-01, bis zum nachsten Startcodon ATG, welches fiir die Aminosdure Methionin (M)
kodiert und in Motiv C liegt, deletiert. Es entstand Plasmid pHPNE19-01.2 (siehe Abbildung
3-6).
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pHPNE19-01.2

Lac-Operon Palylinker M13mp19
Py bla (Ap") rep (pPMBL) aac(e’)h-cr

| |
) Oy b L —

aac(6’)ib-cr

Motiv C Motiv D Motiv A Motiv B

(B)

|]-35 und-10Box
I Shine Dalgarno Sequenz [SDS)

x Markierung der eingefilhrten
Deletion

Abbildung 3-6 Lineare Darstellung des Plasmids pHPNE19-01.2 (A) und der Motive A — D von
aac(6°)-1b-cr (B) mit Markierung der eingefiihrten Deletionen. Pbla bezeichnet den Promotor des
bla-Gens, das bla-Gen kodiert fiir eine Beta(B)-Lactamase, Ap" steht fiir Ampicillin-Resistenz, rep ist
die Abklrzung fur Replikationsursprung, pMB1 gibt die Herkunft des Replikationsursprungs an, Lac-
Operon steht fiir Laktose-Operon, das lacZ-Gen kodiert fir das Enzym Beta(B)-Galaktosidase, das
aac(6’)-Ib-cr-Gen kodiert flir die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ lb-cr. M steht fur die

Aminosaure Methionin.

AuBerdem wurden mit den Primern pUC19::aaclacZ(+M)for und pUC19::aac(6’)-lb-cr-66-
24rev die Nukleotide, welche fir die acht Aminosduren MTMITPSL kodieren, zum einen
durch ein ATG (kodiert fir ein Methionin (M)) in Plasmid pHPNE19-01.1a, sowie zum
anderen mit den Primern pUC19::aaclacZ(+MSNAK)for und pUC19::aac(6')-Ib-cr-66-24rev
durch die Nukleotide, welche fiir die Aminosauresequenz MSNAK kodiert, die in E. coli mit
der Accession Nummer EU675686 zu finden waren, in Plasmid pHPNE19-01.1b, ersetzt.

Als Template der PCR zur Herstellung der Plasmide pHPNE19-01.1, pHPNE19-01.2, pHPNE19-
01.1a und pHPNE19-01.1b diente die durch alkalische Lyse isolierte Plasmid-DNA von
pHPNE19-01. Die korrekte Einfliihrung der Deletionen bzw. Insertionen oder Mutation in das
jeweilige Plasmid wurde mittels Sequenzierung kontrolliert. Ob die rekombinanten Plasmide
pHPNE19-01.1, pHPNE19-01.2, pHPNE19-01.1a und pHPNE19-01.1b ein funktionsfahiges
Enzym exprimieren, wurde durch die Bestimmung der Empfindlichkeit von Ciprofloxacin

mittels Mikrodilutionsmethode kontrolliert.
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Die grafische Darstellung der Plasmide sowie die Ergebnisse der MHK-Bestimmung sind in

Tabelle 3-7 zusammengefasst.

Tabelle 3-7 Grafische Darstellung der Plasmide und Ergebnisse der MHK-Bestimmung.

Stam Plasmid Lineare Darstellung der Plasmide Ciprofloxaci

m n

E.coli - 0,08

JM109

E.coli  pUC19 Lac-Operon polylinker M13mp19 0,08
Phia bla (Ap®) rep (pMB1) lacz

JM109 ‘ ‘ |

E. coli pHPNE19 Lac-Operon Polylinker M13mp19 0,16
Py, bla {Ap*) rep (pMB1) lacz aac(6 }ib-cr

e ‘E ﬁ LH|

E. coli pHPNE19 Lac-Operon polylinker M13mp19 0,08
Poi bla (ApF) rep (pMB1) aac(6 )ih-cr

e H | |

E.coli  pHPNE19 Lac-Operon polylinker M13mp19 0,08
Py bla (ApF®) rep (pMB1) aac(6')h-cr

e o ‘H ‘ ‘

E. coli pPHPNE19 Lac-Operon Polylinker M13mp19 0,16
Poia bla (Ap") rep (pMB1) " aac(s )ib-cr

JM109 -01.1a ‘ ‘ | ‘

E. coli pPHPNE19 Lac-Operon Polylinker M13mp19 0,16
Poia bla (ApF) rep (pMB1) MSNAK aac(6')ih-cr

JM109 -01.1b | ‘

— — o ——

MHK-Wert in pg/ml. Pbla bezeichnet den Promotor des bla-Gens, das bla-Gen kodiert fir eine
Beta(B)-Lactamase, Ap® steht fiir Ampicillin-Resistenz, rep ist die Abkiirzung fiir Replikationsursprung,
pMB1 gibt die Herkunft des Replikationsursprungs an, Lac-Operon steht fiir Laktose-Operon, das
lacZ-Gen kodiert fir das Enzym Beta(B)-Galaktosidase, das aac(6°)-lb-cr-Gen kodiert fiir die
Aminoglykosid 6'-N-Acetyltransferase Typ Ib-cr. M steht fir die Aminosdure Methionin, MSNAK fir

die Aminosauren Methionin, Serin, Asparagin, Alanin und Lysin.

Die Plasmide pHPNE19-01, pHPNE19-01.1a und pHPNE19-01.1b zeigten eine Erh6hung des
MHK-Wertes um eine Verdlnnungsstufe im Vergleich zu E. coli JM109 mit pUC19, die
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Varianten pHPNE19-01.1 und pHPNE19-01.2 hingegen nicht. Motiv C sollte daher intakt
bleiben, vergleiche pHPNE19-01.2 in Abbildung 3-6.

Da die Resistenz, die durch das in pUC19 klonierte aac(6°)-1b-cr vermittelt wird, moglichst
mit der natlrlich vermittelten Resistenz von AAC(6')-Ib-cr vergleichbar sein sollte, wurden
die MHK-Werte der Stamme E. coli JM109 pHPNE19-01.1a und E. coli IM109 pHPNE19-01.1b
ebenfalls mit den MHK-Werten von Transformand E. coli JIM109 pAAC(6°)-lb-cr verglichen. In
Abbildung 3-7 sind die MHK-Werte grafisch dargestellt.

32
JM109 pAAC(6°)-1b-cr 1,28
0,32
nb
Stamm E. coli JM109 pHPNE19-01.1a | nb
0,16
16
JM109 pHPNE19-01.1b 1,28
0,16
0 5 10 15 20 25 30 35

MHK-Wert in pg/ml

m Kanamycin  ® Norfloxacin  ® Ciprofloxacin

Abbildung 3-7 Grafische Darstellung der MHK-Werte von Kanamycin, Norfloxacin und Ciprofloxacin
fiir E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-01.1a und pHPNE19-01.1b im Vergleich mit E. coli JM109
pAAC(6°)-1b-cr.

Die MHK-Werte fir Ciprofloxacin divergieren lediglich um eine Verdiinnungsstufe bei einem
Vergleich von E. coli JM109 pAAC(6°)-lb-cr mit E. coli JM109 pHPNE19-01.1a und E. coli
JM109 pHPNE19-01.1b. Die MHK-Werte von Kanamycin fir E. coli JM109 pHPNE19-01
(vergleiche Tabelle 3-6, Seite 95) und E. coli JM109 pHPNE19-01.1b sind identisch, sie
weichen um lediglich eine Verdinnungsstufe von E. coli IM109 pAAC(6°)-lb-cr ab. Fir die
folgenden Versuche wurde Plasmid pHPNE19-01.1b ausgewahlt.
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3.1.1.5 Klonierung der Varianten aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b7 und aac(6°)-I1b11 in Plasmid
pUC19

Nach dem gleichen Prinzip und mit den gleichen Primern wie zuvor (Hindlll aac(6’) -66 for
No.2 und Hindlll aac(6’) +519 rev) wurden auch die Gene der Varianten aac(6’)-Ib-wt
(PHPNE19-05.1), aac(6°)-Ib7 (pHPNE19-06.1) und aac(6°)-lb11 (pHPNE19-07.1) in pUC19
kloniert. AnschlieBend wurden auch hier die Nukleotide, die fiir die acht Aminosauren
MTMITPSL kodieren, deletiert und durch die Nukleotide, die fiir die Aminosduren MSNAK
kodieren, durch SSM-PCR ersetzt (siehe 2.2.2.8.4, verwendete Primer:
pUC19::aacLacZ(+MSNAK)for und pUC19::aac(6”)-Ib-cr-66-24rev).

Als Template der PCR zur Konstruktion der Plasmide pHPNE19-05.1 diente E. coli GK 2850,
flir pHPNE19-06.1 diente E. coli GK 2894 und fiir pHPNE19-07.1 diente E. coli GK 2851. Die

fertigen Konstrukte sind in Abbildung 3-8 dargestellt.

pHPNE19-05.1

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Puia bla (ApR) rep (pPMB1) ‘ MSNAK aac(6’)lb-wt

| | | |
(A) H ﬁ H

pHPNE19-06.1

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Poia bla (ApR) rep (pMB1) ‘ MSNAK aac(6’)lb7

| \ | | |
(B) h d W

pHPNE19-07.1

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Puia bla (Ap®) rep (pPMB1) ‘ MSNAK aac(6’)lb1l

| L | |
© h\ Hﬁ

" -35 und -10 Box

I Shine Dalgarno Sequenz {SDS)

Abbildung 3-8 Lineare Darstellung der Plasmide pHPNE19-05.1 (A), pHPNE19-06.1 (B) und

pHPNE19-07.1 (C). Pbla bezeichnet den Promotor des bla-Gens, das bla-Gen kodiert fiir eine Beta(p)-

Lactamase, Ap® steht fiir Ampicillin-Resistenz, rep ist die Abkiirzung fir Replikationsursprung, pMB1

gibt die Herkunft des Replikationsursprungs an, Lac-Operon steht fiir Laktose-Operon, das lacZ-Gen

kodiert flr das Enzym Beta(B)-Galaktosidase, das aac(6°)-Ib-wt-Gen kodiert fur die Aminoglykosid 6°-

N-Acetyltransferase Typ Ib-wt, aac(6°)-1b7 kodiert fiir die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ
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Ib7, aac(6°)-I1b11 kodiert fiir die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ Ib11. MSNAK steht fur die

Aminosaduren Methionin, Serin, Asparagin, Alanin und Lysin.

Die erfolgreiche Klonierung wurde durch Sequenzierung der Uberginge des Konstruktes von
Plasmid-Insert-Plasmid kontrolliert. Zur Kontrolle der Expression eines funktionsfahigen
Enzyms von den Plasmiden pHPNE19-05.1, pHPNE19-06.1 und pHPNE19-07.1, wurde die
Empfindlichkeit von Kanamycin, Gentamicin, Amikacin, Ciprofloxacin und Norfloxacin fir die
entsprechenden Stamme mit den rekombinanten Plasmiden bestimmt (Mikrodilution). Die

MHK-Werte sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

Tabelle 3-8 Werte der Empfindlichkeitsbestimmung in pg/ml der Stimme E. coli JM109 pHPNE19-
05.1, E. coli IM109 pHPNE19-06.1 und E. coli JM109 pHPNE19-07.1 zur Kontrolle der Funktion, im
Vergleich mit den als Referenz eingesetzten Stammen E. coli JIM109, E. coli JIM109 pUC19 und E. coli
JM109 pHPNE19-01.1b.

Stamm Kanamycin Gentamicin Amikacin Ciprofloxacin Norfloxacin
E. coli JIM109 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32
E. coli JIM109 pUC19 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32
E. coli JM109 pHPNE19-01.1b 16 0,125 2 0,16 1,28
E. coli JM109 pHPNE19-05.1 32 0,25 4 0,08 0,32
E. coli JM109 pHPNE19-06.1 32 2 2 0,08 0,32
E. coli JIM109 pHPNE19-07.1 32 2 4 0,08 0,32

Der MHK-Wert von Kanamycin stieg fir E. coli IM109 pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt), E. coli
JM109 pHPNE19-06.1 (aac(6°)-1b7) und fur E. coli JIM109 pHPNE19-07.1 (aac(6°)-1b11) im
Vergleich zu E. coli JM109 um flnf bis sechs Verdiinnungsstufen an, der MHK-Wert von
Gentamicin stieg um eine bis vier Stufen und der von Amikacin um drei bis vier Stufen. Die

MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin stiegen nicht an.

Auch hier sollte die Vermittlung der Resistenz durch AAC(6°)-1b7 von pUC19 moglichst der
natirlich vermittelten Resistenz von AAC(6)-Ib7 entsprechen. Fir die Enzyme AAC(6")-1b-wt
und AAC(6')-Ib11 konnten diese Vergleiche nicht angestellt werden, da in diesen Féllen das
Plasmid zuvor nicht transformiert werden konnte (siehe Abschnitt 3.1.1.2, Seite 85ff) und es
somit keinen Vergleichsstamm gab. Die MHK-Werte fiir Stamm E. coli IM109 pHPNE19-06.1
und fur Transformand E. coli IM109 pAAC(6)-1b7A sind in Abbildung 3-9 grafisch dargestellt.
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IM109 pAACIE )Hb7A

Stamm E. coli

JM109 pHFNE19-00.1

0 10 20 30 £0 50 60 70
MHK-Wert in pg/ml

mAmikacin mGentamicin - @ Kanamycin - ® Norfloxacin  m Ciprotfloxacin

Abbildung 3-9 Grafische Darstellung der MHK-Werte von Kanamycin, Norfloxacin und Ciprofloxacin
fiir E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-06.1 im Vergleich mit E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7A.

Die MHK-Werte von Amikacin und Kanamycin fir Transformand E. coli IM109 pAAC(6°)-1b7
und von E. coli IM109 pHPNE19-06.1 mit dem in pUC19 klonierten aac(6°)-Ib7 weichen
lediglich um eine Verdinnungsstufe voneinander ab, die MHK-Werte von Gentamicin sind

identisch.

3.1.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.1

[J Bei 20 von 25 Stdammen des untersuchten Kollektivs aus den Jahren 2001 bis 2004
wurde ein aac(6°)-Ib-cr-Gen nachgewiesen.

[l In diesen 20 Stammen waren mindestens drei chromosomale Mutationen in gyrA
bzw. parC vorhanden (Ausnahme GK 2815).

[l Die Mutationen in den Codons 102 und 179 von aac(6°)-Ib-cr wurden nur gemeinsam

gefunden.

[l Aus funf ausgewahlten Stammen (GK 2850, GK 2851, GK 2894, GK 2895, GK 2951)

wurden erfolgreich Plasmide isoliert.
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In E. coli GK 2850 wurden sechs Banden in einer GréRBe von ca. 1 kb bis 8 kb
detektiert und eine weitere Bande im Bereich uber 23 kb.

In E. coli GK 2851 konnte lediglich eine Bande im Bereich Uber 23 kb detektiert
werden.

In E. coli GK 2894 wurden vier Banden in einer GroRe von ca. 1 kb bis 3 kb, sowie zwei
Banden im Bereich liber 23 kb detektiert.

In E. coli GK 2895 konnten drei Banden tber der Bande der chromosomalen DNA und
zwei Banden in einer GroRe von ca. 2,5 kb bis 4 kb detektiert werden.

In E. coli GK 2951 wurde eine Bande tiber der Bande der chromosomalen DNA und

vier Banden in einer Grof3e von 2,5 kb bis Gber 10 kb detektiert.

Die Plasmide von E. coli GK 2894 (AAC(6°)-1b7) und GK 2951 (AAC(6")-lb-cr) wurden
erfolgreich transformiert, konjugiert wurde nur das Plasmid von Stamm GK 2951.
Transformanden E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib-cr besitzt nur ein Plasmid in einer GréRe
Uber 23 kb, hier steigen die MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin fiir E. coli
JM109 um zwei Verdiinnungsstufen an, wahrend die MHK-Werte von Moxifloxacin
konstant bleiben.

Die Transformanden E. coli JIM109 pAAC(6°)-1b7 (Nr. 24) und E. coli IM109 pAAC(6°)-
Ib7A (Nr. 23) besitzen jeweils nur ein Plasmid in einer GroRe liber 23 kb.

QnrA und AAC(6°)-1b7 in E. coli GK 2894 waren auf einem Plasmid kolokalisiert.

Die MHK-Werte fir E. coli JM109 pHPNE19-01 (lacZ-aac(6°)-Ib-cr) steigen von
Kanamycin um finf Verdinnungsstufen, von Ciprofloxacin um eine
Verdiinnungsstufe, von Norfloxacin um zwei Verdiinnungsstufen im Vergleich zu E.
coli IM109 an, die Werte von Moxifloxacin andern sich hingegen nicht.

Nach einfiihren in E. coli IM109 zeigten die Plasmide pHPNE19-01.1a und pHPNE19-
01.1b eine Erhohung des MHK-Wertes von Ciprofloxacin um eine Verdinnungsstufe
im Vergleich zu E. coli IM109 pUC19, die Varianten pHPNE19-01.1 und pHPNE19-01.2

hingegen nicht.
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=>» Die Anzahl und die Art der Aminosauren des N-Terminus war nicht ausschlaggebend
fiir die Funktionsfahigkeit von AAC(6°)-1b-cr. Sowohl die Aminosdauren MTMITPSL, als
auch MSNAK oder M gewahrleisten die Funktion.

=» Motiv C scheint fur die Funktion essentiell zu sein, da bei Deletionen in Motiv C kein
funktionsfahiges AAC(6°)-Ib-cr-Enzym gebildet wurde.

=>» Die Mutationen 102 und 179 liegen in keinem der Motive A-D.

[0 Die Empfindlichkeit flir E. coli JM109 pHPNE19-05.1 (aac(6°)-Ib-wt), E. coli IM109
pHPNE19-06.1 (aac(6°)-Ib11) und E. coli JM109 pHPNE19-07.1 (aac(6°)-Ib11) von
Kanamycin stieg im Vergleich zu E. coli JIM109 um finf bis sechs Verdiinnungsstufen

an, wahrend die MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin nicht ansteigen.

Im Folgenden sollte kontrolliert werden, ob auch in den Varianten AAC(6°)-1b7 in E. coli
JM109 pHPNE19-06.1 und AAC(6°)-1b11 E. coli IM109 pHPNE19-07.1 eine cr Variante, bei

gezieltem Einbringen analoger Mutationen an Position 102 und 179, entstehen kann (3.1.2).
3.1.2 Ortsgerichtete Mutagenese von AAC(6)-Ib-wt und Varianten

3.1.2.1 Gezielte Einfiihrung der Mutation W102R und/oder D179Y in aac(6°)-1b-wt,
aac(6°)-1b7 und aac(6°)-1b11 sowie Bestimmung der minimalen

Hemmkonzentration

Die bis auf zwei Mutationen perfekte Homologie zwischen aac(6°)-1b und aac(6°)-1b-cr legte
nahe, dass aac(6°)-lb-cr aus aac(6)-lb durch zwei Punktmutationen, die jeweils zum
Aminosaureaustausch (D179Y, W102R), filihrten, entstanden sein konnte. Dafiir war
plausibel anzunehmen, dass die Mutationen nacheinander erworben wurden. Es stellte sich
daher die Frage, in welcher Reihenfolge dies geschehen war und wie der Selektionsdruck
daflr ausgesehen haben konnte. In vitro erzeugte Einzelmutanten weisen nur im Falle der
D179Y-Mutation, nicht aber bei einer W102R-Mutation, eine um zwei Verdlinnungsstufen
erhohte MHK fir Ciprofloxacin auf (124), was einem geringeren Effekt entspricht, als bei der
Kombination der beiden Mutationen, denn hier steigt der MHK-Wert um drei bis vier
Verdiinnungsstufen an. Da es Uber die Entstehung der Variante AAC(6')-lb-cr keine
Erkenntnisse gibt, diese Variante bisher nur mit beiden Verdanderungen (D179Y, W102R)

gefunden wurde und es Uber die Existenz der AAC(6°)-Ib-Subtypen AAC(6°)-1b7 und AAC(6°)-
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Ib11 als cr-Varianten keine Angaben gibt, wurde zunachst je eine der beiden Mutationen,
anschliefend beide Mutationen in die Plasmide pHPNE19-05.1 (aac(6°)-Ib-wt), pHPNE19-
06.1 (aac(6°)-1b7) und pHPNE19-07.1 (aac(6°)-1b11) eingeflihrt. Hier stellte sich die Frage, ob
der Effekt von AAC(6")-Ib-cr durch analoge Mutation auf die AAC(6°)-1b-Subtypen AAC(6°)-1b7
und AAC(6)-1b11 Gbertragen werden kann und ob auch hier die Einzelmutation D179Y oder
W102R zu einer Erhéhung des MHK-Wertes fiihren.

Mit Hilfe der SSM-PCR (2.2.2.8.4) mit den Primern aac(6)-lb_W102R_for und aac(6)-
Ib_W102R_rev wurde die Mutation an Position 102, mit den Primern aac(6)-lb_D179Y_for
und aac(6)-lb_D179Y rev die Mutation an Position 179 in die Plasmide pHPNE19-05.1,
pHPNE19-06.1 und pHPNE19-07.1 eingefiihrt.

Die korrekte Einfiihrung der Mutation in das jeweilige Plasmid wurde mittels Sequenzierung
kontrolliert. Zur Funktionskontrolle der jeweiligen plasmidkodierten Genvariante wurden die
MHK-Werte von Kanamycin, Amikacin und Gentamicin fur die rekombinanten E. coli JM109-
Zellen mit einem der entsprechenden Plasmide bestimmt. Des Weiteren diente die
Bestimmung des MHK-Wertes von Norfloxacin und Ciprofloxacin der Kontrolle, ob eine der
beiden Mutationen ausreichend war fiir eine Erhohung der Resistenz und, ob der AAC(6°)-Ib-
cr-analoge Effekt durch die Mutationen (D179Y und W102R) auf die Varianten Ubertragen

werden konnte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-9 zusammengefasst.

Tabelle 3-9 Werte der Empfindlichkeitsbestimmung der Stamme E. coli JM109 pHPNE19-05.1, E.
coli JIM109 pHPNE19-06.1 und E. coli JM109 pHPNE19-07.1 zur Kontrolle der Funktion, im Vergleich
mit den Referenzstammen.

Stamm Kanamycin Gentamicin Amikacin  Ciprofloxacin Norfloxacin
E. coliJIM109 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32
E. coli JIM109 pUC19 0,5 0,125 0,25 0,08 0,32
E. coli JIM109 pHPNE19-01.1b 16 0,125 2 0,16 1,28
E. coli JIM109 pHPNE19-05.1 32 0,25 4 0,08 0,32
E. coliJIM109 pHPNE19-05.1a 32 0,125 2 0,08 0,32
E. coli JM109 pHPNE19-05.1b 32 0,125 8 0,16 0,32
E. coli JIM109 pHPNE19-06.1 32 2 2 0,08 0,32
E. coli JM109 pHPNE19-06.1a 8 0,125 0,5 0,08 0,32
E. coliJIM109 pHPNE19-06.1b 32 0,25 1 0,08 0,32
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Stamm Kanamycin Gentamicin Amikacin Ciprofloxacin Norfloxacin
E. coli JIM109 pHPNE19-06.1c 2 0,06 0,5 0,16 0,64
E. coli JM109 pHPNE19-07.1 32 2 4 0,08 0,32
E. coli JIM109 pHPNE19-07.1a 16 0,25 2 0,16 0,64
E. coli JM109 pHPNE19-07.1b 32 0,5 4 0,08 0,32
E. coli IM109 pHPNE19-07.1c 16 0,06 1 0,16 0,64

MHK-Werte in ug/ml.

Fir die Stamme E. coli ]IM109 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-Ib-wt-102), pHPNE19-05.1b (aac(6°)-
Ib-wt-179), pHPNE19-06.1b (aac(6°)-1b7-179) und pHPNE19-07.1b (aac(6°)-1b11-179) stiegen
die MHK-Werte von Kanamycin um sechs Verdiinnungsstufen, im Vergleich zur Referenz E.
coli JIM109 mit und ohne pUC19. Im Fall von E. coli JIM109 pHPNE19-07.1a (aac(6°)-1b11-102)
und E. coli JM109 pHPNE19-07.1c (aac(6°)-Ib11-cr) stiegen die MHK-Werte um finf
Verdinnungsstufen, fur E. coli JIM109 pHPNE19-06.1a (aac(6°)-1b7-102) um vier und fir E.
coli JM109 pHPNE19-06.1c (aac(6’)-Ib7-cr) um zwei Verdiinnungsstufen. Im Fall von
Gentamicin stiegen die MHK-Werte fiir E. coli IM109 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b-wt-102), E.
coli JIM109 pHPNE19-05.1b (aac(6°)-Ib-wt-179) sowie fur E. coli IM109 pHPNE19-06.1a
(aac(6°)-1b7-102), E. coli IM109 pHPNE19-06.1c (aac(6°)-Ib7-cr) und E. coli IM109 pHPNE19-
07.1c (aac(6°)-Ib11-cr) nicht an, bei E. coli IM109 pHPNE19-06.1b (aac(6°)-1b7-179) und E.
coli JM109 pHPNE19-07.1a (aac(6°)-1b11-102) zeigte sich eine Erhohung des MHK-Wertes um
eine Verdinnungsstufe, fir E. coli JM109 pHPNE19-07.1b (aac(6°)-1b11-179) um zwei
Verdiinnungsstufen. Von Amikacin zeigten alle Stdmme eine Erhohung der MHK-Werte von
1-5 Verdinnungsstufen. Lediglich die Varianten E. coli JM109 pHPNE19-06.1c (aac(6°)-1b7-
cr), E. coli JIM109 pHPNE19-07.1a (aac(6°)-1b11-102) und E. coli JIM109 pHPNE19-07.1c
(aac(6°)-1b11-cr) zeigten eine Erhéhung des MHK-Wertes von Ciprofloxacin und Norfloxacin
um jeweils eine Verdinnungsstufe, E. coli IM109 pHPNE19-05.1b (aac(6°)-Ib-wt-179) zeigte
eine Erhéhung um eine Verdinnungsstufe von Ciprofloxacin. Der MHK-Wert von
Ciprofloxacin fir den Referenzstamm E. coli JM109 pHPNE19-01.1b (aac(6°)-Ib-cr) war um

eine Verdiinnungsstufe und von Norfloxacin um zwei Verdinnungsstufen erhoht.
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3.1.2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.2

[l Die Proteinvarianten AAC(6°)-1b7-cr und AAC(6°)-Ib11-cr wurden bisher noch nicht
beschrieben, sind aber funktionsfahig.

[l Die Varianten AAC(6°)-Ib7-cr, AAC(6°)-lb11-cr und AAC(6°)-1Ib11-102 verursachen in E.
coli JM109 eine Erhohung der MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin.

[0 E. coli IM109 mit AAC(6°)-Ib-wt-179 zeigte eine Erhohung von Ciprofloxacin.

Ein Ziel der Arbeit war die Klarung der Frage, ob aus einen anderen Typ AAC(6°)-l ein
AAC(6")-Ib-cr-analoger Subtyp hergestellt bzw. entstehen kann. Mit den Varianten von
AAC(6')-Ib-wt, AAC(6°)-Ib7 und AAC(6°)-l1b11, war dies bereits gelungen (siehe Abschnitt
3.1.2). Um nun einen anderen AAC(6°)-I-Subtyp zu finden, wurden im Folgenden weitere

klinische Isolate nach einem anderen Subtyp aac(6°)-I mittels PCR untersucht.

3.1.3 Untersuchung von weiteren klinischen Isolaten auf die Anwesenheit

eines anderen Typ AAC(6°)-I

3.1.3.1 Kontrolle von klinischen Enterobacteriaceae-lsolaten auf AAC(6°)-1

Auf der Suche nach einem anderen Typ AAC(6')-I konnte auf ein Kollektiv klinischer
Enterobacteriaceae-Isolate der Stammsammlung des AK Heisig zurlickgegriffen werden, die
eine erhohte Fluorchinolonresistenz aufweisen Darunter befanden sich Vertreter der Spezies
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter-Arten, Pseudomonas aeruginosa,

Serratia marcescens sowie Escherichia coli Arten.

Die Stamme wurden durch PCR mit spezifischen Primern fur aac(6°)-1b/Ib7 (AAC6 + for und
AAC6 +519 rev), aac(6°)-lq (aac(6°)-1g for +202 WOB und aac(6°)-lg rev +537 WOB), aac(6°)-If
(aac(6’)-If for +1 und aac(6’)-If rev +432), aac(6°)-IL (aac(6’)-IL for +1 und aac(6’)-IL rev +456),
aac(6’)-Ic (aac(6')-Ic for +1 und aac(6')-Ic rev +438), aac(6’)-Im (aac(6’)-Im for +1 und
aac(6’)-Im rev +534) und zur Kontrolle auch fir den Typ aac(6°)-1l (aac(6’)-ll for +1 und
aac(6’)-Il rev +552) auf die Anwesenheit der jeweiligen Typen aac(6°)-I untersucht. Dabei war
zu beachten, dass nicht jeder Subtyp von aac(6°)-1 in jeder Bakterienart vorkommt. Tabelle

3-10 zeigt, welche Typen von aac(6°) in welchen Enterobacteriaceae-Spezies zu finden sind.
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Tabelle 3-10 Tabellarische Ubersicht iiber Vorkommen der verschiedenen aac(6)-Typen innerhalb
der Familie der Enterobacteriaceae.

Spezies -Ib -Ib7 -lg -If -IL -Ic -Im -l
Citrobacter freundii - + + - - - - -
Klebsiella pneumoniae + + + - - - - +
Enterobacter spec. + + - + + - - -
Pseudomonas aeruginosa - + - - + - - +
Serratia marcescens - + - - - + - -
Escherichia coli + + - - - - + -

Nach erfolgreicher PCR, wurden aac(6°)-Ib-positive Stamme mittels RFLP mit den Enzymen

Fokl und Ndel (2.2.2.12), sowie durch Sequenzierung naher charakterisiert (2.2.2.14).

Das Ergebnis der Untersuchung ist in Tabelle 3-11 zusammengefasst.

Tabelle 3-11 Ergebnisse des RFLP und der Sequenzierung der Enterobacteriaceae-Staimme
tabellarisch zusammengefasst. Dargestellt ist die Spezies und die gefundene Variante aac(6°).

Spezies GK Isolation Variante Referenz

C. freundii 20 10.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
C. freundii 28 10.4.1989 aac(6’)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
E. aerogenes 16 2.4.1989 nicht bestimmt Dr. G. Miller, SP
E. aerogenes 17 2.4.1989 aac(6’)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
E. aerogenes 15 2.4.1989 aac(6°)-1b7 Dr. G. Miller, SP
E. aerogenes 18 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
E. cloacae 30 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
E. cloacae 44 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
E. cloacae 6 2.4.1989 aac(6’)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
E. coli 31 2.4.1989 aac(6’)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 27 2.4.1989 aac(6’)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 19 2.4.1989 nicht bestimmt Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 3 2.4.1989 aac(6°)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 47 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 43 2.4.1989 nicht bestimmt Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 48 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
K. pneumoniae 41 2.4.1989 negativ Dr. G. Miller, SP
P. aeruginosa 70 20.5.1988 negativ Labstock
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Spezies GK Isolation Variante Referenz

P. aeruginosa 46 10.4.1989 aac(6°)-1b7 Dr. G. Miller, SP
P. aeruginosa 34 10.4.1989 aac(6°)-1b7 Dr. G. Miller, SP
P. aeruginosa 4 10.4.1989 nicht bestimmt Dr. G. Miller, SP
P. aeruginosa 71 20.5.1988 aac(6°)-1b7 Labstock

S. marcescens 26 2.4.1989 aac(6°)-Ic Dr. G. Miller, SP
S. marcescens 23 2.4.1989 aac(6°)-Ic Dr. G. Miller, SP
S. marcescens 21 2.4.1989 aac(6°)-Ic Dr. G. Miller, SP
S. marcescens 1 2.4.1989 aac(6°)-Ic, aac(6°)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
S. marcescens 42 2.4.1989 aac(6°)-Ic, aac(6°)-1b-wt Dr. G. Miller, SP
S. marcescens 73 20.5.1988 aac(6°)-Ic Wiedemann, Meyer et al. 1985

Es wurde neben aac(6°)-Ib-wt und aac(6°)-1b7 in C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa und S. marcescens, Typ aac(6°)-Ic in S. marcescens gefunden.

In keinem der klinischen Isolate von 1988 — 1989 wurde die Variante aac(6°)-1b-cr gefunden.

3.1.3.2 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.3

L Typ aac(6’)-Ic wurde in Serratia marcescens detektiert.
[0 In keinem der klinischen Isolate von 1988 — 1989 wurde die Variante aac(6°)-l1b-cr

gefunden.

Da hier aac(6°)-Ic in Serratia marcescens vermutlich chromosomal kodiert vorlag (28, 143),
was nicht weiter untersucht wurde und da auBerdem zum Protein AAC(6°)-lIc keine
Kristallstruktur veroffentlicht war, wurde AAC(6°)-ly zunachst zum Vergleich mit AAC(6")-Ib
herangezogen. Aac(6°)-ly konnte von M. Vetting, New York, zur Verfliigung gestellt werden,
aullerdem lagen von AAC(6°)-ly Kristallstrukturen, zum Beispiel unter PBP-Nr. 2vbq oder 1s3z
(94, 159), vor.
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3.1.4 Untersuchungen zu AAC(6")-ly

3.1.4.1 |Insilico Analyse von AAC(6°)-1b-wt und AAC(6°)-ly

Um zunachst jedoch eine rdumliche Vorstellung der Struktur des Enzyms AAC(6')-lb zu
bekommen, wurde eine veroffentlichte 3D-Kristallstruktur des Enzyms untersucht (PDB-Nr.

2bue (160)) und die Variante AAC(6°)-lb-cr nachgestellt (siehe Abbildung 3-10).

Aspl79Tyr

(A) AAC(6)-Ib-wt (PDB-Nr. 2bue) (B) AAC(6°)-Ib-cr (nachgestellt)

Abbildung 3-10 Quartarstrukturen der Enzyme (A) AAC(6°)-1b und (B) AAC(6°)-Ib-cr mit Darstellung
der Oberflache. CoA = Coenzym A. Fiir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes

wurde das Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

Da ein Ziel der Arbeit die Klarung der Frage war, ob aus einem anderen Typ AAC(6')-l ein
AAC(6°)-Ib-cr-analoger Subtyp entstehen kann, wurde die 3D-Struktur von AAC(6°)-1b-cr mit
der bereits als Kristallstruktur vorhandenen Struktur von AAC(6°)-ly verglichen, um
potentielle Aminosauren fiir eine gezielte Veranderung zu identifizieren, wodurch der
AAC(6")-Ib-cr-analoge Effekt nachgestellt werden kann.

Durch strukturellen Vergleich, nach Uberlagerung der Tertidrstrukturen von AAC(6°)-ly und
AAC(6")-Ib-cr mit Hilfe des Programms UCSF Chimera, wurden insgesamt vier Aminosauren
in AAC(6')-ly ausgewahlt, die gezielt verdandert werden sollten. Die Aminosauren Tyr66 und
Glu136 wurden aufgrund der rdumlichen Uberlagerung mit den Positionen Trp102 und
Aspl179 in AAC(6")-Ib-wt ausgewdhlt. Die Aminosauren Trp22 und Glu79 wurden aufgrund
der rdumlichen Anordnung relativ zu Asp115 ausgewahlt, denn die Aminosaure Asp115 gilt
sowohl in AAC(6°)-1b als auch in AAC(6°)-ly als essentiell fiir die enzymatische Aktivitdt des
Enzyms (120, 159). Abbildung 3-11 zeigt die Enzyme AAC(6')-lb-wt und AAC(6')-ly im
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Alignment, die Aminosauren Trp102 und Aspl79 von AAC(6')-lb,

sowie die vier

ausgewahlten Aminosauren Trp22, Tyr66, Glu79 und Glul136 in AAC(6°)-ly die nun gezielt

verandert werden sollen.

-
P As;;179 hﬁ.wrﬁﬁ

Glu136 “\
, Trpl02
o —

Abbildung 3-11 Dargestellt ist das Strukturalignment der Enzyme AAC(6°)-lIb-wt und AAC(6°)-ly, die
Aminosduren 102 und 179 von AAC(6°)-lb-wt, sowie die vier ausgewdhlten Aminosauren in
AAC(6°)-ly. Schwarz = AAC(6°)-ly, Grau = AAC(6°)-Ib-wt. Rot bzw. Orange markierte Aminosduren =

Aspl115.Fir die Visualisierung und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das Programm UCSF

Chimera 1.5.3 unter Windows 7 verwendet.

3.1.4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.4

ausgewahlt.

(1 Nach in silico Analyse von AAC(6”)-1b und AAC(6")-ly wurden aufgrund der rdumlichen
Uberlagerung mit den Positionen Trp102 und Aspl79 in AAC(6')-lb-wt die
Aminosauren Tyr66 und Glul36 in AAC(6°)-ly ausgewahlt. Die Aminosduren Trp22

und Glu79 wurden aufgrund der raumlichen Anordnung relativ zu Aspll5

Zunachst wurde jedoch das Gen aac(6°)-ly, wie aac(6°)-Ib-wt und dessen Varianten zuvor, in

pUC19 kloniert (siehe folgenden Abschnitt 3.1.5.1).
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3.1.5 Ortsgerichtete Mutagenese von AAC(6")-ly

3.1.5.1 Klonierung von AAC(6°)-ly

Aac(6°)-ly wurde mit den Primern aac(6)-ly+1for_Hindlll und aac(6)-ly+438rev_Hindlll von
dem von M. Vetting (New York) zur Verfigung gestellten Plasmid pET23::aac(6’)-ly
amplifiziert. Das lineare, mit Hindlll-Schnittstellen flankierte PCR-Fragment wurde in die
Hindlll-Schnittstelle des Plasmids pUC19 ligiert (2.2.2.13), es entstand Plasmid pHPNE19-04
(nicht gezeigt). AnschlieBend wurden die acht Aminosduren von LacZ mit den Uberlappenden
Primern Del LacZ_ly for und Del_LacZ_ly rev in der SSM-PCR deletiert (2.2.2.8.4). Das
rekombinante Plasmid pHPNE19-08 ist in Abbildung 3-12 dargestellt.

pHPNE19-08
Lac-Operon Polylinker M13mp19

Pua bla (Ap®) rep (PMB1) aac(6’)ly
e | | |

" -35 und -10 Box

l Shine Dalgarno Sequenz {SDS)

Abbildung 3-12 Lineare Darstellung des Plasmids pHPNE19-08 mit Legende. Pbla bezeichnet den
Promotor des bla-Gens, das bla-Gen kodiert fiir eine Beta(B)-Lactamase, Ap® steht fur Ampicillin-
Resistenz, rep ist die Abklirzung fir Replikationsursprung, pMB1 gibt die Herkunft des
Replikationsursprungs an, Lac-Operon steht fiir Laktose-Operon, das lacZ-Gen kodiert fiir das Enzym
Beta(B)-Galaktosidase, das aac(6°)-ly-Gen kodiert fir die Aminoglykosid 6’-N-Acetyltransferase Typ
ly.

Um die korrekte Einfliihrung der Deletion zu kontrollieren, wurde der Bereich vor und nach
der Deletion von Plasmid pHPNE19-08 sequenziert (2.2.2.14). Die Funktionsfahigkeit des
Enzyms AAC(6°)-ly in E. coli JM109 pHPNE19-08 wurde mittels MHK-Bestimmung

kontrolliert. Die MHK-Werte sind in Tabelle 3-12 zusammengefasst.
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Tabelle 3-12 MHK-Werte des rekombinanten Plasmids pHPNE19-08 im Vergleich mit E. coli JM109.
MHK-Werte in pg/ml.

Stamm Kanamycin  +IPTG Ciprofloxacin +IPTG  Norfloxacin  +IPTG
E. coliJIM109 0,25 (0,5) 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
E. coliJM109 pHPNE19-08 4 4 0,064 0,064 0,256 0,256

E. coli JM109 pHPNE19-08 zeigte eine Erhéhung um drei bis vier Verdinnungsstufen im
Vergleich zu E. coli JM109 und E. coli JM109 pUC19 in An- und Abwesenheit von IPTG. In
Bezug auf Ciprofloxacin und Norfloxacin in An- und Abwesenheit von IPTG zeigte sich keine

Erhohung der MHK.

Nach der erfolgreichen Klonierung von aac(6°)-ly in pUC19 wurde der Stamm E. coli ]IM109

pHPNE19-08 fiir die weiteren Versuche ausgewahilt.

3.1.5.2 Gezielte Einfiihrung der analogen Mutation von AAC(6°)-Ib-cr in pHPNE19-08 und

Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit als minimale Hemmkonzentration

Der Austausch der Aminosduren (Trp)W22, (Tyr)Y66, (Glu)E79 und (Glu)E136 wurde mit den
spezifisch bindenden Primern, aac(6)-ly_ W22R_for_+803 und aac(6)-ly_ W22R_rev_+825 fir
Aminosaureposition 22,  aac(6)-ly_Tyr66Arg_for und  aac(6’)-ly_rev_Mut  fir
Aminosaureposition 66, aac(6)-ly_E79Y for +634 und aac(6)-ly_E79Y_rev_+654 fiir
Aminosaureposition 79, sowie aac(6’)-ly_Glu136Arg_for bzw. aac(6’)-ly_Glul36Tyr_for in
Kombination mit aac(6’)-ly_pUC19_rev fiir Aminosdureposition 136, mit Hilfe der SSM-PCR
eingefiihrt (2.2.2.8.4). Als Template fur die PCR diente Plasmid pHPNE19-08. Zur Kontrolle
der eingeflihrten Mutation/en wurden diese Bereiche in den erhaltenen rekombinanten
Plasmiden sequenziert und die Empfindlichkeit der rekombinanten Plasmide in Stamm E. coli
JM109 von Kanamycin, Ciprofloxacin und Norfloxacin in An- und Abwesenheit von IPTG (1

mM) bestimmt. Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung sind in Tabelle 3-13 zusammengefasst.
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Tabelle 3-13 Tabellarische Zusammenfassung der jeweils eingefiihrten Mutation/en und der MHK-
Werte in pg/ml von E. coli JIM109 mit den rekombinanten Plasmiden pHPNE19-08.01 bis pHPNE19-
08.10.

Stamm Mutation/en* Kanamycin +IPTG Ciprofloxacin +IPTG Norfloxacin +IPTG
E. coli IM109 - 0,25 (0,5) 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
E. coli IM109 - 4 4 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08

E. coli IM109 Trp22Arg 0,5 0,5 0,064 0,064 0,256 0,256

pHPNE19-08.01

E. coli IM109 Tyr66Arg 0,5 1 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.02

E. coli JM109 Glu79Tyr 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.03

E. coli JM109 Glu136Arg 0,5 0,5 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.04

E. coliIM109 Glul36Tyr 1 0,5 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.05

E. coli IM109 Glu79Tyr 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.06 Glu136Arg
E. coli IM109 Trp22Arg 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.07 Glu79Tyr
E. coli IM109 Tyr66Arg 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.08 Glu79Tyr
E. coli IM109 Tyr66Arg 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.09 Glu136Tyr
E. coli IM109 Trp22Arg 0,25 0,25 0,064 0,064 0,256 0,256
pHPNE19-08.10 Glu136Tyr

* bezogen auf das Ausgangsgen aac(6°)-ly-wt.

E. coli JM109 pHPNE19-08.05 mit einer Glul36Ty Mutation zeigte eine Erhohung der MHK
von Kanamycin um zwei Verdiinnungsstufen in Anwesenheit von IPTG. In Abwesenheit von
IPTG sank der MHK-Wert um eine Verdiinnungsstufe im Vergleich zum nicht-induzierten
Stamm.

Die Stamme E. coli IM109 mit den Plasmiden pHPNE19-08.01 (Trp22Arg), pHPNE19-08.02
(Tyr66Arg) bzw. pHPNE19-08.04 (Glul36Arg) zeigten eine Erhohung der MHK von Kanamycin
um eine Verdinnungsstufe im Vergleich zu E. coli JM109 in An- und Abwesenheit von IPTG,

mit Ausnahme von E. coli J]M109 pHPNE19-08.02 (Tyr66Arg), dieser Stamm zeigte bei
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Induktion mit IPTG eine Erhéhung um eine Verdinnungsstufe im Vergleich zum nicht
induzierten Stamm. Die Stamme E. coli JM109 mit dem Plasmid pHPNE19-08.03 (Glu79Tyr),
pHPNE19-08.06 (Glu79Tyr, Glu1l36Arg), pHPNE19-08.07 (Trp22Arg, Glu79Tyr), pHPNE19-
08.08 (Tyr66Arg, Glu79Tyr), pHPNE19-08.09 (Tyr66Arg, Glul36Tyr) bzw. pHPNE19-08.10
(Trp22Arg, Glu136Tyr) zeigten keine Erhohung der MHK. Keiner der hergestellten Stamme
zeigte eine Erhohung der MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin in An- und Abwesenheit

von IPTG.

Da lediglich fir Stamm E. coli IM109 pHPNE19-08.05 (Glu136Tyr) eine Erhéhung der MHK
von Kanamycin um zwei Verdiinnungsstufen gezeigt werden konnte, wurde zur Bestatigung
der Expression der rekombinanten Gene im folgenden Abschnitt 3.1.5.3 Gesamtprotein

isoliert und im Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.1.5.3 Uberpriifung der Expression der rekombinanten Enzyme AAC(6°)-ly der Plasmide
pHPNE19-08.01 bis pHPNE19-08.10

Nach Isolierung von Gesamtprotein der jeweiligen Stamme E. coli JM109, mit Plasmid

pHPNE19-08 und den davon abgeleiteten Varianten pHPNE19-08.01 bis pHPNE19-08.10

wurden die Proben in einem 18 % igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.2.3.2 und

Abbildung 3-13 (A) und (B)). E. coli JIM109 pHPNE19-08 (mit IPTG induziert) wurde hier als

Referenzstamm mitgefihrt.
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Abbildung 3-13 SDS-Polyacrylamidgel von (A) E. coli JIM109 mit dem Plasmiden pHPNE19-08.01 bis
pHPNE19-08.05 und von (B) E. coli IM109 mit dem Plasmiden pHPNE19-08.06 bis pHPNE19-08.10.
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Bei allen untersuchten Stammen war eine Bande bei ca. 16 kDa zu detektieren. Im Fall der
mit 1 mM IPTG induzierten Stdamme war die Bande starker. Im Hintergrund zeigte sich ein

gleichmaRiges, identisches Bandenmuster der getesteten Stamme.

Um die Proteine eindeutig zuzuordnen und in ihrer nativen Form identifizieren zu kdnnen,
wurde im Folgenden das von M. Vetting (New York) zur Verfligung gestellte Plasmid
pET23::aac(6)-ly, wodurch das Enzym mit einem C-terminalen Hisg-Ende synthetisiert wird,
verwendet. Auch in dieses Protein wurden die identischen Mutationen wie zuvor unter
3.1.5.2 beschrieben eingefiihrt, um anschlieBend AAC(6°)-ly-Hisg und dessen Varianten mit

einem Anti-His (Cterm)/AP Antikorper zu detektieren.

3.1.5.4 Gezielte Einfiihrung der analogen Mutation von AAC(6°)-Ib-cr in pET23::aac(6")-ly

und Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Um einen direkten Nachweis der Enzyme AAC(6°)-ly und der Varianten im Western Blot
erbringen zu koénnen, wurden die unter 3.1.5.2 bereits beschriebenen Mutationen in
PET23::aac(6')-ly eingefihrt. Hierflir wurde lediglich Primer aac(6’)-ly_pUC19 _rev durch
aac(6”)-ly-pET23rev+458 ersetzt. Die Amplifizierung erfolgte mit Phusion™ High-Fidelity DNA

Polymerase zur Reduktion des Missreadings wahrend des Elongationsprozesses.

Zur Kontrolle der eingeflihrten Mutationen, wurden die erhaltenen rekombinanten Plasmide
sequenziert. AnschlieBend wurden die MHK-Werte von Kanamycin, Ciprofloxacin und
Norfloxacin mit und ohne Induktion durch 1 mM IPTG fir E. coli BL21 (DE3)-Zellen mit den

rekombinanten Plasmiden bestimmt.
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Tabelle 3-14 Tabellarische Zusammenfassung der MHK-Werte in pug/ml von E. coli JM109 mit den
rekombinanten Plasmiden pHPNE23-1 bis pHPNE23-5 im Vergleich mit dem Ausgangsplasmid
pET23::aac(6’)-ly.

Stamm Mutation/en Kanamycin +IPTG Ciprofloxacin +IPTG  Norfloxacin +IPTG
E. coli BL21 (DE3) - 1 1 0,002 <0,001 0,004 0,004
E. coli BL21 (DE3) - 32 32 <0,001 <0,001 0,004 0,004

pET23::aac(6’)-ly

E. coli BL21 (DE3) Trp22Arg 2 1 <0,001 <0,001 0,004 nb
pHPNE23-1

E. coli BL21 (DE3) Tyr66Arg 2 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-2

E. coli BL21 (DE3) Glu79Tyr 1 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-3

E. coli BL21 (DE3) Glul36Arg 4 8 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-4

E. coli BL21 (DE3) Glu136Tyr 2 4 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-5

E. coli BL21 (DE3) Glu79Tyr 1 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-3a Glul36Arg

E. coli BL21 (DE3) Trp22Arg 1 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-3b Glu79Tyr

E. coli BL21 (DE3) Tyr66Arg 1 0,5 <0,001 nb 0,004 0,002
pHPNE23-2a Glu79Tyr

E. coli BL21 (DE3) Tyr66Arg 1 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-2b Glu136Tyr

E. coli BL21 (DE3) Trp22Arg 1 1 <0,001 <0,001 0,004 0,004
pHPNE23-1a Glul36Tyr

(nb = nicht bestimmt)

Flr Kanamycin zeigte E. coli BL21 (DE3) mit dem Plasmid pET23::aac(6°)-ly eine Erhohung der
MHK um fiinf Verdiinnungsstufen, sowohl mit, als auch ohne IPTG. E. coli BL21 (DE3) mit
Plasmid pHPNE23-4 (Glu136Arg) zeigte nicht-induziert einen MHK-Wert von 4 pg/ml, nach
Induktion lag der MHK-Wert bei 8 ug/ml, dies entsprach einer Erhohung von zwei bzw. drei
Verdiinnungsstufen im Vergleich zum Referenzstamm E. coli BL21 (DE3), der einen MHK-
Wert von Kanamycin von 1 pg/ml besaR. Eine Erhéhung von einer Verdiinnungsstufe zeigte
sich bei E. coli BL21 (DE3) mit den Plasmiden pHPNE23-1 (Trp22Arg), pHPNE23-2 (Tyr66Arg)

bzw. pHPNE23-5 (Glu136Tyr) ohne Induktion durch IPTG. Mit IPTG blieb bei pHPNE23-1,
118



Ergebnisse

pHPNE23-2 der MHK-Wert auf der Hohe des Referenzstammes, wahrend bei pHPNE23-5 der
MHK-Wert von 2 pug/ml auf 4 pg/ml stieg. Bei E. coli BL21 (DE3) zeigte sich mit den Plasmiden
pHPNE23-3 (GIu79Tyr), pHPNE23-3a (GIu79Tyr, Glu136Arg), pHPNE23-3b (Trp22Arg,
Glu79Tyr), pHPNE23-2a (Tyr66Arg, Glu79Tyr), pHPNE23-2b (Tyr66Arg, Glul36Tyr) bzw.
pHPNE23-1a (Trp22Arg, Glul36Tyr) mit und ohne Induktion durch IPTG keine Erhohung des
MHK-Wertes im Vergleich zu E. coli BL21 (DE3), mit Ausnahme von pHPNE23-2a mit Zugabe
von IPTG, hier sank der MHK-Wert um eine Verdiinnungsstufe auf 0,5 pug/ml. Auch hier
zeigte sich bei allen getesteten Stammen keine Erhéhung der MHK von Ciprofloxacin und

Norfloxacin.

3.1.5.5 Uberpriifung der Expression der rekombinanten Enzyme AAC(6°)-ly-Hisg der
Plasmide pHPNE23-1 bis pHPNE23-5 im Polyacrylamidgel

Um die Expression der Proteine mit und ohne Induktion des T7-Polymerase Systems von
PET23 in E. coli BL21 (DE3) durch IPTG der unter 3.1.5.4 bereits erwdhnten Plasmide zu
prifen, wurde auch hier Gesamtprotein isoliert und in einem SDS-Polyacrylamidgel

aufgetrennt.

Das Ergebnis ist in Abbildung 3-14 (A) und (B) dargestellt.
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Abbildung 3-14 (A) und (B) SDS-Polyacrylamidgele von E. coli BL21 (DE3) mit den Plasmiden (A)
pET23::aac(6°)-ly bis pHPNE23-4 und (B) pHPNE23-5 bis pHPNE23-1a.

Bei den Stammen E. coli BL21 (DE3) mit den Plasmiden (A) pET23::aac(6°)-ly bis pHPNE23-4,
sowie mit den Plasmiden (B) pHPNE23-5 bis pHPNE23-1a war eine Bande bei ca. 17 kDa zu
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sehen. Die Bandenstarke war bei den Stammen deren Plasmide mit 1 mM IPTG induziert

wurden und bei denen die nicht induziert wurden gleich.

3.1.5.6 Western Blot der rekombinanten Enzyme AAC(6°)-ly-Hisg der Plasmide pHPNE23-1
bis pHPNE23-5

AnschlieBend wurde ein zweites Polyacrylamid-Gel mit den gleichen Proben wie zuvor
angefertigt. Nach Ubertragung der Proteine auf eine Nylonmembran wurden die Proteine
AAC(6)-ly-His¢ und deren Varianten mit einem monoklonalen Anti-His (Cterm)/AP

Antikorper detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-15 (A) und (B) dargestellt.

ca. 17 kDa

Abbildung 3-15 (A) SDS-Polyacrylamidgel der Stimme E. coli BL21 (DE3) mit Plasmid pET23::aac(6°)-
ly und den Varianten pHPNE23-1 bis pHPNE23-5, sowie der (B) Western Blot des Gels, Detektion
mittels Anti-His (Cterm)/AP Antikorper.

Bei allen Stammen mit und ohne IPTG, auler bei Stamm E. coli BL21 (DE3) mit und ohne

IPTG war im SDS-Polyacrylamidgel eine starke Bande bei ca. 17 kDa zu sehen, hierbei war
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kein Unterschied in der Starke der Banden zwischen induzierten und nicht induzierten
Stammen festzustellen. Auf der Nylonmembran wurden bei allen Stammen (auRer E. coli
BL21 (DE3)) Banden in der gleichen GroRBe mit einem Anti-His (Cterm)/AP Antikorper
detektiert, hier war jeweils eine breite und eine schmale Bande zu sehen. Im Fall der
schmalen Bande war zwischen induzierten und nicht induzierten Stammen ein Unterschied
in der Starke der Banden zu beobachten. Um die Proteine in ihrer nativen Faltung, ihrer
naturlichen Tertidrstruktur bzw. Quartarstruktur darstellen zu kénnen, wurde ein natives
Polyacrylamid-Gel angefertigt, die Proteine ebenfalls auf eine Nylonmembran Ubertragen
und mit einem spezifischen Anti-His (Cterm)/AP Antikoérper detektiert. Das Ergebnis ist in

Abbildung 3-16 (A) und (B) dargestellt.

(B)

Abbildung 3-16 Natives-Polyacrylamidgel der Stimme E. coli BL21 (DE3) ohne, mit Plasmid
pET23::aac(6°)-ly und den Varianten pHPNE23-1 bis pHPNE23-5,sowie der Western Blot des nativen
Gels, Detektion mittels Anti-His (Cterm)/AP Antikérper.
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Im nativen-Polyacrylamidgel waren starke Banden in unterschiedlicher Hohe zu sehen, auller
bei Stamm E. coli BL21 (DE3) mit IPTG. AuBerdem konnte auf der Nylonmembran bei den
gleichen Stammen in identischer Hohe eine Bande mit einem Anti-His (Cterm)/AP Antikorper
detektiert werden. Uberdies war bei allen Stimmen pHPNE23-XX, mit Ausnahmen derer mit
den Plasmiden pHPNE23-3b, pHPNE23-2a bzw. pHPNE23-1a, eine weitere Bande weiter

unten auf der Membran zu detektieren.

3.1.5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.5

[0 E. coli IM109 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) zeigte eine Erhohung von Kanamycin um drei
bis vier Verdiinnungsstufen im Vergleich zu E. coli JM109 und E. coli JM109 pUC19,
von Ciprofloxacin und Norfloxacin mit und ohne IPTG, zeigte sich keine Erhohung der
MHK.

[0 E. coli JIM109 pHPNE19-08.05 (Glu136Tyr) zeigte eine Erhohung der MHK um zwei
Verdiinnungsstufen fiir Kanamycin ohne Zugabe von 1 mM IPTG.

[ E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08.01 (Trp22Arg), pHPNE19-08.02 (Tyr66Arg) und
pHPNE19-08.04 (Glul36Arg) zeigten eine Erhéhung der MHK um eine
Verdiinnungsstufe fir Kanamycin.

[0 Stamme, deren Plasmide pHPNE19-08.XX eine Doppelmutation in aac(6°)-ly besitzen,
sowie Plasmid pHPNE19-08.03 (Glu79Tyr), zeigten keine Erhéhung der MHK fir
Kanamycin.

[0 Keiner der hergestellten Stamme pHPNE19-08.XX zeigte eine Erhéhung der MHK fir
Ciprofloxacin und Norfloxacin.

[0 Im SDS-Polyacrylamidgel der Stamme E. coli JM109 mit dem Plasmiden pHPNE19-
08.XX war eine Bande bei ca. 16 kDa zu detektieren, diese war bei den Stammen, die
mit 1 mM IPTG induziert wurden, starker.

[0 E. coli BL21 (DE3) mit dem Plasmid pET23::aac(6')-ly zeigte eine Erhéhung der MHK
von Kanamycin um fiinf Verdiinnungsstufen im Vergleich zu E. coli BL21 (DE3).

[0 E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-4 (Glul36Arg) zeigte eine Erhohung der MHK von
Kanamycin um zwei bis drei Verdiinnungsstufen im Vergleich zum Referenzstamm E.

coli BL21 (DE3).
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[0 E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-5 (Glul36Tyr) zeigte eine Erhéhung der MHK von
Kanamycin um eine bis zwei Verdiinnungsstufen im Vergleich zum Referenzstamm E.
coli BL21 (DE3).

[0 E. coli BL21 (DE3) mit den Plasmiden pHPNE23-1 (Trp22Arg) und pHPNE23-2
(Tyr66Arg) zeigten eine Erhohung um eine Verdiinnungsstufe nach Induktion mit
1ImM IPTG.

[l Bei E. coli BL21 (DE3) zeigte sich mit den Plasmiden pHPNE23-3 (Glu79Tyr) und mit
den Plasmiden pHPNE23-XX, die eine Doppelmutation besitzen, keine Erh6hung des
MHK-Wertes im Vergleich zu E. coli BL21 (DE3).

[0 Keiner der hergestellten Stamme pHPNE23-XX zeigte eine Erhohung der MHK von
Ciprofloxacin und Norfloxacin.

[0 Im SDS-Polyacrylamidgel war bei allen Stammen E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-XX,
auller bei Stamm E. coli BL21 (DE3), eine starke Bande bei ca. 17 kDa zu sehen, wobei
kein Unterschied in der Starke der Banden zu beobachten war.

U Im Western Blot wurde auf der Hohe der zuvor detektierten Banden mit dem Anti-His
(Cterm)/AP Antikorper ein Signal erzeugt, wobei hier pro Stamm eine breite und eine
schmale Bande detektiert wurden.

U Im Fall der schmalen Bande war zwischen induzierten und nicht induzierten Stammen
ein Unterschied in der Starke der Banden zu sehen.

[0 Im nativen-Polyacrylamidgel waren bei den Stammen E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-XX
starke Banden in unterschiedlicher Hohe zu sehen.

=>» Die hergestellten Plasmide pHPNE19-08.XX und pHPNE23-XX exprimieren die Enzyme
AAC(6°)-ly bzw. AAC(6°)-ly-Hisg.

=> Alle hergestellten Doppelmutanten, sowie die Einzelmutante Glu79Tyr vermittelten
keine Erhéhung der MHK von Kanamycin.

=>» Keines der konstruierten Plasmide vermittelte eine Erhohung der MHK von
Ciprofloxacin oder Norfloxacin.

=>» Die Position 22, 66, 79 und 136 spielen eine entscheidende Rolle in der Funktion von

AAC(6")-ly bzw. AAC(6°)-ly-Hisg fiir die Aminoglykosidresistenz.

Da mittels gezielter Einfihrung von Mutationen in aac(6°)-ly keine Variante entstand, die

eine Erhohung der Resistenz von Norfloxacin und Ciprofloxacin vermittelte, obwohl die
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Proteine exprimiert wurden, wurde nun mittels zufalliger Mutagenese in der Error-prone

PCR erneut versucht, eine analoge Variante zu erzeugen.
3.1.6 Zufallsmutagenese mittels Error-prone PCR

3.1.6.1 Error-prone PCR (EP-PCR) von aac(6°)-lb-wt und aac(6°)-ly

Die einfachste Methode der in vitro Mutagenese eines Gens ist die Error-prone PCR (EP-
PCR).

Hierbei werden Mutationen an zufdlligen Positionen im Gen generiert. Dabei gibt es
verschiedene Moglichkeiten die Fehlerrate in der PCR-Reaktion zu erhohen. Eine Moglichkeit
ist die Verwendung einer Polymerase ohne Korrekturlese-Funktion sowie Mn?*-Salze und
eine Mischung aus unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen dNTPs (22). Ziel der
Error-prone PCR (EP-PCR) war es hier, eine aac(6°)-Ib-cr-analoge Variante zu erzeugen, die

eine Erhohung der MHK von Norfloxacin und Ciprofloxacin vermittelte.

3.1.6.1.1 EP-PCR von E. coli GK 2850 (aac(6°)-1b-wt)

Zu Beginn wurde als Template fir die EP-PCR DNA des Stammes E. coli GK 2850 verwendet,
um zu untersuchen, ob durch beliebigen Einbau von Mutationen in aac(6°)-1b-wt, zufillig
eine aac(6°)-1b-cr-analoge Variante entstehen konnte, die ebenfalls zu einer Erhéhung der
MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin fihren wiirde. Da durch eine erhéhte Mutationsrate
jedoch auch die Frequenz von nonsense-Mutationen steigen wiirde, wurde hier zunachst nur
die Menge der Mn?*-Salze im EP-PCR-Ansatz variiert. Dazu wurden zum Standard-Ansatz der
PCR (2.2.2.8.1) je sieben differierende Konzentrationen Manganchlorid, von 0,01 mM bis 0,5
mM, hinzugegeben (plus eine Positivkontrolle ohne Manganchlorid, verwendete Primer:
Hindlll aac(6’) -66 for No.2 und HindlIll aac(6’) +519 rev, erwartete ProduktgroRe: 607 bp).
Das Ergebnis der PCR ist in Abbildung 3-17 dargestellt.
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Abbildung 3-17 Gelelektrophorese der Error-prone PCR von E. coli GK 2850.

AnschlieBend wurden die Ansatze mit 0,05 mM und 0,1 mM Manganchlorid ausgewahlt, die
erhaltenen PCR-Fragmente aufgereinigt, mit Hindlll gespalten und durch Ligation in pUC19
und Transformation in E. coli JM109 vereinzelt. Ca. 100 Transformanden wurden auf LB-
Ampicillin-Agarplatten (100 pg/ml) gesichert und anschlieBend fiir eine Vorauswahl auf LB-
Kanamycin-Agarplatten (10pg/ml) und LB-Norfloxacin-Agarplatten (1,28 pg/ml) getroffen.
Insgesamt 31 Transformanden wurden ausgewadhlt. Nach Bestimmung der Empfindlichkeit
(Mikrodilution) von Kanamycin und Norfloxacin fur die 31 Stdmme, sowie nach PCR mit den
Primern lacZ+3396rev und AAC6 +519 rev zur Uberpriifung der Anwesenheit und der
Orientierung von aac(6°)-Ib (erwartete GroRe des Produktes: 825 bp), wurden die Stimme in
elf Gruppen eingeteilt. Die Ergebnisse der PCR und der MHK-Bestimmung der 31 Stamme

sind in Tabelle 3-15 zusammengefasst.

Tabelle 3-15 Zusammenfassung der Ergebnisse der Error-prone PCR von aac(6°)-1b-wt mit Angaben
zu den MHK-Werten (ug/ml) und der PCR.

Gruppen Stamm PCR-Produkt vorhanden KAN* NOR**
Referenzen E. coli JM109 - 0,5 (0,32) 0,64

+pUC19 - 0,5 0,64

+ pHPNE19-05.1 (aac(6')-1b-wt) + 32-64 0,32

+ pHPNE19-01.1b (aac(6°)-1b-cr) + 16-32 1,28
Gruppe 1 E. coli JIM109 EP-2-19 - 0,5 0,64

E. coli IM109 EP-2-46 - 0,5 0,64

E. coli JIM109 EP-3-45 - 0,5 0,64
Gruppe 2 E. coli JM109 EP-2-3 + 0,5 0,64
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Gruppen Stamm PCR-Produkt vorhanden KAN* NOR**
Gruppe 3 E. coli JIM109 EP-2-51 - 1 0,64
E. coli IM109 EP-3-50 - 1 0,64
Gruppe 4 E. coli IM109 EP-2-5 + 1 0,64
E. coli JIM109 EP-3-49 + 1 0,64
Gruppe 5 E. coli JM109 EP-2-1 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-2-2 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-2-9 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-2-10 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-3-2 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-3-26 - 2 0,64
E. coli JIM109 EP-3-31 - 2 0,64
Gruppe 6 E. coli JM109 EP-2-20 + 2 0,64
E. coli JIM109 EP-2-31 + 2 0,64
E. coli JIM109 EP-2-33 + 2 0,64
E. coli JIM109 EP-3-42 + 2 0,64
Gruppe 7 E. coli JM109 EP-2-4 - 4 0,64
E. coli IM109 EP-2-45 - 4 0,64
E. coli JIM109 EP-2-47 - 4 0,64
E. coli IM109 EP-2-50 - 4 0,64
Gruppe 8 E. coli IM109 EP-3-46 + 8 0,64
Gruppe 9 E. coli JM109 EP-3-52 + 16 0,64
E. coli JIM109 EP-3-54 + 16 0,64
Gruppe 10 E. coli JIM109 EP-2-26 (+) 32 0,64
E. coli JIM109 EP-2-29 + 32 0,64
E. coli JIM109 EP-2-30 + 32 0,64
E. coli JM109 EP-3-53 + 32 0,64
Gruppe 11 E. coli JIM109 EP-2-28 (+) 64 0,64

Ein + bedeutet PCR-Produkt vorhanden, ein - kein PCR-Produkt vorhanden, (+) schwaches PCR-

Produkt vorhanden. (nb = nicht bestimmt, KAN* = Kanamycin, NOR** = Norfloxacin).

Unter den 31 getesteten Stammen befanden sich keine Varianten, die eine erhohte MHK von
Norfloxacin aufwiesen. Die MHK-Werte von Kanamycin fiir die untersuchten Stamme der
Gruppen 1 und 2 stiegen im Vergleich zum Referenzstamm E. coli JM109 nicht an. Fiir die
Stamme der Gruppen 3 und 4 wurde von Kanamycin ein MHK-Wert von 1 pg/ml bestimmt,

fur die Stamme der Gruppen 5 und 6 wurde ein MHK-Wert von 2 pug/ml und fiir die Stamme
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der Gruppe 7 wurde ein MHK-Wert von 4 pug/ml bestimmt. Fiir die Stamme der Gruppe 8
bzw. 9 lagen die MHK-Werte von Kanamycin bei 8 bzw. 16 pg/ml. Die Stamme der Gruppen
10 und 11 besalen mit einem MHK-Wert von 32 bzw. 64 pg/ml fir Kanamycin mit den
Referenzstammen E. coli JM109 pHPNE19-05.1 und E. coli JM109 pHPNE19-01.1b
vergleichbare MHK-Werte. Im Fall der Gruppen 3, 5 und 7 konnte mit den verwendeten
Primern kein PCR-Fragment in einer GrofRe von 825 bp generiert werden, wie es bei
korrekter Klonierung zu erwarten gewesen ware, der MHK-Wert von Kanamycin war hier
jedoch um maximal drei Verdiinnungsstufen erhoht. Fir Gruppe 1 konnte weder eine PCR-

Produkt, noch eine Erhéhung der MHK detektiert werden.

Obwohl keiner der Stamme eine Erhohung der MHK von Norfloxacin zeigte, wurden
insgesamt vier Stamme mit unterschiedlichen MHK-Werten von Kanamycin zufallig
ausgewahlt und sequenziert, um zu prifen, wie viele und an welchen Positionen die
Mutationen entstanden. Das Ergebnis der Sequenzierung der Stamme E. coli IM109 EP-2-28,

EP-3-53, EP-3-54 und EP-2-33 ist in Abbildung 3-18 dargestellt.
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Section 1
1 10 20 30 40 50 g0 70 24

lacZ::aac(6")Ibwt (1) ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTG
EP-2-28_1 (l.) ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTCGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTG
EP-3-53_1 (1) ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTG
EP-3-54_1 (1) ATGACCATGATTACGCCRAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACARAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTG
EP-2-33_1 (l.) ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACARAAGTACAGCATCGTGACCAACAGCAACGATTCCGTCACACTG

g5y Aminosdurepositionen: 37 42 43 49
lacZ::aac(6 " JIb-wt (85) CGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCT AGTGGCTAAA CTEATATCGTCGAGTG GCGGAGAAGAA
EP-2-28_1 (85) CGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCT AGTGGECTAAA I CTFATATCGTCGAGTG GCGGAGAAGAA
EP-3-53_1 (85) CGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCT AGTGGCTAAA CTEATATCGTCGAGTG GCGGAGAAGAR
EP-3-54_1 (85) CGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCT AGTGECTAAATICAMECTRATATCGTCGAGTE GCGGAGAAGAA
EP-2-33_1 (85) CGCCTCATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTATAGEAGTGGCTAAATICEBAICTEATATCGTCGAGTGHTAGEGCGGAGAAGAR

(169) 58 62
lacZ::aac(6 " )Ib-wt (169) GCACGCCCGAC TECTGACGT I AACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATG
G

EP-2-28_1 (169) GCACGCCCGAC TECTGACGT AACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATG
EP-3-53_1 (169) GCACGCCCGAC TECTGACGT AACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATG
EP-3-54_1 (169) GCACGCCCGAC TECTGACGT AACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATG
EP-2-33_1 (169) GCACGCCCGACAKCATECTGACGT AACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATG

(253) .95
lacZ::aac(6 " )Ib-wt (253) CTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCETACCTTIRCRCTTGGAAGCGEGGACGCATCGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCA
EP-2-28_1(253) CTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTIGCICTTGGAAGCGGGGACGGATGGTGGGARGAAGARACCGATCCA
EP-3-53_1(253) CTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGT COCTTGGARAGCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCA
EP-3-54_1 (253) CTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTIIGCIICTTGGAAGCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCA
EP-2-33_1(253) CTGAATGGAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTIIGCECTTGGAAGCGGGGACGGATGGTGGGAAGAAGAAACCGATCCA

@37) 125126 127
lacZ::aac(6 " )Ib-wt (337) GGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGARTGCATCACAACTYGG |C TGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTT
G.

EP-2-28_1 (337) GGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGARTGCATCACAACTHGG! CE TGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTT

EP-3-53_1 (337) GGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGARTGCATCACAACTHGG! CF TGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTIGGTT
Gi TGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTT
G

EP-3-54_1(337) GGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGAATGCATCACAACT AC)
IC TGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTT

EP-2-33_1(337) GGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGAATGCATCACAACT

(421) ¢
lacZ::aac(6 " )Ib-wt (421) GAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCARGATCCARACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAG
EP-2-28 1 (421) GAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAG
EP-3-53_1(421) GAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCARGATCCARACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAG
EP-3-54 1 (421) GAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAG
EP-2-33_1(421) GAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAARGATCCARACGGACCCETCEGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAS

(505) ¢ 169 186 190 192
lacZ::aac(6” JIb-wt (505) ARAGCGGG AGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATAeTkAAACACGdcHck calrTBEAG
EP-2-28_1 (505) AAAGCGGGHTTEEAGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATAGRTKAAACACGcGek cAlrTEEAG
EP-3-53_1 (505) AAAGCGGGHATTCAGAGGCAAGG TACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATHGMITICAAACACG CATTEEAG
EP-3-54_1 (505) AAAGCGGG AGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATHECTLAAACACG calrTgkaG
EP-2-33_1 (505) AAAGCGEEE AGAGGCAAGGTACCGTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTACATACHTIAAACACG cAlrTTRAG
(589) !
lacZ::aac(6 " JIb-wt (589) CGRACACGCAGTGATGCCTAAAAGCTT - -~ ---- - GCATGCCTGCAGGTC- - -
EP-2-28_1 (589) CGAACACGCAGTGATGCCTAAAAGCTT - - - - - - - - GCATGCCTGCAGGTCGAC
EP-3-53_1 (589) CGAACACGCAGTGATGCCTAAAAGCTT -- - - - - - - GCATGCCTGCAGGTC- - -

EP-3-54_1 (589) CGAACACGCAGTGATGCCTAAAAGCTT------- - GCATGCCTGCAGGTC- - -
EP-2-33_1(589) CCAACACCCACTCATCCCTAARACCTTATAACCTTCCATCCCTCGCACCTCCA-

Abbildung 3-18 Darstellung der Sequenzierung der Stamme E. coli JM109 EP-2-28, EP-3-53, EP-3-54
und EP-2-33. Nummeriert und beschriftet sind jeweils die Tripletts, welche eine Verdanderung

aufweisen.

Abbildung 3-19 zeigt die Aminosduresequenz, die aus der ermittelten DNA-Sequenz (siehe

Abbildung 3-18) abgeleitet wurde.
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Abbildung 3-19 Darstellung der Aminosduresequenzen, abgeleitet aus der ermittelten DNA
Sequenzen der von E. coli GK 2850 mittels Error-prone PCR erhaltenen Stamme. Die Aminosduren
von LacZ (MTMITPSL) befanden sich hier noch vor AAC(6°)-Ib, anstelle von MSNAK, daher beginnt die

Sequenz hier mit Position -2.

Stamm E. coli JM109 EP-2-33 (Gruppe 6) besaR eine Mutation an Position 37, die zu einem
Stopcodon (TAT=>TAG) fiihrte, die nachfolgenden im Leserahmen festgestellten Mutationen
W49STOP (TGG>TAG), L58H (CTT>CAT), G125G (GGC>GGT) und F192F (TTC>TTT) waren
somit bedeutungslos. Die Insertion von 8 Nukleotiden ataagctt bei Stamm E. coli EP-2-33
befand sich hinter dem 3’-Ende des Leserahmens von aac(6°)-Ib-wt (vergleiche Abbildung
3-18). Stamm E. coli JM109 EP-3-54 (Gruppe 9) besal} vier Mutationen, die zu einem
Aminosadureaustausch fuhrten: R42Q, Q62R, G127D und V186A. In Stamm E. coli IM109 EP-
3-53 (Gruppe 10) wurden keine Mutationen gefunden, die zu einem Aminosdureaustausch
fuhrten, lediglich folgende stille Mutationen: A95A (GCT=>GCC) und F169F (TTT->TTC).
Stamm E. coli IM109 EP-2-28 (Gruppe 11) besal’ drei Mutationen (S43A, K126R, Q190R).

Um eine raumliche Vorstellung davon zu bekommen, wo sich die veranderten Aminosauren
im Enzym AAC(6')-Ib-wt befinden, zeigt Abbildung 3-20 die Tertidrstruktur des Enzyms
AAC(6°)-Ib-wt (PDB Nr. 2bue), kristallisiert mit Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (KoA). Die
mutierten Aminosauren der Stamme E. coli EP-3-54 sind blau markiert, die von Stamm E. coli
EP-2-28 griin. Die Aminosauren W102 und D179 sind in Rot dargestellt. Fir die Visualisierung
und Bearbeitung des entstandenen Bildes wurde das Programm UCSF Chimera 1.5.3 unter

Windows 7 verwendet.
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K126

Abbildung 3-20 Darstellung der Tertidrstruktur von AAC(6°)-lb-wt in grau (PDB Nr. 2bue),
kristallisiert mit Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (CoA), mit Markierung der mutierten
Aminosauren der Stimme E. coli EP-3-54 in blau und E. coli EP-2-28 in griin, die Aminosduren 102
und 179 wurden rot markiert.

Keine der Seitenketten der ausgetauschten Aminosauren befindet sich in rdaumlicher Nahe
von Ribostamycin oder Koenzym A, mit Ausnahme der kleinsten Aminosaure Glycin (G) an

Position 127.

3.1.6.1.2 EP-PCR von E. coli IM109 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly)

AnschlieBend wurde als Template flr die EP-PCR DNA des Stammes mit Plasmid pHPNE19-08

(aac(6°)-ly) verwendet, um zu untersuchen, ob hier durch spontane Mutation zufillig eine
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Variante entstehen kdnnte, die eine Erhéhung der MHK von Norfloxacin und Ciprofloxacin
vermitteln wirde. Zum Standard-Ansatz der PCR wurden hier nur drei differierende
Konzentrationen Manganchlorid, von 0,01 mM bis 0,1 mM, hinzugegeben (plus eine
Positivkontrolle ohne Manganchlorid) und das gleiche EP-PCR-Programm wie zuvor bei GK
2850 verwendet, jedoch mit den Primern aac(6)-ly+1for_Hindlll und aac(6)-ly+438rev_Hindlll
(erwartete ProduktgroRe: 459 bp). Das Ergebnis der PCR ist in Abbildung 3-21 dargestellt.
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Abbildung 3-21 Gelelektrophorese der Error-prone PCR von aac(6°)-ly.

Wie zuvor wurden auch hier der Ansidtze mit 0,05 mM und 0,1 mM Manganchlorid
ausgewahlt und die PCR-Fragmente aufgereinigt. Anschliefend wurden die Fragmente in
Plasmid pUC19 ligiert und die erhaltenen Plasmide durch Transformation in E. coli JM109
vereinzelt. Ca. 167 Transformanden wurden gesichert und mittels PCR mit den Primern
lacZ+3396rev und aac(6)-ly+438rev auf die Anwesenheit und Orientierung von aac(6°)-ly
untersucht (erwartete GrofRe des Produktes: 677 bp). Sieben Stamme wurden mit der
korrekten Orientierung gefunden, bei vier Stdmmen wurden Banden in einer Hohe von nur
ca. 250 bp detektiert. Es erfolgte die Bestimmung der Empfindlichkeit von Kanamycin und
Norfloxacin (Mikrodilution) fur die elf Stamme, anschlieBend wurden diese in sechs Gruppen

eingeteilt und ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-22 zusammengefasst.
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Abbildung 3-22 Ergebnisse der Error-prone PCR von aac(6°)-ly, mit Angaben zu den MHK-Werten
(in pg/ml) fiir die elf ausgewdhlten Stimme.

Gruppen Stamm PCR-Produkt vorhanden Kanamycin Norfloxacin
Referenzen E. coli JIM109 - 0,25-0,5 0,32

E. coli JIM109 pUC19 - 0,25 0,32-0,64

E. coli IM109 pHPNE19-04 + 1,5 0,32-0,64
Gruppe 1 E. coli JIM109 EP-4-33 +, 250 bp 0,25 0,32
Gruppe 2 E. coli JM109 EP-4-10 + 0,25-0,5 0,32
Gruppe 3 E. coli JM109 EP-4-19 +, 250 bp 0,5 0,32

E. coli JM109 EP-4-21 +, 250 bp 0,5 0,32

E. coli IM109 EP-4-30 +, 250 bp 0,5 0,32
Gruppe 4 E. coli JM109 EP-4-6 + 0,5 0,32

E. coli JIM109 EP-4-20 + 0,5 0,32

E. coli JIM109 EP-4-46 + 0,5 0,32
Gruppe 5 E. coli JM109 EP-3-83 + 1 0,64
Gruppe 6 E. coli JM109 EP-4-4 + 1,5 0,32

E. coli JIM109 EP-3-35 + 1,5 0,32-0,64

Ein + bedeutet PCR-Produkt vorhanden, ein - bedeutet kein PCR-Produkt vorhanden.

Unter den 11 getesteten Stammen befanden sich keine Varianten, die eine erhéhte MHK von
Norfloxacin aufwiesen. Die Stamme der Gruppen 1 bis 4 besallen keine Erhéhung der MHK
von Kanamycin. Die PCR-Produkte der Gruppen 1 und 3 fielen mit ca. 250 bp kleiner aus als
die zu erwartenden Produkte in einer GroRe von 677 bp. Die Stamme der Gruppen 5 und 6
zeigten eine Erhohung der MHK-Werte von Kanamycin von 0,25-0,5 ug/ml fir E. coli
JM109/E. coli IM109 pUC19 auf 1-1,5 pg/ml. Da hier kein Stamm eine Erhéhung der MHK

von Norfloxacin besaR, wurde auch kein Stamm zur Sequenzierung ausgewabhlt.

3.1.6.2 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.6

[0 Unter den 31 getesteten Stimmen der EP-PCR von aac(6°)-1b-wt, sowie unter den 11
getesteten Stimmen der EP-PCR von aac(6°)-ly befanden sich keine Varianten, die
eine erhdhte MHK fiir Norfloxacin aufwiesen.

[0 Es wurden keine Veranderung in den fir die Auspragung einer aac(6’)-Ib-cr-Variante

relevanten Positionen 102 und 179 gefunden.
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Durch EP-PCR entstand weder mit aac(6°)-lb-wt noch mit aac(6’)y als Template eine
Variante, die von Norfloxacin einen erhohten MHK-Wert zeigte. Daher wurde im Folgenden
versucht, durch Selektion der Gene aac(6°)-1b-wt, aac(6°)-1b102 sowie aac(6°)-1b179 eine cr-

Variante zu generieren und durch Selektion von aac(6°)-ly ein cr-analoge Modifikation zu

erhalten.

3.1.7 In vitro Evolution von AAC(6°)-Ib-wt, den Varianten AAC(6°)-1b102 und
AAC(6°)-1b179, sowie AAC(6°)-ly

3.1.7.1 Mutagenese von E. coli CSH116 mit Nalidixinsaure und Levofloxacin

Fir die Mutagenese der Gene aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b102, aac(6°)-1b179 und aac(6’)-ly
wurde E. coli CSH116 ausgewadhlt, dieser Stamm besitzt einen Defekt im dnaQ-Gen. DnaQ
kodiert fir die e-Untereinheit der DNA Polymerase Il (139), die 3'-5’Korrekturlese-Aktivitat
besitzt (140) und bei der DNA-Synthese wahrend der Replikation eine Rolle spielt. Ein Defekt
im dnaQ-Gen erhdht die Mutationsrate. Ein Stamm mit einer Mutation im dnaQ-Gen wird

daher als Mutator-Stamm bezeichnet (44).

Zunachst wurde dieser Stamm ohne die zusatzlichen Gene aac(6')-lb-wt, aac(6°)-1b102,
aac(6°)-1b179 und aac(6°)-ly selektiert. Dies geschah aus folgenden Griinden. Zum einen
sollten die chromosomalen Mutationen in jedem der zu selektierenden Stamme identisch
sein. Des Weiteren wurde in den unter 3.1.1.1 untersuchten Stammen, die Variante aac(6°)-
Ib-cr lediglich in den Stammen gefunden, in denen bereits mindestens zwei bis drei
chromosomale Mutationen vorhanden waren. Aullerdem wiirden bei der Selektion mit
Fluorchinolonen leicht Mutanten mit einer Verdnderung in gyrA oder marR entstehen, diese
hatten eine héhere Resistenz, wodurch die Resistenz einer Mutation in aac(6°)-1b iberdeckt

werden wirde.

3.1.7.1.1 Selektionsschritt Nr. |

Fiir den ersten Selektionsschritt wurde Nalidixinsdure verwendet. Dazu wurde zunachst die
Empfindlichkeit fiir E. coli CSH116 von Nalidixinsdure bestimmt, diese lag bei 4 pug/ml. Zur
Selektion wurde die 8-fache (= 32 pug/ml) bzw. die 16-fache (= 64 ug/ml) Konzentration des

MHK-Wertes von Nalidixinsdure fir Stamm E. coli CSH116 verwendet und sowohl die
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Zellzahl, als auch die Mutationsrate, dem Quotienten von Mutanten/ml und KBE/ml

bestimmt. Die Mutationsraten sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 3-16 Mutationsrate fiir E. coli CSH116 fiir Nalidixinsdure, 8 x und 16 x der MHK.

8 x MHK (= 32 pg/ml) Nalidixinsiure 16 x MHK (= 64 pg/ml) Nalidixinsdure

2x10° 1,1x10°

Mittels PCR mit den Primern gyrA 3-1 und gyrA 5-1 und RFLP mit dem Enzym Hinfl, wurden
insgesamt 12 Stamme nach der Selektion mit 64 pg/ml Nalidixinsdure untersucht.
Sequenziert wurden anschlieBend die Bereiche von gyrA von Stamm E. coli CSH116 als
Referenz, sowie von den selektierten Stammen E. coli CSH116 Nr. 64-7 und Nr. 64-8.

Abbildung 3-23 zeigt einen Ausschnitt der DNA-Sequenzen.

Position GyrA 83 Position GyrA 87, GyrA 89
60 . . . . 270 . . _ZEGEI _ZBD . Sﬂq . .
as AATACCATCCCCATGGTOGAC|ITCGIGCGGTCT ATIGACRC CGIATCEK TCC
s AA4ATACCATCCCCATGGTGAC|ITCGIGCGGTCTAUATIGALACRC CGJATC TCC
E. coli CSH116 N
A N\ ~ Al /| )
*\,.—.,—»"4 LA ’f \ ~/ \'\‘, IAYN & A \\. \i M
I a4 A & GIGCGGTCTAT|GACRC CGJATCEGTCC
r a o4 & GIG C GG TCT L TYG c CGA T CE T CC
E. coli CSH116 Nr. 64-7 N
A N / [\ A
e Wy NV ANTvA WAV B VA
r 4 4 A GIGCGGTCTAT|GACRC CGIATCE TCC
r a4 &4 a GIGCGGTOCTLT|G LCJLCG TCJ TCC
E. coli CSH116 Nr. 64-8 i
N A Fal ,
R ﬂ\,[\/\ ) - Nt AN aw ~ L APON

Abbildung 3-23 Ausschnitt der sequenzierten Bereiche von gyrA. Position 83 ist mit einen
schwarzen Rechteck markiert. Unterschiedliche Basen sind gelb hinterlegt. Position 87 und 89 ist

ebenfalls mit einem schwarzen Rechteck markiert, hier haben keine Veranderungen stattgefunden.

In den Stammen E. coli CSH116 Nr. 64-7 und Nr. 64-8 ereignete sich in Triplett 83 ein
Austausch von Cytosin in Guanin. Dies hat einen Austausch von Serin (16) in Tryptophan
(UGG) in GyrA an Position 83 zur Folge. Mit E. coli CSH116 Nr. 64-8 wurde im Folgenden

weitergearbeitet.

3.1.7.1.2 Selektionsschritt Nr. Il

Im zweiten Selektionsschritt sollten eine Punktmutation oder eine Deletion in einem Gen
selektiert werden, welche eine Erhdohung der Effluxaktivitat zur Folge haben wiirden. Daher

wurde fir die Selektion von E. coli CSH116 Nr. 64-8 hier Levofloxacin gewdahlt. Zu Beginn der
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zweiten Selektion wurde die Empfindlichkeit von Levofloxacin fiir die Stamme E. coli CSH116

und E. coli CSH116 Nr. 64-8 bestimmt. Die Werte sind in Tabelle 3-17 zusammengefasst.

Tabelle 3-17 Zusammenfassung der MHK von Levofloxacin in pg/ml der Stimme E. coli CSH116 und
E. coli CSH116 Nr. 64-8.

Stamm Levofloxacin
E. coli CSH116 0,015
E. coli CSH116 Nr. 64-8 0,125-0,25

Selektiert wurde mit der 4-fachen Konzentration des MHK-Wertes von E. coli CSH116 Nr. 64-
8, 1 pg/ml Levofloxacin. Die Mutationsrate lag hier bei 2,98 x 10”. EIf zufllig ausgewahlte
Stamme wurden durch MHK-Bestimmung, in An- und Abwesenheit des
Effluxpumpeninhibitors (EPI) Phe-Arg 3-Naphthyl-amid Dihydrochlorid, untersucht. Die MHK-
Werte sind in Tabelle 3-18 zusammengefasst. Die MHK-Werte von E. coli GK 571, E. coli GK
573 und E. coli GK 3009 dienten als Referenzwerte, ebenso wie die der Ausgangsstamme E.

coli CSH116 und E. coli CSH116 Nr. 64-8.

Tabelle 3-18 Zusammenfassung der Ergebnisse der MHK-Bestimmung der Stamme E. coli CSH116,
E. coli CSH116 Nr. 64-8 und der elf zufillig ausgewahlten Stamme.

Stamm  Chloramphenicol +EPI Differenz der MHK Levofloxacin +EPI Differenz der MHK
mit und ohne EPI mit und ohne EPI

CSH116 2 1 1 Verdlinnungsstufe 0,015 <0,0039 min.2

Verdiinnungsstufen

CSH116 2 1 1 Verdiinnungsstufe 0,125 0,06 1 Verdiinnungsstufe

64-8

GK 571 8 2-4 1-2 0,03 0,0078 2 Verdiinnungsstufen
Verdiinnungsstufen

GK 573 32 4 3 Verdlinnungsstufen 2 0,25 3 Verdilinnungsstufen

GK 3009 32 4 3 Verdinnungsstufen 0,125 0,015 3 Verdiinnungsstufen

64-8-1 4 1 2 Verdinnungsstufen  1-2 0,5 2 Verdiinnungsstufen

64-8-3 4 1 2 Verdlinnungsstufen  1-2 0,5 2 Verdilinnungsstufen

64-8-5 4 0,5 3 Verdinnungsstufen  2-4 0,5 3 Verdiinnungsstufen

64-8-7 2-4 1 1-2 1 0,5 1 Verdiinnungsstufe
Verdiinnungsstufen

64-8-9 4 1 2 Verdinnungsstufen 2 0,25 3 Verdiinnungsstufen
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Stamm  Chloramphenicol +EPI Differenz der MHK Levofloxacin +EPI Differenz der MHK
mit und ohne EPI mit und ohne EPI

64-8-10 4 1 2 Verdlinnungsstufen 1 0,25- 1-2

0,5 Verdiinnungsstufen
64-8-21 4 0,5 3 Verdinnungsstufen  1-2 0,25 2-3

Verdiinnungsstufen

64-8-25 4 1 2 Verdlinnungsstufen 1 0,25- 1-2

0,5 Verdiinnungsstufen
64-8-27 4 1 2 Verdlinnungsstufen 0,5 0,25 1 Verdiinnungsstufe
64-8-31 4 1 2 Verdinnungsstufen 1 0,25 2 Verdiinnungsstufen
64-8-33  8-16 1-2 3 Verdlinnungsstufen 1 0,125 3 Verdiinnungsstufen

MHK-Werte in pug/ml

Die Stamme E. coli GK 571 und GK 3009, die eine nachgewiesene Deletion in marR besitzen
und folglich eine erhodhte Expression der Effluxpumpen zeigen (10, 37), zeigten einen
Unterschied von drei Verdiinnungsstufen von Chloramphenicol bzw. Levofloxacin, jeweils in
An- und Abwesenheit von EPIl. Daher wurde fir die weiteren Untersuchungen ein Stamm

gewadhlt, der einen dhnlichen Unterschied der Verdiinnungsstufen zeigte.

Aufgrund des Unterschieds von ebenfalls drei Verdiinnungsstufen von Chloramphenicol und
Levofloxacin mit und ohne Zugabe von EPI, wurde die Mutante E. coli CSH116 Nr. 64-8-33
ausgewahlt, da dieser, im Gegensatz zu den Stammen E. coli CSH116 Nr. 64-8-5 und E. coli
CSH116 Nr. 64-8-21 einen héheren MHK-Wert von Chloramphenicol zeigte. Stamm E. coli

CSH116 Nr. 64-8-33 wurde durch Sequenzierung naher charakterisiert.
Die Gene marR (siehe Abbildung 3-24, Abbildung 3-25) und gyrA (siehe Abbildung 3-28)

sowie die Gene parC (siehe Abbildung 3-26) und acrR (siehe Abbildung 3-27) wurden

sequenziert.
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(989) 989 1000 1010 1020 1040 1050 1064

CSH116 64-B-33MAR 3'_2(¢) (1) mccccscoccocoaoccooccaamcocccoaoaoaccooooe oo focaomooaoeaamooaaaoaoaaoaax
CSH116 64-8-33 marR 5_2  (33)

E. coli K12 marCRAB (989)
Consensus (989) CAACACCACCAG CCCCAGGCCAATTGCTTTAAACAAATCT

(1065) 1065 1070 1080 100 1100 1110 1120 1130 1140
CSH116 64833 MAR 3 2(¢) (1) === -~ —~ -~~~ — =~~~ ~ -~~~ -~~~ -~~~ ———— -~~~ ————————————
CSH116 64-8-33 marR 5.2 (109)
E. coli K12 marCRAB (1064)
Consensus (1065) TCAGCGAARAGTATAAGGGGTARACAAGGATAAAGTGTCACTCTTTAGCTAGCCTTGCATCGCATTGAACARAACT

(1141) 1141 1150 1160 A170 18 -35 Box 1190 1200 +10 Box 1216

CSH116 64-8-33 MAR 3'_2(¢) (1) === - - -mmmmmmmmmmemmmmmmmmmcmmmmmomemmome Jooom e mmmeeemme o Jrm s
CSH116 64-8-33 marR 5'_2 (185)

E. coll K12 MarCRAB (1140)
Consensus (1141) TGAACCGATTTAGCAAARCGTGGCATCGGTCAATTCATTCA

Start marR

(1217) 1217 1230 1240

CSH116 64-8-33 marR 3'_2(c) (1)
CSH116 64-8-33 marR 52 (261)

E. coli K12 marCRAB (1216)
Consensus (1217) GCAACTAATTACTTGCCAGGGCAACTAAN

Section 18
(1293) 1293 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1368
CSH116 64-8-33maR 3" 2(¢) (1) ====--c=ccccmccccamaacamacccacccccaaaanaas ACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCA

CSH116 64-8-33 mark §'_2 (337) ACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCA
E. coli K12 marCRAB (1292) ACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCA
Consensus (1293) CTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCA

Section 19
(1369) 1369 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1444

CSH116 64-8-33 marR 3"_2 (¢) (36) CAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGGTTGAACTGAAAAAGGTATTGTCGGTCG
CSH116 64-6-33 marR 5'_2 (413) CAGTTTAACGTGCTCTGCTCTATCCCCTCGCGCEGCCTGTATTACTCCGGTTGAACTCAAAAAGGTATTGTCCGGTCS

E. coli K12 marCRAB (1368) CAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGECCTEGTATTACTCCGGTTGAACTCGARAAAGGTATTGTCGGTCG
Consensus (1369) CAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCEGCGTGTATTACTCCGGTTGAACTGAAARAGGTATTGTCGGTCG

Section 20
(1445) 1445 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

CSH116 64-8-33 marR 3"_2 (¢) (112) ACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTCGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGTGGARAGGTTGCCGARACCCGAATGA
CSHL16 64-8-33 mark 5_2 (489) ACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTARAGGCTGGGTGGAAAGGTTIGCCGAACCCGAATGA

E. coli K12 marCRAB (1444) ACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGTGGARAGGTTGCCGAACCCGAATGA
Consensus (1445) ACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGTGGAAAGGTTGCCGAACCCGAATGA

Section 21
(1521) 1521 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1596
CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (188) CAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGGCGGCGCGGCAATATGTGAACAATGCCAT CANEIRGENGECRE
CSH116 64-8-33marR 5'_2 (565) CAAGCGCGGCGTACTGGTAARACTTACCACCGGCGGCGCGGCAATATGTGAACAATGCCATCA - - - -~~~ - - - - -

E. coli K12 marCRAB (1520) CAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGGCGGCGCGECAATATGTGAACAATGCCATC,
Consensus (1521) CAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGGCGGCGCGGCAATATGTGAACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAG

(1597) 1597
CSH116 64833 mark 3 2 (c) (264) GACCTGCACCARGAATTAACARAARACCTGACGGCGGACGARGTGGCARCACT TGAGTATTTGCTTAAGARAGTCE
CSH116 64-8:33 AR S 2 (628) ==m=ommomscecnsoccasmasasossscmassmonsrassemacaemesassssnreraonancemaseemanes
E. coli K12 marCRAB (1596)
Consensus (1597) GACCTGCACCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAACACTTGAGTATTTGCTTAAGAAAGTCC
Section

R 23
Stop mark 1690 Start morA 1710 1720 1730 1748

(1673) 16i

CSH116 64-8-33 marR 3_2 (¢) (340)
CSH116 64-8-33 marR 52 (628) - ---4-- -} ----- - oo o

E. coli K12 marCRAB (1672)
Consensus (1673) TGCCYTAAR

CAAARAAGAGGTATGACH

IATGFCCAGACGCAATACTGACGCTATTACCATTCATAGCATTTTGGACT
Section 24
(1749) 1749 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1824
CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (416) GGATCGAGGACAACCTGGAATCGCCACTGTCACTGGAGAAAGTGTCAGAGCGTTCGGGTTACTCCARATGGCACCT
CSH116 64-8-33 MArR 5’2 (628) = = = = = == = = = = = = = = = = = = = = = = == =~ = =" m = m =@ m == mmemeemmmmm= e~

E. coli K12 marCRAB (1748)
Consensus (1749) GGATCGAGGACAACCTGGAATCGCCACTGTCACTGGAGAAAGTGTCAGAGCGTTCGGGTTACTCCAAATGGCACCT
Section 25
(1825) 1825 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900

CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (c) (492)
CSH116 64-8-33 MAIR 5'_2 (628) = = = = = == = = = = = = = = = = = = = = = = == = = = o m o e m i mmmmmmmmm mmmmmmmmm m =
E. coli K12 marCRAB (1624) GCAACGGATGTTTAAAAAAGAAACCGGTCATTCATTAGGCCAATACATCCGCAGCCGTAAGATGACGGARATCGES
Consensus (1825) GCAACGGATGTTTAAARARGAAACCGGTCATTCATTAGGCCAATACATCCGCAGCCGTAAGATGACGGARATCGCG
Section 26
(1901) 1901 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1976
CSH116 64-8-33 marR 312 (¢) (569) CARARGOTCARGEARRGTAACGAG - - - - - -~ - - -~~~ --------------------o-o--ooooooooooo--
CSH116 64-8-33 MAIR 5' 2 (628) === === === === ocmsmeoeceeeeccecocceecsesseeecseccescscecceeeeeecesesemee———n
E. coli K12 marCRAB (1900) BRRRRG ST CARNGEARRGTARGERNG C CGATACTCTATCTGGCAGAACGATATGGCTTCGAGTCGCAACAAACTCTGA

Consensus (1901) CAAAAGCTGAAGGAAAGTAACGAG

Abbildung 3-24 Darstellung der Nukleotidsequenz des sequenzierten Bereichs von marCRA fiir E.
coli CSH116 64-8-33 im Vergleich mit E. coli K12, Accession Nr. NC 000913.

Im folgenden Bild (Abbildung 3-25) ist die unklare Base N im Chromatogramm dargestellt.
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;1000 1012

» EcoliKi2ma... A C C A G C CCCAGGTC CTCAARA
»(SH116648... AR C C A G N C C CCAGGTC CTCRARARA
A C C A G C C C C A G G CC A A

A CC A GNTCCUCTCA AGU GT CTCMANAM

Contig 13

Abbildung 3-25 Ausschnitt des Chromatogramms von E. coli CSH116 64-8-33 der Sequenzierung von
marC bis marA (siehe Abbildung 3-24).

CSH116 64-8-33 qyrA5"_2

410 420 430 450 a74

(396) 396 40 60
CGAGAGAAATTACACCGGTCAACATTGAGGRAAGAGCTGAAGAGC TCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATT

() -----

E. c0li K12 gyrA (396) CCTTGCGAGAGAAATTACACCGGTCAARCATTGAGGRAAGAGCTGAAGAGCTCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATT

Consensus (396) CGRAGAGARATTACACCGGTCARCATTGAGGRAAGAGCTGAAGAGCTCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATT
Section 7

(475) 475 A80 490 500 510 520 530 540 553

CSH116 64-8-33 qyrA 5’ _2
E. coli K12 gyrA
Consensus

(75) GTTGGCCGTCCCCTEGCCAGATCTCCGAGATGCCCTCAAGCCGCTACACCETCECCTACTTTACCGCCATGAACGTACTAGC
(475) GTTCGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTCGAAGCCCGCTACACCGTCGCCTACTTTACGCCATGAACGTACTAG
(475) GTTGGCCOETCCECTECCAGATCTCCGAGATECCCTCAAGCCCECTACACCOTCGCCTACTTTACGCCATGAACGTACTAG
Section §

CSH116 64-8-33 qyrAS'_2
E. coli K12 gyrA
Consensus

(554) 554 560 270 280 <90 500 610 620 632
(154) GCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAARATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTARATACCATCCCCATGGTGA
(554) GCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAARATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGA
(554) GCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAARRATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTARATACCATCCCCATGGTGA

CSH116 64-8-33 qyrA 5'_2
E. coli K12 ayrA
Consensus

Section 9
(633) Pos. 83 540 Pos. 87 Pos. 89 670 690 700 71

680
(233) [Fecfcaarcrafeachcdard] TCCFCATGGC.,CAGCCA"TC CGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAAC
(633) qTCGERCGGTCTAYGACRCYATTETCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAAC
(633) qT GPCGETCTAYGACRCYAT FTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAAC
Section 10

CSH116 64-8-33 awA S’ _2
E. oli K12 gyrA
Consensus

(712) T12 750 760 770 780 790
(312) TTCGGT T\_TATCGACGGCGACTCTGC uCGGCARTC—CGTTAIACGGRARTCCSTCTGGCGRRAATTGCCCATGRACTG.R
(712) TTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGRAAATTGCCCATGRACTGA
(712) TTCGGTTCTATCGACGGCEACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCETCTGECGARAATTGCCCATGAACTGA
Section 11

CSH116 64-8-33 QWA 5_2
E. coll K12 gyrA
Consensus

(791) 791 800 810 820 830 840 850 869
(391) TGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATT TCGTTGATARCTATGACGGCACGGAAAAAAT - - - -~ — -~~~ -—-- - - --
(791) TGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATT TCGTTGATAACTATGACGGCACGGAAAAAATTCCGGACGTCATGCCAAC
(791) TGGCCGATCTCGAAARAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGCACGGARAAAAAT

Abbildung 3-26 Darstellung der Nukleotidsequenz des sequenzierten Bereichs von gyrA, mit
Markierung der Aminosaurepositionen 83, 87 und 89, fiir E. coli CSH116 64-8-33, im Vergleich mit

E. coli K12, Accession Nr. X 06373.

Pos. 64
(6561) 6561 6570 £580 6590 6600 6610 6630 6640
CSH116 64-8-33 parCs' I e e TTAAAAAATCGCC "GIACCGTCGGTGACGTAC"GGG
E.coliKl2paCrc (6561) GTGTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTTARAAAATCYGCCEGTACCGTCGGTGACGTACTGGE
Consensus (6561) TTAAAAAATCQGCCEGTACCGTCGGTGACGTACTGGG
= Section 84
Pos. 78 Pos 80 Pos. 84
(6641) 6641 £670 6680 6690 5700 6710 6720
CSH116 64-8-33 parcs’  (38) T}\AATACCATCCGCA ecckadrcckccrerradeanfceaTGGTCCTGATGGCGCARCCGTTCTCTTACCGTTATCCGE
E.coliK12parCre (6641) TAAATACCATCCGCAJGGCHATAGCECCTGTTAYGAAECGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGC
Consensus (6641) TAAATACCATCCGCAQGGCHATAGCECCTGTTAYGARFCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGC
section 85
Pos. 103
(6721) 6721 £740 £750 6760 ﬁ770 5780 6790 6800

CSH116 64-8-33 parCS'
E. coli K12 parC rc
Consensus

(118) TGGTTGATGG CA" GGAACTGGGGCGCGCCGGACGATCCGAAATCGTT
(6721) TGGTTGATCGCYCACGEGCGAACTGEGCECGCECCEGACCGATCCGAAATCGETT CGG CAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTG
(6721) TGGTTGATGGYCAGEGGAACTGGGGCGCGCCEGACGATCCGARAATCGTTCGCG

Abbildung 3-27 Darstellung der Nukleotidsequenz des sequenzierten Bereichs von parC, mit
Markierung der Aminosdurepositionen 64, 78, 80, 84 und 89, fiir E. coli CSH116 64-8-33, im
Vergleich mit E. coli K12, Accession Nr. AE 000384.
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AcrR-(AcrS)-Bindestelle

TTTATATTATCGTCGTGCTATGGITACAT CATTJC A C AJA A TG TATGTAALATCTALALCCGEC
TTTATATT TCGCTCGTGCT TG GT C T CLTTYC 4 € LLTGTATGT AQr TCTALALCCGC
E. coli CSH116 Nr. 64-8-33

A anN f A A N f LA |

A AV AP A T / P4 A S / APy, A Ja

AN VANS AN NUN) AT SOSTATT VAN VL VAN ANANAY: NVANNSYANA

TTTATATTATCGTCGTGCTALTOGGYIT ACATACLALTTIC LA C AJLA LA TG TATGTALALATCTLLCGEC

TTTATATTATCGTCGTGCTWALATGG|T CAT T T)C C LALTGTATGT A TCT: cGc¢C

E. coli CSH116 Nr. 64-8 )

A Aaf S A ) NN A VA ) /\

ANV 'S RS ATV . "y\ A DA R RAT AN LA LA A RN EAVNNASIAYY

TTTATAAZATTATCGTCGTGOCTLTOGOGEIT 28 C ATAHRCLBTTIC A C AL L T G T ATGTAQA & TC TR LCCGC

TTTATATTATCGTCGTGCTATOGOGITAC ATACATTJIC A CAJAATCGCTATGTAAALATCTALCCGC
E. coli CSH116 |, ,‘ , ) A

VAR AN N An oo aa NS N\ n

/ TR 4 [AY aVava / &Y P PN I o,

ANVS 0% AN, QT VNINUN AT ATA SRS DNAVIAN PV AN A A0 STAVEN VYANA

Abbildung 3-28 Ausschnitt der sequenzierten Bereiche von acrO. Die palindromische AcrR-(AcrS)-

Bindestelle ist mit zwei schwarzen Rechtecken markiert. Unterschiedliche Basen sind gelb hinterlegt.

Im Bereich marC Gber marR bis marA befand sich keine Abweichung zum Vergleichsstamm E.
coli K12. Die Sequenzierung von gyrA zeigte den bereits beschriebenen Austausch an
Position 83 von Serin nach Tryptophan. Die Veranderung in Codon 89, von ATT (Isoleucin)
nach ATC (Isoleucin), hatte keinen Aminosdureaustausch zur Folge, sie stellte eine Variation
zwischen den beiden Stammen E. coli K12 und E. coli CSH116 dar, vergleiche Abbildung 3-23.
In Bereich parC fand sich kein Unterschied zum Vergleichsstamm. Im Bereich zwischen acrR
und acrAB befindet sich die palindromische Bindestelle fiir AcrR-(AcrS) (70). Hier wurde in
Stamm E. coli CSH116 64-8-33 ein Austausch von Adenin in Cytosin identifiziert. Um zu
klaren, ob dieser Basenaustausch fiir Erhohung der Effluxaktivitat verantwortlich war, wurde

anschliefRend ein Luciferase Assay (3.1.7.1.3) durchgefiihrt.

3.1.7.1.3 Analyse des Einflusses der in vitro generierten Mutation in der AcrR-(AcrS)

Bindestelle von E. coli CSH116 64-8-33 durch das Luciferase Assay System

Zur Klarung, ob der Basenaustausch in der AcrR-(AcrS)-Bindestelle, Grund fiir eine
Veranderung in der Effluxaktivitat von E. coli CSH116 64-8-33 war, wurde die Mutation in
Plasmid pPHB331 eingefiihrt.

Plasmid pPHB331 war von Nina Matthiessen im Rahmen ihrer Dissertation konstruiert
worden (103). In pPHB331 befindet sich der Promotorbereich mit der AcrR-(AcrS)-
Bindestelle 5" zum Firefly-Luciferase Gen luc aus Photinus pyralis. In dieses Plasmid wurde
mittels SSM-PCR (2.2.2.8.4) mit den Primern pPHB331 +4578 T-G_for und
pPHB331 +4596 rev die in E. coli CSH116 64-8-33 zufillig erhaltene Mutation eingefiihrt.
Das daraus erhaltene Plasmid pPHB331.1 ist in Abbildung 3-29 dargestellt.
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P3P
’ _sDSEQ
PP

luc
i P2P

_Tcer

PPHB331.1

6400 bp

Basenaustausch:- B
PacrAB

\'\‘ ‘\
/ . SDSEQ
/ N
ORI ROP

Abbildung 3-29 Grafische Darstellung des Plasmids pPHB331.1 mit Markierung des eingefiihrten
Basenaustauschs in die Bindestelle von AcrR-(AcrS) der Promotorregion PacrAB. PacrAB bezeichnet
den Promotor des acrAB-Gens, hier durch luc ersetzt. Das luc-Gen kodiert flr die Firefly-Luciferase.
TC® steht fiir Tetrazyklin-Resistenz und besteht aus dem Gen tetA, welches fiir eine Tetrazyklin-
spezifische Effluxpumpe kodiert. ORI ist die Abkirzung fur origin of replication
(Replikationsursprung). P3P, P1P, P2P sind weitere Promotoren.

Zur Kontrolle wurde der Bereich der eingeflihrten Punktmutation von Plasmid pPHB331.1

sequenziert. Ein Ausschnitt der Sequenzierung ist in Abbildung 3-30 dargestellt.

Section 52
(4336) 4338 A3%0 A360 A370 A380 A3080 A400 4410 4420

pPHE331 (4336) TGCGCARCGTTGTTGCCATTGCTGCAGAGATCTCACTGAACARATCCGACTTGTCTTTARAATGCCAGTAGATTGCACCGCGCGT
pPHB331.1 (4336) TGCGCAACCTTGTTCCCATTCCTCCACAGATCTCACTCAACAAATCCCGACTTCTCTTTARAATCGCCACGTAGATTGCACCGCGCET
pPHEIZL1_SEQ (1)
Consensus (4336) TGCGCARCGTTGTTGCCATTGCTGCAGAGATCTCACTGAARCARATCCGACTTGTCTTTARAATGCCAGTAGATTGCACCGCGCGT
Saction 53

(4421) 4421 4430 4440 4450

PPHEI3LA_SEQ (1) ==~ == === === mmmmmmmmmm e m e oo
Consensus (4421) ARCGCCAGCTGCTTTTGCARTCTCGCCCAGCGAGE

(4506) 4500
pPHB331 (4506) TGTT
pPHB331.1 (4506) T

TGAATTTAC AG_-L-;T TAGATTY

PPHE331.1 SEQ (51] T T T
Conse "t "TTTTCGT "CATA"GT"'CGTGAF-TTTA AGGCGTTAGAT
Ach-(Ach)-BindesteIIe
. . A010 AOZD .4630 ABS0 4675
pPHB331 (4591) FAATGTATGTA AGCA A G T ACTTTTGACCATTGACCAATTTGAAATCGGAC

pPHB331.1 (4591) fAATCBATETA TTGACCAATTTGAAATCGGAC
pPHE331.1_SEQ (136) fAATGEATETA LM.«,andscrnrmrmmﬁ"mna BRATGGGTTTA CCATTGACCAATTTGAAARTCGGAC

Consensus (45911 §AATGGATGTAfF " * ™ " """ *"GATAATATAAACGCAGCAATGGGTTT ATTAACTTT'E‘SACCATTGAC AATTTGAAATCGGAC

Start fluc
(4576) 4678 R A700 AT10 AT20 4730
pPHB331 (4676) ACTCGAGE A P CCAAAAACATAA AAGGCCCGGCGCCATTCTATC
pPHB331.1 (4676) ACTCCGA Al AACACCCCAAAARCATAR CCGGCGCCATTCTAT
pPHBI3L.1_SEQ (221) ACTCGAG T ATGEAAGACGCCAARAACATAARGARAGECCCGGCECCATTCTATCCTCTAGAGGAT
Consensus (4576) ACTCGAGGTTTACA AAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACCGCTGGAG
Section 57
(4761) 4781 ATTO 4800 4810 4820 4845
pPHB331 (4761) AGC CTAT GaT sn:—.cam:’an:'r:ﬂnca ATGC. ARCATCAC
PpPHB331.1 (4761) A ( CATCAC
pPHBI3L.1_SEQ (306) AGCRAC AGG | G CTGG ( . AATONG
Consensus (4761) AGCAACTGCATAAGGC TATGAAGAGATACGCCCTAGTTCOTGEAACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGAACATCAC
Section 58
(4346) 4048 4870 4060 4980 4600 4910 4920 4630

pPHB331 [4846) CTAC: AAATGTCCGTTCGCTTCCCACGAAGCTATCAAACGATATCCCCTCGAATACAAATCACACAATCGTCGTA
PpPHB331.1 (4846) GTAC
pPHE33L.1 SEQ (391) GTACGCGGAAT (
Consensus (4846) GTACGCGGAATACTTCGARATGTCCGTTCGETTGGCAGAAGCTATGAAACCATATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTA

Abbildung 3-30 Darstellung der Nukleotidsequenz des sequenzierten Bereichs von Plasmid
pPHB331.1 (pPHB331.1_SEQ) im Vergleich mit den in silico hergestellten Referenzplasmiden
pPHB331 und pPHB331.1.
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Fir E. coli IM109 mit Plasmid pPHB331 bzw. pPHB331.1, wurden jeweils Luciferase-
Aktivitaten als RLU-Werte (Relative Light Units) mit dem Luminometer gemall Vorschrift

(2.2.1.15) gemessen. Das Ergebnis ist in Tabelle 3-19 zusammengefasst.

Tabelle 3-19 Ergebnis der Messung im Luminometer.

E. coli RLU-1 RLU-2 ODs5;  RLU-1/ 0D RLU-2 / ODg5p RLU / ODs5, Expression

JM109

pPHB331 1650031 1553946 0,5058 3262220,25 3072253,86 3256468,96 100 %
1695061 1689450 0,5058 3351247,53 3340154,21

pPHB331.1 3132182 2963258 0,5358 5845804,4 5530530,05 5858411,25 179,9%
3192733 3267574 0,5358 5958814,86 6098495,71

Der RLU-Wert gibt die gemessene Lichtintensitdt wieder, diese ist abhangig von der im
Stamm exprimierten Luciferase, die in der Lage ist, in Gegenwart von Sauerstoff,
Magnesiumkationen und ATP, ihr Substrat Luciferin zu Oxyluciferin abzubauen. Das bei der
Reaktion gebildete Licht wird im Luminometer bei 560 nm als Biolumineszenz in RLU
gemessen. Die Uber die Zellzahl, bestimmt als Optische Dichte (OD), normierten Werte,

RLU/ODs5, konnen als MaR fiir die Promotoraktivitat verwendet werden.

Die RLU-Werte von E. coli JIM109 pPHB331.1 waren etwa doppelt so hoch, wie die Werte von
E. coli IM109 pPHB331. Aus den normierten Werten (RLU/OD) ergab sich ein Faktor von
1,79900724 aus dem Quotient der beiden Werte von pPHB331 und pPHB331.1. Wurde der
Wert von E. coli JIM109 pPHB331 auf 100 % gesetzt, ergab sich daraus eine zu 79,9 % erhéhte
Promotoraktivitat fiir E. coli IM109 pPHB331.1. Daher wurde Stamm E. coli CSH116 64-8-33
nun fur die Selektion der Gene aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b102, aac(6°)-1b179 und aac(6’)-ly

verwendet.

3.1.7.2 Mutagenese von AAC(6°)-1b-wt, AAC(6°)-1b102, AAC(6°)-1b179 und AAC(6°)-ly in E.
coli CSH116 64-8-33

Fiir die Mutagenese der Gene aac(6’)-Ib-wt, aac(6°)-1b102, aac(6°)-1b179 und aac(6°)-ly
wurde E. coli CSH116 64-8-33 verwendet. Dieser Stamm wurde zuvor selbst selektiert, um
bereits zwei  chromosomale  Fluorchinolonresistenz ~ vermittelnde = Mutationen
vorauszusetzen, um dann die Gene aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b102, aac(6°)-1b179 und aac(6’)-ly

zu selektieren (vergleiche Abschnitt 3.1.7.1).
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Die Plasmide pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt) und pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102), pHPNE19-
05.1b (aac(6°)-1b179) und pHPNE19-08 (aac(6°)-ly), sowie die Plasmide pUC19 und pHPNE19-
01.1b (aac(6°)-1b-cr) als Referenzen fiir die MHK, wurden in CaCl,-kompetente E. coli CSH116
64-8-33 Zellen transformiert und die Empfindlichkeit von Kanamycin und Norfloxacin

bestimmt. Die MHK-Werte sind in Tabelle 3-20 zusammengefasst.

Tabelle 3-20 Ergebnis der MHK-Bestimmung von Norfloxacin und Kanamycin fiir die Stamme, die
zur Selektion verwendet werden sollen (grau hinterlegt), im Vergleich zu den Referenzstimmen.
MHK-Werte in pg/ml.

Stamm Norfloxacin Kanamycin
E. coli CSH116 64-8 0,5 4

E. coli CSH116 64-8-33 1 4

E. coli CSH116 64-8-33 pUC19 1 4

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-01.1b (aac(6°)-1b-cr) 4 512

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt) 1 2048

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102) 1 512

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6’)-1b179) 2 1024

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) 1 512

Die Mutagenese erfolgte durch zwei unterschiedliche Methoden. Zum einen wurde eine
Bakterienkultur herangezogen, die Zellen durch Zentrifugation und Resuspendieren in einem
geringerem Volumen von Medium aufkonzentriert und anschlieBend auf Agarplatten
ausplattiert, die eine zweifache bzw. vierfache Konzentration des MHK-Wertes des
jeweiligen Stammes besafRen (2.2.1.11). Zum anderen wurden die Stimme in Flissigkulturen
Uber 11 Tage mit steigenden Antibiotikakonzentrationen passagiert (2.2.1.12).

Zundchst wurden die Mutationsraten der Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1, E.
coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a, E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b und E. coli
CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 3-21 dargestellt.

Tabelle 3-21 Mutationsraten fiir E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a,
pHPNE19-05.1b und pHPNE19-08 fiir 4 pg/ml Norfloxacin.

Stamm 2 x MHK Norfloxacin 4 x MHK Norfloxacin
E. coli CSH116 64-8 3,80x 10" 1,38 x10”
E. coli CSH116 64-8-33 1,70x 10° 7,74 x 10"
E. coli CSH116 64-8-33 pUC19 7,25x 107 7,14 x 10
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Stamm 2 x MHK Norfloxacin 4 x MHK Norfloxacin
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-01.1b (aac(6’)-Ib-cr) nb 7,50 x 10°
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6’)-Ib-wt) 2,79x10° 9,71x10°
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6’)-1b102) 2,53x10° 9,34 x 10°
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) nb 8,48 x 10~
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) nb 1,40 x 10°

3.1.7.2.1 In vitro Selektion mit Agarplatten

Selektiert wurde hier mit der zweifachen und der vierfachen Konzentration des MHK-Wertes
von Norfloxacin mit Hilfe von selektiven LB-Agarplatten (2.2.1.11). Tabelle 3-22 zeigt die

Anzahl der erhaltenen Stamme und der Konzentrationen mit denen selektiert wurde.

Tabelle 3-22 Ubersicht der Anzahl der gesicherten Stimme und der Konzentrationen mit denen

zuvor selektiert wurde.

Stamm 2 x MHK Norfloxacin 4 x MHK Norfloxacin
E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 21 28

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a 3 1

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b - 55

E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 17 5

Im nachsten Schritt wurde mittels Agardilutionsmethode (2.2.1.10.2) die Empfindlichkeit fir
Norfloxacin und Kanamycin im Vergleich zum jeweiligen Ausgangsstamm bestimmt (siehe
Tabelle 3-23). Die Bestimmung der Empfindlichkeit durch die Methode der Agardilution
ermoglichte eine groBe Anzahl von verschiedenen Stdmmen in einem Schritt zu testen. Dies
diente dazu, eine Vorauswahl der Stamme zu treffen, die in der Resistenzeigenschaft

vergleichbar mit der Eigenschaft der aac(6°)-1b-cr-Variante waren.
Die Auswahl der Stamme mit den Plasmiden die eine aac(6°)-Ib-Variante besalRen, wurden
anschlieend durch PCR (2.2.2.8.1) mit den Primern lacZ+3396rev und AAC6 +519 rev und

RFLP mit den Restriktionsenzymen Ndel und Fokl (2.2.2.12) ndher untersucht.

Die Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 3-23 (pHPNE19-05.1), Tabelle 3-24 (pHPNE19-
05.1a) und Tabelle 3-25 (pHPNE19-05.1b) zusammengefasst.
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Tabelle 3-23 Ergebnis der Analyse der selektierten Stamme von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid
pHPNE19-05.1.

Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1 4x MHK 1 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 2 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 3 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 7 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 8 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 9 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 12 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 13 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 14 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 18 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 20 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 22 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 23 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 25 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 26 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 27 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 28 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
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Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1 4x MHK 29 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 30 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 31 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 32 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 34 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 38 >12 96 nb
pHPNE19-05.1 4x MHK 40 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 45 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 46 6 > 288 aac(6’)-Ib-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 49 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 4x MHK 50 >12 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 1 >12 <96 nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 2 >12 <96 nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 17 >12 <96 nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 26 >12 <96 nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 30 10 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 33 nb nb nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 34 6 128-224 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 35 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 36 5 > 288 aac(6°)-1b-
wt
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Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1 2x MHK 37 5 > 288 aac(6’)-Ib-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 38 nb nb nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 39 6 9 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 40 5 <96 nb
pHPNE19-05.1 2x MHK 41 8 96 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 42 6 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 43 10 128 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 44 6 > 288 aac(6’)-Ib-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 45 5 > 288 aac(6’)-Ib-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 46 6 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 47 8 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1 2x MHK 48 6 > 288 aac(6°)-1b-
wt

*RFLP = Restriktionsfragmentlangenanalyse

Tabelle 3-24 Ergebnis der Analyse der selektierten Stamme von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid

pHPNE19-05.1a.

Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml)  MHK (pg/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1a 4x MHK 11 >12 244 nb
pHPNE19-05.1a 2x MHK 37 >12 128 aac(6°)-1b-
wt102
pHPNE19-05.1a 2x MHK 41 6 > 288 aac(6°)-1b-
wt102
pHPNE19-05.1a 2x MHK 44 6 96 nb

*RFLP = Restriktionsfragmentlangenanalyse
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Tabelle 3-25 Ergebnis der Analyse der selektierten Stamme von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid
pHPNE19-05.1b.

Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1b 4x MHK 1 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 2 10 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 3 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 4 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 5 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 6 8 > 288 aac(6’)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 7 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 8 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 9 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 10 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 11 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 12 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 14 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 18 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 19 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 21 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 25 >12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 26 10-12 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 28 6 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 30 8 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 32 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 33 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 34 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 36 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 38 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 39 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 40 >12 > 288 nb
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Ausgangstamm E. coli Konzentration der Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) Ergebnis
CSH116 64-8-33 Selektion Norfloxacin Kanamycin RFLP*
pHPNE19-05.1b 4x MHK 41 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 42 8 > 288 aac(6’)-Ib-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 43 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 44 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 45 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 47 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 49 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 51 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 52 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 53 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 55 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 56 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 59 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 60 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 61 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 62 5 > 288 aac(6°)-1b-
wt
pHPNE19-05.1b 4x MHK 64 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 67 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 68 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 70 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 71 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 72 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 74 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 75 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 78 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 81 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 82 >12 > 288 nb
pHPNE19-05.1b 4x MHK 88 >12 > 288 nb

*RFLP = Restriktionsfragmentlangenanalyse

Unter allen getesteten Stammen mit aac(6°)-Ib-wt sowie den Varianten aac(6°)-1b102 und
aac(6°)-1b179 befand sich kein Stamm, der an den entscheidenden Positionen 102 und/oder

179 mutiert war.
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Tabelle 3-26 zeigt die Ergebnisse der MHK-Untersuchung sowie der E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) Stamme, die zur Retransformation ausgewahlt wurden, da hier die

Moglichkeit der Anwendung des RFLPs nicht bestand.

Tabelle 3-26 Ergebnis der Analyse der selektierten Stamme von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid
pHPNE19-08.

Ausgangstamm E. coli Konzentration Stamm MHK (ug/ml) MHK (ug/ml) AL* und
CSH116 64-8-33 der Selektion Norfloxacin Kanamycin Retransformation
pHPNE19-08 4x MHK 1 >12 > 288 nein
pHPNE19-08 4x MHK 2 >12 > 288 nein
pHPNE19-08 4x MHK 3 >12 > 288 nein
pHPNE19-08 4x MHK 4 >12 192 nein
pHPNE19-08 4x MHK 5 >12 128 nein
pHPNE19-08 2x MHK 33 6 >288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 34 6 160 ja
pHPNE19-08 2x MHK 35 5 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 36 10 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 37 8 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 38 4 192 ja
pHPNE19-08 2x MHK 39 5 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 40 10 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 41 8 256 ja
pHPNE19-08 2x MHK 42 8 256 ja
pHPNE19-08 2x MHK 43 6 >288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 44 4 256 ja
pHPNE19-08 2x MHK 45 4 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 46 5 > 288 ja
pHPNE19-08 2x MHK 47 8 256 ja
pHPNE19-08 2x MHK 48 5 256 ja
pHPNE19-08 2x MHK 49 5 > 288 ja

* alkalische Lyse

Von den 17 ausgewdhlten Stammen der Variante AAC(6°)-ly wurde durch alkalische Lyse
Plasmid isoliert und durch Retransformation in E. coli IM109 vereinzelt. Je Ausgangsplasmid
wurde von zehn Transformanden (insgesamt 170 Stamme) erneut die Empfindlichkeit

mittels Agardilution bestimmt.
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Von den untersuchten 170 Stdammen mit den selektierten Plasmiden von aac(6°)-ly
entsprach nur ein Stamm (E. coli JM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4) den erwarteten
Eigenschaften der cr-Variante. Abbildung 3-31 zeigt diesen Stamm auf einer Agarplatte mit

0,64 pg/ml Norfloxacin als Beispiel fiir die Methode der Agardilution.

< \ E. coli IM109 pHPNE19-01.1b
E. coli IM108 pHPNE19-08 No. 41/4 © & & & & \\

(’ \

Abbildung 3-31 Darstellung der LB-Agarplatte mit einer Konzentration von 0,64 ug/ml Norfloxacin
des Agardilutionstests mit Stamm E. coli JM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 und Stamm E. coli JM109
pHPNE19-01.1b als Referenzstamm.

Wahrend alle anderen Stamme kein Wachstum mehr zeigten, war deutlich eine Kolonie bei
E. coli JM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 und bei dem Referenzstamm E. coli JM109 pHPNE19-
01.1b (aac(6’)-Ib-cr) zu erkennen. Daher wurde aac(6’)-ly aus diesem Stamm durch
Sequenzierung analysiert. Abbildung 3-32 zeigt einen Ausschnitt der Sequenzierung von

aac(6°)-ly aus E. coli IM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4.
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. Section 30
(2176) 2176 2190 2200 2210 Start aac(6 )iy 2230 2240 2250
PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus (1) —- - === ----<=--=------- TTTC}-‘.CACAGGAAACAGCKFNCATCAGGCANATSNACAAAAC CCATCTG
pHPNE19-08 (2176) GTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC TGEACATCAGGCAAATGAACAAAACCCATCTG
Consensus (2176) TTTCACACACGAAACAGC TG CATCAGGCA ATG ACAAAACCCATCTG

Section 31
(2251) 2251 2260 2270 2260 2290 2300 2310 2325

PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus  (53) GAGCACTNGCGCGGATTGCGAARACAGCTCTGGCNTGGTCACCNGGATGACGCCCATCTGGCGGACGGCGAAGAA
PHPNE19-08 (2251) GAGCACTGGCGCGGATTGCGAAAACAGCTCTGGCCTGGTCACCCGGATGACGCCCATCTGGCGGACGGCGAAGAA
Consensus (2251) GAGCACT GCGCGGATTGCGARARACAGCTCTGGC TGGTCACC GGATGACGCCCATCTGGCGGACGGCGAAGAA

Section 32

(2326) 2326 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus (128) ATTCTGCAAGCCGATCATCTGGCATCATTTATTGCGATGGCAGACGGGGTGGCGATTGGCTTTGCGGATGCCTCA
PHPNE19-08 (2326) ATTCTGCAAGCCGATCATC CATCATTTATTGCGATGGCAGACGGGGTGGCGATTGGCTTTGCGGATGCCTCA

Consensus (2326) ATTCTGCRAAGCCGATCATCTGGCATCATTTATTGCGATGGCAGACGGGGTEGGCGATTGGCTTTGCGGATGCCTCA

Section 33

(2401) 2401 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2475

PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus (203) ATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTITCCTTGAAGGTATTTTTGTTCTCCCCTCA
PHPNE19-08 (2401) ATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGGTATTTTTGTTCTCCCCTCA

Consensus (2401) ATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTETGACAGTTCGCCCETGETTTTCCTTGAAGGTATTTTTGTTCTCCCCTCA

Section 34

(2476) 2476 2490 2500 2610 2620 2530 2540 2650

PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus (278) TTCCGTCAACGCGGCGTAGCGARACAATTGATTGCAGCGGTGCAACGATGGGGAACCGAATARAGGGTGTCGGGAA
PHPNE19-08 (24?6) TTCCGTCAACGCGGCGTAGCGAAACAATTGATTCCAGCGGTGCAACGATGCGGGAACCGAATAAAGGCTGTCGGGAA

Consensus (2476) TTCCGTCAACCCOGCCTAGCCAAACAATTGATTCCACCGCTGCAACCATCCCCAACCAATAAAGGCTCTCCGCGGARA

Section 35
(2551) 2551 2560 2570 2560 2590 2600 2610 2625

PHPNE19-08 Nr. 41-4_consensus (353) ATGGCCTCCGATACCTCGCCGGAAAATACAATTTCCCAGARAGTTCATCAGGCGTTAGGATTTGAGGAAACAGAG
PHPNE19-08 (2551) ATGGCCTCCGATACCTCGCCGGAAAATACAATTTCCCAGAAAGT TCATCAGGCGTTAGGATTTGAGGAAACAGAG

Consensus (2551) ATGGCCTCCGATACCTCGCCGGAAAATACAATTTCCCAGARAGTTCATCAGGCGTTAGCGATTTGAGGAAACAGAG

st (6 )i Section 36
(2626) 2626 2640 OP aac(e JIy g, 2670 2680 2650 2700
pHPNElg'US Nr. 41-4_consensus (428] CGCGTCATTT TCTACCGAAAGCGTNNINGNR AAGCTTGCATGCCTGCA- -~~~ -~ mmm s e e e mm o - -
PHPNE19-08 (2626) CGCGTCATTTTCTACCGAAAGCGTTGTIGARA - GCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTAC

Consensus (2626) CGCGTCATTTTCTACCGAAAGCGT G RhA GCTTGCATGCCTGCA

Abbildung 3-32 Darstellung der Sequenzierung von aac(6°)-ly von E. coli JM109 pHPNE19-08 Nr.
41/4 im Vergleich mit der Sequenz des Ausgangsplasmid pHPNE19-08.

Die Chromatogramme der 11 Positionen ,N“ der Sequenzanalyse von aac(6°)-ly von E. coli

JM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 (siehe Abbildung 3-32) sind in Abbildung 3-33 dargestellt.

2220 2230 2260 2290
»pHPNEI9-08.. T G G A C A T C A G G C A A AT G A A T @OCOGC @GCCTGGTCACLCC @ TTGTTG A A A
= 41-4 for (¢) (c) G T NNTNGNLAALA
N
/ \ ~ N
\ AN \\»
» 414 rev (¢) GNNCRATCHA GGCANATG GNA TNGCGC G GCNTGGT cC N
g < G G G @ ca @ G ¢ G G

Abbildung 3-33 Dargestellt ist das Chromatogramm der 11 Positionen ,,N“ der Sequenzanalyse von
aac(6°)-ly von E. coli IM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 (siehe Abbildung 3-32).

Die Sequenzierung von aac(6°)-ly von Stamm E. coli JM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 zeigte keine
Veranderung im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli IM109 pHPNE19-08.

3.1.7.2.2 In vitro Selektion in FlUssigkultur

Selektiert wurden die Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt), E. coli
CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102), E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b

(aac(6°)-1b179) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) Uber insgesamt 11 Tage,
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hierbei wurden die Stamme zehnmal passagiert. Abbildung 3-34 zeigt grafisch den Verlauf

der verwendeten Konzentration an Norfloxacin Gber den Zeitraum der Selektion.

800

700

B Start

600 BTag1
WTag?2

w
=]
=]

ETag 3

ETag4
400

mTag5

pg / ml Norfloxacin

mTag6

HTag7

Tag 8

mTago
100 -

B Tag 10

Tag 11

pHPNE19-05.1 pHPNE19-05.1a pHPNE19-05.1b pPHPNE19-08
E. coli CSH116 64-8-33

Abbildung 3-34 Grafische Darstellung des Anstiegs der verwendeten Konzentration an Norfloxacin
iiber den Zeitraum der Selektion.

Bei jeder Passage wurde eine Probe der Bakteriensuspension auf eine LB-Agarplatte
gestrichen, (iber Nacht inkubiert und ca. 12 Kolonien fiir weitere Analysen aufbewahrt. Die
vereinzelten Kolonien wurden zunachst mittels PCR auf die Anwesenheit von aac(6°)-1b
(Primer lacZ+3396rev und AAC6 +519 rev) bzw. aac(6°)-ly (Primer lacZ+3396rev und aac(6)-
ly+438rev) untersucht, anschlieRend wurden aac(6°)-Ib-positive durch RFLP mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Fokl (2.2.2.12) und ARMS-PCR (2.2.2.8.6) liberpriift. Von den
aac(6’)-ly-positiven Stammen wurde Plasmid isoliert (2.2.2.2), durch Transformation in E. coli

JM109 vereinzelt und mittels MHK-Bestimmung (Mikrodilution) analysiert.

Folgende Grafiken (Abbildung 3-35 A-C) der Stamme CSH116 64-8-33 mit den Plasmiden

pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a und pHPNE19-05.1b zeigen jeweils die Anzahl der insgesamt

gesicherten Stamme (rot) sowie die Anzahl derer, die AAC-positiv getestet wurden (blau).
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pPHNE-05.1

m Arzahl der getesteten Stamme

B AAC(E)Ib-positiv
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===

4 5 8 10 20 25 46 81 122 184 258 372 496 620 744

Konzentration in pg/ml

(A)
pPHNE-05.1a
14
12
g 10 A
:g
@ &
§ 6 W Anzahl der getesteten Stdmme
=
E W AAC(6)1b102-positiv
g 4
2
9]
6 8 15 20 41 15
Konzentration in pg/ml
(B)
pPHNE-05.1b
14
12
E 10
E
£ 8
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=
E W AAC(6)Ib172-pasitiv
< 4
2
0
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Abbildung 3-35 Grafiken (A) bis (C) zeigen die Anzahl der insgesamt gesicherten Stamme E. coli
CSH116 64-8-33 (blau), sowie die Anzahl derer, die AAC-positiv getestet wurden (rot). (A) Plasmid
pHPNE19-05.1, (B) pHPNE19-05.1a, sowie (C) pHPNE19-05.1b.

Von Stamm E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 wurden insgesamt 138

selektierte Varianten untersucht, 131 wurden aac(6°)-Ib-positiv getestet. Von E. coli CSH116
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64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1b wurden insgesamt 115 selektierte Varianten
untersucht, 102 wurden aac(6°)-1b179-positiv getestet. Von Stamm E. coli CSH116 64-8-33
mit Plasmid pHPNE19-05.1a konnten insgesamt nur 12 Varianten gesichert werden. Diese 12
Varianten wurden aac(6°)-1b102-positiv getestet. In allen untersuchten selektierten
Stammen E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a und pHPNE19-
05.1b wurde keine Verdanderung an den Positionen 102 bzw. 179 gefunden. Zwei Stdmme
der Selektion von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 vielen jedoch auf. Die
Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 bzw. E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-
05.1 sel 744 wurden mit einer Konzentration von 620 pg/ml bzw. 744 ug/ml Norfloxacin mit
jeweils 50 pg/ml Ampicillin selektiert und wuchsen auf Ampicillin, obwohl sie durch PCR
negativ auf die Anwesenheit von aac(6’)-Ib getestet wurden. Aufgrund dieser Tatsachen
wurden diese Stamme in Abschnitt 3.1.7.2.2.1 ndher untersucht.

Auch die gesicherten, selektierten Varianten von aac(6°)-ly (Plasmid pHPNE19-08) wurden
auf die Anwesenheit von aac(6°)-ly kontrolliert. Folgende Grafik in Abbildung 3-36 zeigt die
Anzahl der gesicherten Varianten (blau), die Konzentration bei der sie gesichert wurden, und

die Anzahl der Stamme in denen aac(6°)-ly vorhanden war (rot).

pPHNE-08

I W Anzahl der getesteten Stamme
W AAC(6')ly-positiv
: 0 1
10 10 20 30 46 81 122 184 258 434

Konzentration in pg/ml

Anzahl der Stimme
= = =
P o o N B

N

Abbildung 3-36 Grafik zeigt die Anzahl der insgesamt gesicherten Stamme E. coli CSH116 64-8-33
sowie die Anzahl derer, die AAC-positiv getestet wurden. weilSe Balken: nicht getestet.

Von 10 Stammen E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-08, die mit einer
Konzentration von 20 mg/ml selektiert wurden (pHPNE19-08/20-1, -20-2, -20-3, -20-5, -20-6,
-20-7, -20-8, -20-9, -20-11, -20-12), und von 3 Stammen, die mit einer Konzentration von 30
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ug/ml selektiert wurden (pHPNE19-08/30-5, -30-7, -30-8), wurde Plasmid isoliert, in E. coli
JM109 retransformiert und jeweils zehn Retransformanden (insgesamt 130
Retransformanden) durch Bestimmung der MHK analysiert.

Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung sind in den folgenden Grafiken, in Abbildung 3-37 bis
Abbildung 3-39 dargestellt.
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G
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Abbildung 3-37 Grafische Darstellung der MHK-Werte fiir die jeweils zehn Transformanden Nr. 1
bis 10 von (A) E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-1, (B) E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-
08/20-2, (C) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-3, (D) E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-
08/20-7, (E) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-8, (F) E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-

08/20-9 und (G) E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-12.

Die jeweils zehn kontrollierten Transformanden von E. coli JM109 mit den Plasmiden
pHPNE19-08/20-1, pHPNE19-08/20-2, pHPNE19-08/20-3, pHPNE19-08/20-7, pHPNE19-
08/20-8, pHPNE19-08/20-9 bzw. pHPNE19-08/20-12 zeigten einen MHK-Wert von 4-8 pg/ml
von Kanamycin, vergleichbar (+ eine Verdiinnungsstufe) mit der Positivkontrolle E. coli
JM109 pHPNE19-08 und erhoht im Vergleich zur Negativkontrolle E. coli IM109 ohne

Plasmid. Die Werte fir Norfloxacin und Ciprofloxacin anderten sich, im Vergleich mit den

Kontrollen, nicht.
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Abbildung 3-38 Grafische Darstellung der MHK-Werte fiir die jeweils zehn Transformanden Nr. 1
bis 10 von (A) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/30-5, (B) E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-
08/30-7, (C) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/30-8.

Auch die jeweils zehn kontrollierten Transformanden von E. coli JM109 mit den Plasmiden
pHPNE19-08/30-5, pHPNE19-08/30-7 und pHPNE19-08/30-8 zeigten einen Kanamycin-MHK-
Wert von 4-8 pug/ml, wahrend die Werte von Norfloxacin und Ciprofloxacin sich, im Vergleich

mit den Kontrollen, nicht anderten.
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Abbildung 3-39 Grafische Darstellung der MHK-Werte fiir die jeweils zehn Transformanden Nr. 1
bis 10 von (A) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-5, (B) E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-
08/20-6 und (C) E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-11. Die mit einem schwarzen Rechteck

markierten Stamme wurden sequenziert.

Jeweils neun der zehn Transformanden von E. coli JM109 mit den Plasmiden pHPNE19-

08/20-5, pHPNE19-08/20-6 und pHPNE19-08/20-11 zeigten einen MHK-Wert von 4-8 pg/ml

160




Ergebnisse

von Kanamycin, wahrend die Werte von Norfloxacin und Ciprofloxacin sich, im Vergleich mit

den Kontrollen, nicht dnderten.

Aac(6°)-ly von den mit einem schwarzen Rechteck markierten Stammen in Abbildung 3-39 (E.
coli JM109 pHPNE19-08/20-5-10, pHPNE19-08/20-6-4 und pHPNE19-08/20-11-1), deren
MHK-Werte auch in einer zweiten MHK-Bestimmung abwichen, wurden sequenziert. Das

Ergebnis der Sequenzierung ist in Abbildung 3-40 dargestellt.

pHPNE19-08 (¢) (2133)
20-5-10-+1for (1)
20-5-10ac+3396rev  (80)
20-6-4-+1for (1)
20-6-4-lac+3396rev  (80)
20-11-1-+tfor (1)
20-11-14ac+339%rev  (80)

Start aac(s’)ly

pHPNE19-08 (c) (2215)
20-5-10-+1for (1) - -
20-5-10-ac+33%6rev (162)
206-4-+1for (1) - -
20-6-4-lac+33961ev (162)
20401-1-41for (1) - - o oo oo e e e e e ]

20-11-1Hac+339%rev (162)

(2297) 2297 10 20 340 2378
pHPNE19-08 (c) (2297)
20-5-10-+1for  (28)
20-5-10-lac+3396rev (244)

S
20-6-4-lac+339%rev (244)
20-11-1-+1for  (33)
20-11-1-lac+33%6rev (244)

Consensus (2297) ATGACGCCCATCTGGCGGACGGCGAAGARATTCTGCAAGCCGATCATCTGGCATCATTTATTGCGATGGCAGACGGGGTGGC

Saction 30

(2379) 2379 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460

pHPIElS{lS (c) (2373) ETTGGCTTTGCGGBTGCCTCAATCCGCCBCGRTTRTGTCMTGGCTGTGRCAGITCGCCCGTGGTTTTCCTTGMGGTATI

20-5-10-+1for (110) TTGGCTTTGCGGATGCCTCAATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACACGTTCGCCCCTGCTTTTCCTTGAAGGTATT
20-5-10-lac+339%rev (325) TTCCGCTTTGCCGATCCCTCAATCCCCCACCATTATGTCAATCGCTGTCACACTTCCCCCCTGCTTTTCCTTGAACCGTATT
20-6-4-+1for (1) -ATTGGCTTTGCGGATGCCTCAATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGGTATT
20-6-4-lac+3396rev  (326) TTGGCTTTGCGGATGCCTCAATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGGTATT
20-11-1-+1for (115) TTGGCTTTGCGGATGCCTCAATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGGTATT
20-11-1-ac+33%rev (328) TTGGCTTTGCGGATGCCTCAATCCGCCACGATTATGTCAATGGCTGTGACAGTTCGCCCGTGECTTTTCCTTGAAGGTATT
Consensus (2379) GATTGGCTTTGCCGATGCCTCAATCCGCCACCATTATGTCAATGGCTGTCGACACTTCGCCCGTGGTTTTCCTTGAAGGTATT
Section 31
2542

(2461) 2461 70
pHPNE13-08 (c) (2461) TTTGT!
20-5-10-+1for (192) TTTCT
20-5-10-lac+339%6rev (408) TTTET,
20-6-4-+1for (82) TTTGT
20-6-4-lac+3396rev (408) TTTGT
20-11-1-+1for (197) TTTGT|
20-11-1-{ac+3396rev (408) FTTGT - == ==============m=ssms=emssssssssssssmessmsssssssssssssssssssssssssss=m=====
Consensus (2461) TTTGTTCTCCCCTCATTCCGTCAACGCGG CGTAGCGAAACAATTGATTGCAGCGGTGCAACGATGGGGAACGAATAAAGEE
Section 32
(2543) 2543 560 70 10 2624
pHPNE19-08 (c) (2542)
20-5-10-+1for (274)
20-5-10-lac+3396rev  (489)
20-6-4-+1for (163)
20-6-4-lac+3396rev  (489)
20-11-1-+1for (278)
20-11-1-lac+3396rev  (413)
Consensus (2543) TGTCGGGAAATGGCCTCCGATACCTCGCCGGAARATACAATTTCCCAGAAAGTTCATCAGGCGTTAGGATTTGAGGAARACAG
- Section 33
(2625) 2625 26 64 Stop aac(é )ly 670 63 63 2706
pHPNE19-08 (c) (2624)
20-5-10-+1for (356)
20-5-10-kac+3396rev (526) - = - == - - - == == - - oo m e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ==~
20-6-4-+1for (245)
20-6~4-lac+3396rev
20-11-1-+1for (360)
i B - Y 5 T ) I T .,
Consensus (2625) AGCGCGTCATTTTCTACCGAAAGCGTTG ARAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACT CTAGAGGATCCCCGGETACCGAGCT

Abbildung 3-40 Darstellung der Sequenzierung von aac(6°)-ly der Stamme E. coli IM109 mit Plasmid
pHPNE19-08/20-5-10, pHPNE19-08/20-6-4 und pHPNE19-08/20-11-1.
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Folgende Abbildung 3-41 zeigt das Chromatogramm der unklaren Position NN der
Sequenzierung von Stamm E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-5-10.

- : N\ e
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Abbildung 3-41 Darstellung des Chromatogramms der unklaren Position NN der Sequenzierung von
Stamm E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-5-10.

Die Sequenzierten Stamme E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-5-10, pHPNE19-08/20-
6-4 und pHPNE19-08/20-11-1 zeigten keinen Unterschied zum Ausgangsplasmid pHPNE19-
08.

3.1.7.2.2.1 Untersuchung der Varianten E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und
pHPNE19-05.1 sel 744

Die Varianten von E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1, die mit einer
Konzentration von 620 pg/ml (bezeichnet als E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620)
bzw. 744 pg/ml (bezeichnet als E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744) Norfloxacin
und in Anwesenheit einer Konzentration von 50 pg/ml Ampicillin (um den Verlust des
Plasmids pHPNE19-05.1 vorzubeugen) selektiert wurden, sollten aufgrund des Wachstums
bei den sehr hohen Konzentrationen von Norfloxacin durch Sequenzierung der
chromosomalen Gene marR, acrR gyrA und parC ndher untersucht werden. Die Stamme
wurden bereits mittels PCR negativ auf aac(6°)-Ib getestet, wodurch vermutet wurde, dass
das Plasmid pHPNE19-05.1, welches eine Kopie des bla-Gens besitzt und dadurch die
Ampicillin-Resistenz vermittelte, wahrend der Selektion verloren gegangen sein kdnnte.
Zunachst wurden jedoch die MHK-Werte von Norfloxacin und Kanamycin fiir die Stamme E.
coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744
bestimmt. Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung von Norfloxacin und Ampicillin sind in

Tabelle 3-27 zusammengefasst.
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Tabelle 3-27 Ergebnis der MHK-Bestimmung in pg/ml von Norfloxacin und Kanamycin fiir die zu
selektierenden Stamme mit Referenzstammen.

Stamm Norfloxacin Ampicillin
E. coli CSH116 64-8-33 1(0,625) 7,8

E. coli CSH116 64-8-33 (pHPNE19-05.1) sel 620 640 125

E. coli CSH116 64-8-33 (pHPNE19-05.1) sel 744 1280 62,5

Der MHK-Wert von Norfloxacin stieg fir E. coli CSH116 64-8-33 (pHPNE19-05.1) sel 620 um

10 Verdinnungsstufen, far E. coli CSH116 64-8-33 (pHPNE19-05.1) sel 744 um 11

Verdiinnungsstufen, im Vergleich zu E. coli CSH116 64-8-33, an, die Ampicillin-MHK-Werte

stiegen fiir die Stamme um vier bzw. drei Verdiinnungsstufen an.

Neben der Bestimmung der MHK wurde auRerdem die Sequenzierung der Gene marR, acrR

gyrA und parC vorgenommen. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Abbildung 3-42 bis

Abbildung 3-45 gezeigt.
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-35 Box
(1111) 1111 1120 1130 1140 1150 1160 1170
E. coli K12 marCRAE (1110)
CSH11664-8-33 R 3 2 () () ====secssccsseoscssscsscssocsscasscsneosanssnssossossncosmnssnoneonnnaxs
CSH116 64-8-33 marR 5'_2 (155)
C5H116 64-8-33 620 MarR 3_2(c) (L) == == = = = = = = = = = = e e e e e e e e e m o m e
CSH116 64-8-33 620 marR §°_2 (155)
CSHI16 64833 744 marR 3 2(¢) (1) — - - - - - - - o ____
CSH11E £4-8-33 744 marRS' (155)
Cansensus(]ln) AGCTAGCCTTGCATCGCATTGAACAAAACTTGRAACCGATTTAGCRAAACGTGGCATCGGTCARATTCATTCAT]

(”7-‘35 Box 1200 10 BOX =20 1230 Start marR 1253
E. coli K12 marCRAE (1184)

csH1s 64833 maR 3 2(0) (- F ]}
CSH116 64-8-33 marR 5'_2 (229))
cHI6 648 E0maR3 2 ) (L)L ] .
C5H116 64-8-33 620 marR 5°_2  (229)
e | e et ) ) [ —
CSH11E 64-8-33 744 markRS' (229)
Consensus (1185)JGAC A AAAGTACCA

Section 18

(1259) 1259 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1332
E. col K12 marCRAE (1253) GCCGATCTGTTCAATGARATTATTCCATTGECT CCCTTAATCCATATGGTTARTCACARCARACATCOCCTGCTT
CSHI1664-8-33MarR 3_2(€) (1) == = === = == = = = = = o o o e e e e e e e e o e e oo — e m————— - - - - -
CEHLIE 64333 maik §.2 (303) GCGATCTGTTCAATGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGCTTART CAGARGARAGATCGCCTECTT
CSH116 64-8-33 620 MarR 3'_2(c) (1) === === = == == = = == = = = = = = "= e = e e m e e
CIHILG 64-0-33 620 marR 322 (303) GCGATCTGTTCAATGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTT
CSH116 64-8-33 744 mMarR 3_2 (€) (1) == = === = == = = = = = = oo o e e e o e e e e o e e e e m e ———— - o - -
CSH11E 64-8-33 744 marRS' (303)
Consensus (1259) CCGATC TG T TCAATGAAATTATTCCATTGGCTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGARACGATCGCCTGCTT

Section 19
(1333) 1333 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1406
E. coli K12 marCRAB (1332) IACGHGTATCTGTCTCCGCTGG&THTT}\CCGCGGC:\CAGTTaJ\GGTGCTCTGCTCTBTCCGCTGCGCGGCGTG

CSH116 64-8-33mark 3'_2(¢) (1) -ACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTRAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGRCGTG
CSH116 64-8-33 marR 5°_2 (377) BACGRAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTRAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTS
CSH116 64-8-33 620 mark 3' 2 (c) (1) -ACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTNAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTG
CSH116 64-6-33 620 mark 5°_2 (377) BACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTRAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGRCETE
CSH116 64-8-33 744 marR 3'_2(¢) (1) -ACGAGTATCTCTCTCCGCTCGATATTACCCGCCCGCACAGTTTRACGTCGCTCTGCTCTATCCGCTCGCEGCCCGCETE
CSH116 64-8-33 744 markS’ (377) BACGAGTATCTG TCTCCGCTGGATATTACCGCUGCACAGTT TRAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGRCETE
Consensus (1333) AACGAGTATCTGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTG

Saction 20
(1407) 1407 ,1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480
E. ¢oli K12 marCRAB {1406) TATTACTCCGGTTGAACTGARAAACGGTATTGTCGETCGACCTEGCAGCACTCACCCETATGCTGCATCGCCTEE
CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (74) TATTACTCCGGTTGAACTGARAAAGGTATTGTCGGTCGACCTGGEGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGE
CSH116 64-8-33 marR 5'_2 (451) TATTACTCCGGTTGAACTGARARAGGTATTGTCGGTCGACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGE
CSH116 64-8-33 620 marR 3'_2 (¢) (74) TATTACTCCGGTTGAACTGARAAAGGTATTGTCGGTCAACCTGGGAGCACTGACCCOTATGCTGGATCGCCTEG
CSH116 64-8-33 620 mark 5°_2 (451) TATTACTCCGCTTCAACTGARAAACCTATTGTCCETCGACCTGGCAGCACTCACCCCTATECCTGCATCCCCTES
CSH116 64-8-33 744 marR 3'_2 (¢) (74) TATTACTCCGGTTGAACTGAAAAACGGTATTECTCGGTCGACCTEGGCAGCACTGACCCETATGCTGCGATCCCCTCE
CSH116 64-8-33 744 marRS' (451) TATTACTCCGGTTGAACTGARAAAGETATTGTCGETCEACCTEEGCAGCACTCACCCETATECTEGGATCGCCTEE
Consensus (1407) TATTACTCCGGTTGAACTGARAARAGGTATTGTCGGTCGACCTGGGAGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGG

Saction 21
(1481) 1481 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1554
E. coli K12 marCRAB {1480) TCTGTARAGGCTGGGTGGAARGGTTGCCGAACCCGAATGACAAGCGCGGCGTACTGGTARAAACTTACCACCGEE
CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (148) TCTGTAAAGGCTGGGTGGAARGGTTGCCGAACCCGAATGACAAGCECGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGGE
CSH116 64-8-33 marR 5'_2 (525) TCTGTAAAGGCTGGGTGGAAAGEGTTGCCGAACCCGAATGACAAGCGCGGCGTACTGGTAARACTTACCACCGEGE
CSH116 64-8-33 620 marR 3'_2 (¢) (148) TCTGTAAAGGCTGGGTGGAAAGETTGCCCGAACCCGAATGACAAGCGCGECGTACTGEGTAAAACTTACCACCGGET
CSH116 64-8-33 620 mark 5°_2 (525) TCTCGTAAAGGCTGGCTGGAARGETTGCCCAACCCGAATGACAAGCGCGCCCTACTGGTAARACTTACCACCGGC
CoSH116 84-8-33 744 mark 3'_2 (:] (148) TCTGTAAAGGCTGGETGGAARGEGTTGCCCAACCCGAATGACAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGED
CSH116 64-8-33 744 marRS' (525) TCTGTAAAGGECTGGGTGGAARGETTGCCGAACCCGAATGACAARGCECGEGCGTACTGGTARRACTTACCACCGGC
Consensus (1481) TCTGTAAAGGCTGGGTGGAARGGTTGCCGAACCCGAATGACAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCGGE

Section 22
(1555) 1555 1560 570 1580

E. ¢oli K12 marCRAB (1554) GGCGCGGCAATATGTGARCAATGCCATC
CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (222) GGCGCGGCRAATATGTGAACAATGCCATC

CSH116 64833 mark S'_2 (599) GGCGCGGCAATATGTGARCAATGCCATCA — ~ ~ ~ ~~~ ==~~~ —————~= ==~~~ ~=~ =~~~ -~~~ ~

CSH116 64-6-33 620 marR 3_2 (¢) (222) GECGCGGCAATATGTGARCAATCCCAT CAR T ACTTCE0CACCACCTCCACCARCAATTANCARNANACCTCAT

CSH116 64-8-33 620 marR 5'_2 (599) GGCGCGGCNATATE TGAR CAA TG AT A - - - - m - m e e e e e e e e e mm e mmmm e mmm

CSHI16 64-8-33 744 marR 3_2 () (222) GGCGCGGCRATATGTGARCAATGCCATC ARG TEECCACEACOTCOACCAREARTTARCARNARACCTCHT
CSH116 64-8-33 744 marRS' (593) GECGCEGCHATATCTCARCAATECCATCA - -~ - e mmccccccccccmccccccccccccccc--sca—ana
Consensus (1555) GGCGCGGCAATATGTGAACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCACCAAGAATTAACAAAAAACCTGAC

StopmarR — ___ Start marA

(1629) 1623 1670

E. coli K12 marCRAB (1628)

CSH116 64-8-33 marR 3'_2 (¢) (296)
CSH11664-B33maRS’ 2 (628) - - - - - - - - - — - - - - - - - - - - e e m——m - e —— - - - — - === ———— - -
CSH116 64-8-33 620 marR 3"_2 (¢) (296)
CSH116 64-8-33 620 mark §_2 (628) -
CSH116 64-6-33 744 mark 3'_2 (c) (296)
CEHL16 6483374 marRy (628) -------mm i m e m e e
Consensus (1629) CCCGCACCGAAGTCCCAACACTTGACTATTTGCTTAACGAAACTCCTCCC ¥

(1703) 1703 1710 1720 1730 1740
CSHLLE €4-8-33 marR 3'_2 (¢) (370)

CSH116 64-8-33 MAR 5”2 (628) = = = == = = === === = = == = ==~ = == m = e e === e ---=m--em-=-==--mm---=-===-====-=-
CSH116 64-8-33 620 mark 32 (¢) (370) EECAGACECAATACTGA G CTATTACCAT I CATAGCATITTCEACTGEATCCACEACARCCTEEARTCGECAET
CSH116 64-8-33 620 MarR § 2 (628) ==~ — = = = = = = = = = = = = = = = = =~ m o m oo @ — oo — oot oo o e e e e e oo ——
CSH116 64-8-33 744 mark 3_2 (¢) (370) HECAGA GG CAA T A O CA CC CT AT A C AT CA T A G CAT T T T G CAC TG CAT CCACCACAACOTCEARTCCOoACT
CSHL16 64-8-33 784 MAIRS' (B28) - - -~~~ ~ =~~~ = =~ — ~ &
Consensus (1703) TCCAGACGCAATACTGACGCTATTACCATTCATAGCATTTTGGACTGGATCGAGGACAACCTGGAATCGCCACT

Abbildung 3-42 Darstellung eines Ausschnitts der Sequenzierung von marR von E. coli CSH116 64-8-
33 (pHPNE19-05.1) sel 620 und sel 744 im Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33 und E. coli K12,
Accession Nr. NC 000913.
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Ergebnisse

AcrR-(AcrS)-Bindestelle Start acrR

E. coli K12 a¢rAB re (5017)

CSHL16 64-8-33 aaR 3'_2 (¢) (1
CSH11664-8-33a0R S (31)
CSHI1664-8-33 620acR 3 () (1)
CSH116 64-8-33 620 acR S (91)
CSHL16 64-8-33 744 acR 3 (<) (1)
CSH116 64-8-33 744 3R &' (81)

(5093) 5093 100 110 5120 5130 5140 5150 5163

E. coli K12 a¢rAB re (5093) CAAACCCGCCAACACATCCTCCGATETGECTCTACGTCTTITTCTCACAGCACGE

CSH116 64-8-3330R 3_2(€) (1) === --====occccmcmmmmun AGARACGCGCCAACACATCCTCGATGTGGCTCTACGTCTTTTCTCACAGCAGGG
CSH116 64-8-33 aaiR §' (167) CRRRAACCARACANGARGEECAAGAAACGCGCCAACACATCCTCGATGTGECTCTACGTCTTTTCTCACAGCAGGS
CSHL16 64-8-33 620acR 3 (€) (1) - - -~ - - - oo oo AGAAACGCGCCAACACATCCTCCATCTCECTCTACCTCTTITTCTCACAGCAGEE

CSH116 64-8-33 620 aciR §' (157) CARRRACCARRCARGARGEGERAGARACGUGCCAACACATCCTCGATGTGGCTCTACGTCTTTTICTCACAGCAGGG
CSHL16 64-6-33 744 acR 3 () (1) - - AGAAACGCGCCAACACATCCTCGATGTGGCTCTACGTCTITTCTCACAGCAGGE
CSH116 64-8-33 744 acR §' (167) ERAARACEANACANGARNGEEEAACARACCCCCCAACACATCCTCCATGTEECTCTACCTCTTITTCTCACACCACCE
Consansus (5093) GAAAAACCAAACAAGAAGCGCAAGAAACGCGCCAACACATCCTCGATGTGGCTCTACGTCTTTTCTCACAGCAGGG

Section 69

(5163) 5189 180 190 5200 5210 5220 5230 5244
E. coli K12 acrAB rc (5169) COTATCATCCACCTCGC GCGCGACATTGCAAAACCAGCTGGCGTTACGCGCGATGCAATCTACTGGCATTTTAAR
CSH116 64-8-33 aaR 3 _2(¢) (55) GGTATCATCCACCTCGCTNGGCGAGATTGCAAAAGCAGCTGGCGTTACGCGCGGTGCAATCTACTGGCATTTTAAA

CSH116 64-6-33acR §' (243) GGTATCATCCACCTCGC GGCGAGATTGCAAAAGCAGCTGGCGTTACGCGCGGTGCAATCTACTGGCATTTTAAA
CSH116 64-8-33 620 acrR 3' (¢)  (55) CCTATCATCCACCTCGCTMCCGCCACATTCCARAACCACCTCCCCTTACCGCECCETCCARTCTACTCCCATTTTAAA
CSH116 64-8-33 620 acR §' (243) GGTATCATCCACCTCGC! GGCGAGATTGCAAAAGCAGCTGGCGTTACGCGCGGTGCAATCTACTGGCATTTTAAA
CSH116 64-6-33 744 2R 3' (<)  (55) GGTATCATCCACCTCACTAGGCGAGATTGCAAAAGCAGCTGGCGTTACGCECGATGCAATCTACTGGCATTTTAAA
CSH116 64-8-33 744 acrR 5' (243) GGTATCATCCACCTCACTEEGCGACATTGCAAAACCAGCTGECETTACGCGCEETGCARTCTACTGGCATTTTAAA
Consensus (5169) GGTATCATCCACCTCGCTGGGCGAGATTGCARAAGCAGCTGGCGTTACGCGCGGTGCAATCTACTGGCATTTTAAA

Section 70
(5245) 5245 5250 5260 5270 5280 5290 5300 5310 5320
E. coli K12 acrAB re (5245) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGS
CSH116 64-8-33 aarR 3"_2 (¢) (131) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTETCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGE
CSH116 64-8-33 a0R 5 (319) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGG
CSH116 64-8-33 620 acrR 3’ (¢) (131) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGS
CSH116 64-8-33 620 acrR §' (319) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGE
CSH116 64-8-33 744 acrR 3' (¢) (131) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGARCTAGAGCTTGAGTATCAGG
CSH116 64-8-33 744 3R 5' (319) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGG
Consensus (5245) GACAAGTCGGATTTGTTCAGTGAGATCTGGGAACTGTCAGAATCCAATATTGGTGAACTAGAGCTTGAGTATCAGG

Section 71
(s321) 5321 5330 S340 5350 5360 5370 5380 539
E. coli K12 arAB 1c (5321) CAAARAT TCCCTGGCGATCCACT CTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
CSH116 64-8-33 acrR 3"_2 (¢) (207) CAARATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
CSH116 64-8-33 3aR 5' (395) CAAAATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTCAATCCACGGTCACAGAAGA
CSH116 64-8-33 620 acrR 3" (¢) (207) CARARATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
CSH116 64-8-33 620 aaR §' (395) CAARATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
CSH116 64-8-33 744 acrR 3’ (¢) (207) CAARATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
CSH116 64-8-33 744 acrR §' (395) CAAAATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA
Consensus (5321) CARARATTCCCTGGCGATCCACTCTCAGTATTAAGAGAGATATTAATTCATGTTCTTGAATCCACGGTGACAGAAGA

Section 72
(5397) 5397 5410 5420 5430 5440 5450 5460 5472
E. coli K12 acrAB rc (5397) ACGGCGTCGAT TATTGATGGAGATTATATECCACAARTGCGAATTTGTCGOAGAAATGGCTGTTGTGCAACAGGCA
CSH116 64-8-33 aaR 3"_2 (¢) (283) ACGGCGTCRATTATTGATGGAGATTATATECCACAAATGCGAATTTGTCGGAGAAATGGCTGTTGTGCAACAGGCA
CSH116 64-8-33 acR 5 (471) ACGGCGTCGATTATTGATGGAGATTATATECCACAAATGCGAATTTGTCGGAGAAATGGCTGTTGTGCAACAGGCA
CSH116 64-8-33 620 acrR 3’ (¢) (283) ACGGCGTCGAT TATTGATCGAGATTATATECCACAAATGCGAATTTGTCGGAGAAATAGCTGTTCTGCAACAGGCA
CSH116 64-8-33 620 acrR 5' (471) ACGGCGTCGATTATTGATGGAGATTATATNCCACAAATGCGAATTTGTCGGAGAAATGGCTGTTGTGCAACAGGCA
CSH116 64-8-33 744 acrR 3' (¢) (283) ACGGCGTCGITTATTGITGGIG)TTATA:ICC&CmTGCmmGTCGGRGWTGGCTGTTGTGCMCAGGCA
CSH116 64-8-33 744 aaR §' (471) ACGGCGTCGATTATTGATCGAGATTATATECCACAAATGCGAATTTGTCGCAGARATGGCTGTTCTGCAACAGGCA
Consansus (5397) ACGGCGTCGATTATTGATGGAGATTATATTCCACAAATGCGAATTTGTCGGAGAAATGGCTGTTGTGCAACAGGCA

Section 73
(5473) 54713 2480 2490 S500 S510 5520 5530 5548
E. coli K12 acrAB 1¢ (5473) CAACGTAATCTCTGTCTGGAAAGTTATGACCGTATAGAACAARACGTTAARACATTGTATTGAAGCGARAATGTTGC
CSH116 64-8-33 aarR 3'_2 (¢) (359) CAACCTAATCTCTGTCTGCGARACTTATGACCOTATACAACRAACCTTARRACATTCTATTCAAGCCARAATETTEC
CSH116 64-8-33 acrR §5' (547) CAACGTAATCTCTGTCTGGARAGTTATGACCGTATAGAACAARACGTTAARACATTGTATTGAAGCGARAATGTTGC
CSH116 64-8-33 620 ac’R 3' (¢) (359) CAACGTAATCTCTGTCTGGARAGTTATGACCGTATAGARCARACGTTAARACATTGTATTGAAGCGARRATGTTGC
CSH116 64-8-33 520 acrR §' (547) CAACGTAATCTCTGTCTAGARAGTTATGACCOTATAGAACARACGTTAARACATTGTATTCAAGCGAARATETTGC
CSH116 64-8-33 744 acrR 3" (¢) (359) CAACGTAATCTCTGTCTGGARAGTTATGACCGTATAGAACAAACGTTAARRACATTGTATTGAAGCGARAATGTTGC
CSH116 64-8-33 744 aaR 5' (547) CAACGTAATCTCTGTCTGGARAGTTATGACCGTATAGAACARACGTTAARACATTGTATTGAAGCGARAATGTTGC
Consensus (5473) CAACCTAATCTCTCTCTCCAAACTTATCACCCTATAGAACAAACCTTAAAACATTCTATTCAACCCAAAATCTTCEC

Saction 74

(5549) 5549 5560 5570 5560 590 10

E. coli K12 acrAB 1¢ (5549) CTGCGGATTTAATGACGCGTCGCGCAGCARTTATTATGCGCGGT

CSH116 64-8-33 aaR 3'_2 (¢) (435) CTCCCCATTTAATCACCCCTCCCCCACCAATTATTATCCCCCAC
CSH116 64-8-33 acR 5’ (623) CTGCGGAT TTAATCACCCGTCCCECAGCARTTATTATGCECEEC - -~~~ ==~ -~ = === = o ——mme e — o= = e == ==
CSH116 64-8-33 620 acrR 3' () (435) CTGCGGATTTAATGACGCGTCGCGCAGCAATTATTATGCGCGG CTATATISC00GCCTGATGEAAAACTGGOTCDE
CSH116 64-8-33 620 sk 5' (623) CTGCCCATTTAATCACCCCTCCCCCACCARTTATTATCCCCCCT
CSH116 64-8-33 744 acrR 3' (¢) (435) CTGCGGATTTAATGACGCGTCGCGCAGCAATTATTATGCGCGE CHRTNTITCCO0COTGNTEBANANCTOCTONT
CSH116 64-8-33 744 aR 5' (623) CTGCGGATTTAATGACGCGTCGCGCAGCART TATTATGCGCGGEC - -~~~ === === === - mmmmmm e e e oo
Consensus (5549] CTCCCCATTTAATCACCCCTCCCCCACCAATTATTATCCCCCCCTATATTITCCCCCCTCATCCAAAACTCCCTCTT

Saction 75

(5625) 5625 S0 5700

E. coli K12 aCrAB rc (5625)

CSH116 64-8-33 acrR 3_2 () (S11)
) - - -

CSH116 64.8-33 aarR §'
CSH116 64-8-33 620 3cR 3' (<)
CSH116 64-8-33 520 acrR &'
CSH116 64-8-33 744 acrR 3' (<)
CSH116 64-8-33 744 3R §'
Cmsensus(sszs) TGCCCCGCAATCTTTTGATCTTAAAAAAGAAGCCCCCGATTACGTTGCCATCTTACTGGACGATCGTATCTCCTGTGEE

Stop acrR Section 76

(s701) 5701 710 750 760

E. ¢eli K12 acraB re (5701)
CSH116 64-6-33 acR 3_2(c) (567)
CSH116 64-9-33 8RS’ (667) === == === == o oo meommeooeee
CSH116 64-8-33 620 acrR 3' () (587)
CSH116 64-8-33 620 IR 5' (§67) === === === == === === === =-—=———~
CSH116 64-8-33 744 acrR 3' (<) (567)
CSH116 64-B-33 744 aaR S5 (667) - - - - - ccccmmcccccc e e e cec e
Consensus (5701) CCCACGCTTCGTAATCCTGCCACTARACGA, CCTGAATCTGACTCCAGGATTTTTICCT

Abbildung 3-43 Darstellung eines Ausschnitts der Sequenzierung von acrR von E. coli CSH116 64-8-
33 (pHPNE19-05.1) sel 620 und sel 744 im Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33 und E. coli K12,
Accession Nr. U 00734.

165




Ergebnisse

E. coli K12 gyrA

CSH116 64-8-33 gyrA 5'_2
CSH116 64-8-33 744 gytA 52
CSH116 64-8-33 620 gyrAS
Consensus

Section 7
(457) 457 AT0 480 490 510 520 532
(457) TATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTAC
(S7) TATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGACATGECCTGAAGCCGGTACACCETCCGCGTAC
(S7) TATIGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTAC
(S7) TATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGBCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTAC
(457) TATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTAC

E. coli K12 gyrA

CSH116 64-8-33 gytA 52
CSH116 64-6-33 744 gyrA 52
CSH116 64-8-33 620 gyrAS

Section 8
(533) 533 540 560 570 580 590 508
{533) TTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATARARAAAATCTGCCCGTEGTCGTTGGTGACGTAAT
{133) TTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACTGGAACAARAGCCTATARARARATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAAT
(133) TTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACTGGAACAAARGCCTATAARAARATCTGCCCEGTGTCGTTGGTGACGTRAT
{133) TTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATCGACTGGAACAAAGCCTATAARAAATCTGCCCEGTGTCGTTGGTGACGTAAT

Consensus (533) TTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATARRAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAAT
Pos. 83 Pos. 87, 89 “ection 9

(609) 609 £20 630 £40 ’ £60 670 684

E. coli K12 gyrA TCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGT

CSH116 64-8-33 gyrA 52
CSH116 64-8-33 744 qyIA 5_2
CSH116 64-8-33 620 gyrAS'

(609) CGGTAAATACCATCCCCATGGTGA( | G i
(209) CCGTAAATACCATCCCCATGGTGA( |
(209) CGGTAAATACCATCCCCATGGTGA(
(209) CGGTAAATACCATCCCCATGGTGA(

TCCGCATCGCGCAGCCATTCTCGCTCGCET
TCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGT
hCPATEFTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGT

Consensus (609) CGGTAAATACCATCCCCATGGTGA( LCPATCPTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGT
Section 10

(685) 685 £90 700 710 720 730 740 750 760

E. coli K12 gyrA (685) TATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTRACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAARA

CSH116 64-3-33 gyrA 5_2
CSH116 64-8-33 744 gyrA §_2
CSH116 64-5-33 620 gyrAS'
Consensus

(285) TATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAA
(285) TATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAR
(285) TATATGCTGGTAGACGGETCAGCGGTAACTTCGGTTCTATCCACGGCCACTCTGCGCCGGCAATGCGTTATACGCAAA
(685) TATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAA

Section 11

E. coli K12 gyrA

CSHL16 64-8-33 QyTA 5_2
CSH116 64-8-33 744 gyrA 5_2
CSH116 64-8-33 620 gyrAS'
Consensus

(761) 761 J70 780 790 500 810 B20 836
(?61] TCCGTCTGGCCAAAATTGCCCATGAACTCATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGA
(361] TCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGARACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATRACTATGA
(361) TCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAARGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGA
(361] TCCGTCTGGCGARARATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGA
(761) TCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCCGATCTCGAARAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGA

Abbildung 3-44 Darstellung eines Ausschnitts der Sequenzierung von gyrA von E. coli CSH116 64-8-
33 (pHPNE19-05.1) sel 620 und sel 744, mit Markierung der Aminosaurepositionen 83, 87, 89 im
Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33 und E. coli K12, Accession Nr. X 06373.

— Secii
(6501) 8801 86 Pos. 64 o0 $630 £840 f550 Pos. 78, 80 Pos. 84
E. coli K12 parC ¢ (6601) AATIETAARAAATCJGCCPGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCAYGGCEATAGRECCTGTTAT
CSH116 64-8-33 parcs' (1) ---BTAARAAATC]GC GTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCA GCEATIAGE§CCTGTTA
CSH 116 64-8-33 620 pa|C5_r|,a (]) ----TAAAAAATCQGCCHNGTACCGTCGEGTGACCGTACTGGGTAAATACCATCCGCA GCEA CARCCTGTTA
CSH 116 64-8-33 744 parCS_na (1) - -- - TAARAAATC]GCCHGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCAdeGCRATIAGEECCTETTA
Consensus (6601) TTAARAAATCYCCCECTACCCTCGGTGACCTACTCGCCGTAAATACCATCCGCA CCEA CCECCTCGTTATYC
—— Section 90
. Pos. 84 ) £700 5710 £720 P0s. 103 &y 6750
E. coli K12 parCrc (667€) CGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGT GGAACTGGGGCGCGC
CSH116 64-8-33 parCS' (?3) CGATGGTCCTGATGGCGCAACCEGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGT GGAACTGGGGCCGCGC
CSH 116 €4-8-33 620 DalCS_na (?2) CGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGT GGAACTGGGGCGCGC
CSH 116 £4-8-33 744 palCS’_na (72) G CGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCEGCTGGTTGATGGT GGAACTGGGEGGCGCGC
Consensus (6676)|AA CGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGG GGAACTGGGGCGCGC
Section 91
(6751) 6751 B760 8770 $760 6790 5810 6825
E. coli K12 parC rc (5751) CGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCCGAGCTGCTATTGA
CSH116 64-8-33 parC5S'  (148) CGGACGATCCGARATCGTTCG G -~~~ = - === === m ;- mmm e c e c e mc e — e e e e m e — = ——— ==
CSH 116 64-8-33 620 parCS’_na  (147) EEGACGATCCEARATCGRTCGEG -~ - - ~ -~~~ ~~== === -==-—"-c-=cec---cc---mc-ecec---e-=-===
CSH 116 64-8-33 744 parCS'_na  (147) CBGACGATCCGAAATCGTTCGCG -~~~ === === === === === == === ececeme——ce———————————
Consensus (6751) CGGACGATCCGARATCGTTCGCG

Abbildung 3-45 Darstellung eines Ausschnitts der Sequenzierung von parC von E. coli CSH116 64-8-
33 (pHPNE19-05.1) sel 620 und sel 744 im Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33 und E. coli K12,
Accession Nr. AE 000384.

Folgende Abbildung 3-46 zeigt die unklare Base N der Sequenzierung von parC (siehe
Abbildung 3-45) im Chromatogramm.
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F610 6624
«ExoliKi2parC (6579) T T A A R A A A T C G G €C C C G TA CC G
----------------------

» 64-8-33 DGICS' .C1’| 'y T A A A AA AT OCG GG C C C

» 64-8-33 744 ... (1)

» 64-8-33 620 ... (1)

Contig3 (6579) T T A R A A A A

Abbildung 3-46 Darstellung des Ausschnitts des Chromatogramms der Sequenzierung von parC von
E. coli CSH116 64-8-33 (pHPNE19-05.1) sel 620 und sel 744 im Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33
und E. coli K12.

Im sequenzierten Bereich von marC bis marA konnte keine Veranderung festgestellt werden.
Im sequenzierten Bereich von acrR wurde ebenfalls keine neue Veranderung festgestellt. Die
Sequenzierung von gyrA erbrachte folgendes Ergebnis: In Codon 83 befand sich die bereits
beschriebene Mutation von Serin zu Tryptophan. Bei Stamm E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1 sel 744 befand sich in Codon 87 ein Austausch von Asparaginsdure (GAC) zu
Tyrosin (TAC) und bei E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 ein Austausch zu Glycin
(GGC). In Codon 89 befand sich lediglich die bereits beschriebene stille Mutation von ATT zu
ATC (beides lIsoleucin). Die Sequenzierung von parC lieferte folgendes Ergebnis: In den
untersuchten Stammen befand sich in den Codons 64, 78 und 103 keine Verdnderung. Bei
Stamm E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744 befand sich in Codon 84 ein Austausch
von Glutaminsaure (GAA) zu Glycin (GGA) und bei E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel
620 ein Austausch zu Lysin (AAA). In Codon 80 befand sich lediglich bei Stamm E. coli CSH116
64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 ein Austausch von Serin (54) zu Arginin (AGA). Folgende
Ubersicht zeigt eine Zusammenfassung der Mutationen in gyrA und parC der Stimme E. coli

CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und sel 744 im Vergleich mit E. coli CSH116 64-8-33.
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Tabelle 3-28 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzierung von E. coli CSH116
64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und sel 744 im Vergleich mit den Ausgangsstammen E. coli CSH116,
E. coli CSH116 64-8 und E. coli CSH116 64-8-33.

Stamm gyrA83 gyrA87 gyrA89 parC64 parC78 parC80 parC84 parCl03

E. coli CSH116 TCG GAC ATC nb nb nb nb nb
Ser Asp lle

E. coli CSH116 64-8 TGG GAC ATC nb nb nb nb nb
Trp Asp lle

E. coli CSH116 64-8-33 TGG GAC ATC GCC GGC AGC GAA CAG
Trp Asp lle Ala Gly Ser Glu Glu

E. coli CSH116 64-8-33 TGG GGC ATC GCC GGC AGA AAA CAG

pHPNE19-05.1 sel 620 Trp Gly lle Ala Gly Arg Lys Glu

E. coli CSH116 64-8-33 TGG TAC ATC GCC GGC AGC GGA CAG

pHPNE19-05.1 sel 744 Trp Tyr lle Ala Gly Ser Gly Glu

3.1.7.3 Zusammenfassung der Ergebnisse von Abschnitt 3.1.7

U
U

E. coli CSH116 64-8 besitzt eine gyrAS83W Mutation (erster Selektionsschritt).

E. coli CSH116 64-8-33 besitzt einen Basenaustausch von A—>C in der Bindestelle
von AcrR-(AcrS) (zweiter Selektionsschritt).

Stamm E. coli JM109 pPHB331.1, der den beschriebenen Basenaustausch im
Bereich der palindromischen Bindestelle fiir AcrR-(AcrS) besitzt, zeigte eine zu
79,9 % hohere Promotoraktivitat P,cagim Vergleich zu E. coli JM109 pPHB331.
Unter den selektierten, gesicherten Stammen von E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1 (aac(6°)-Ib-wt), E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-
Ib102) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) befand sich
kein Stamm, der an den entscheidenden Positionen 102 und/oder 179 verandert
war.

Unter den selektierten, gesicherten und retransformierten Stammen von E. coli
CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) besaR kein Stamm eine Veranderung in
aac(6’)-ly.

Im selektierten Stamm E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744 ereignete

sich eine zusatzliche gyrAD87Y und eine parCE84G Mutation.
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[l In selektierten Stamm E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 ereignete
sich eine zusatzliche gyrAD87G Mutation, sowie eine parCS80R und eine

parCE84K Mutation.

Um nun die Bedeutung von AAC(6°)-Ib-cr fiir die Aktivitat von Fluorchinolonen im Vergleich
zu anderen plasmidkodierten und chromosomalen Fluorchinolon-Resistenzmechanismen zu
untersuchen, wurden fir den Stamm E. coli WT und davon erhaltene chromosomale
Mutanten, in An- und Abwesenheit der unterschiedlichen plasmidkodierten Resistenzgene
gnrAl, gnrB1, gnrS1, gepAl und aac(6°)-lb-cr MHK-Werte der Antibiotika Finafloxacin,

Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bestimmt.

3.2 Einfluss von plasmidkodierten und chromosomalen
Resistenzmechanismen auf die Aktivitat verschiedener

Fluorchinolone in isogenen Escherichia coli Isolaten

3.2.1 Klonierung von PMFR (plasmid mediated fluorquinolone resistance
genes)

Um die Auswirkung der Kombination von vorhandenen chromosomalen und
plasmidkodierten Fluorchinolonresistenzmechanismen in Gegenwart von ausgewdhlten
Antibiotika zu bestimmen, wurden folgende plasmidkodierte Resistenzgene zundchst in den

gleichen Vektor kloniert.

Nachdem bereits aac(6')lb-cr in pUC19 kloniert wurde, wurden zur besseren
Vergleichbarkeit der Resistenzeigenschaften, auch die Gene gnrA1 von Plasmid pMG252 aus
Klebsiella pneumoniae (GK 3109), gnrB1 aus E. coli (GK 3110) und gnrS1 von Salmonella
enterica serovar Infantis (S. Infantis) 5 TF 1a aus E. coli IM109 (GK 3124) in Plasmid pUC19
(gnrA1 und gnrS1) bzw. pUC18 (gnrB1) kloniert. Dazu wurden die Primer Hindlll_Martinez
for 8722 und Hindlll_Martinez rev 9627 zur Amplifizierung von gnrA1, das Primerpaar
gnrB_NE_ EcoR1_for und gnrB_NE_ EcoR1_rev fur gnrB1 sowie qnrS_NE_Hindlll_for und
gnrS_NE_HindlIll_rev zur Amplifizierung von gnrS1 verwendet. Die jeweils erhaltenen PCR-
Fragmente, flankiert von Hindlll- bzw. EcoR1-Restriktionsschnittstellen, wurden mit dem

NucleoSpin® Extract Il Kit gereinigt (2.2.2.11), anschlieBend wurde durch Gelelektrophorese
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die Konzentration abgeschatzt und die Fragmente mit dem geeigneten Enzym (Hindlll fir
gnrA1 und gnrS1, EcoR1 fiir gnrB1) gespalten. Die Plasmide pUC19 bzw. pUC18 wurden
mittels alkalischer Lyse (2.2.2.2) isoliert, mit dem entsprechenden Enzym linearisiert,
ebenfalls die Konzentration durch Gelelektrophorese abgeschatzt und die 5'-Phosphatenden
mit Antarktische Phosphatase entfernt. Die Edukte wurden in einem Verhdltnis von 1:3
(Plasmid:Insert) zur Ligation mit T4 Ligase eingesetzt (2.2.2.13).

Mit dem Ligationsprodukt wurden E. coli JM109-Zellen transformiert und auf IPTG/X-Gal-
Platten mit 50 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Nach ca. 16-20 h wurden Transformanden auf
die Anwesenheit des entsprechenden Gens geprift und bei positivem Nachweis durch DNA-
Sequenzanalyse kontrolliert wurden. Abbildung 3-47 zeigt die hergestellten Konstrukte in

linearer Form.

pHPNE19-02 (pUC19)

pMG252

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Pyia bla (ApR) rep (pMB1) ‘ lacz gnrA GK3109

| | | |,
(A) H ﬁ %ﬁﬁ

pHPNE18-01 (pUC18)

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Pyia bla (ApF) rep (pPMB1) ‘ lacz gnrB GK3110

| | | |
(8) %& L L) e—

pHPNE19-03 (pUC19)

Lac-Operon Polylinker M13mp19
Puia bla (ApF) rep (pMB1) ‘ lacz gnrS GK3124

| | | -
(©) rﬁi N | B] = S S

" -35und -10 Box

I Shine Dalgarno Sequenz {SDS)

Abbildung 3-47 Darstellung der Konstrukte (A) pHPNE19-02 (gnrA1), (B) pHPNE18-01 (qnrB1) und
(C) pHPNE19-03 (gnrS1) mit Legende. Pbla bezeichnet den Promotor des bla-Gens, das bla-Gen
kodiert fiir eine Beta(B)-Lactamase, Ap" steht fir Ampicillin-Resistenz, rep ist die Abkirzung fir
Replikationsursprung, pMB1 gibt die Herkunft des Replikationsursprungs an, Lac-Operon steht fiir
Laktose-Operon, das lacZ-Gen kodiert fur das Enzym Beta(B)-Galaktosidase.
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Nach erfolgreicher Klonierung der Gene gnrAl, gnrB1 und gnrS1 wurden die Konstrukte

pHPNE19-02, pHPNE18-01 und pHPNE19-03 fiir weitere Untersuchungen verwendet.

3.2.2 Charakterisierung von fluorchinolonresistenten Mutanten mit einer
Kombination von chromosomalen Mutationen und PMFR-Genen durch
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Finafloxacin,
Ciprofloxacin, Moxifloxacin und Levofloxacin

Um den Einfluss der verschiedenen Resistenzmechanismen auf die Aktivitat verschiedener
Fluorchinolone zu ermitteln, wurden fiir den Ausgangsstamm WT und davon erhaltene
chromosomale Mutanten, in An- und Abwesenheit der unterschiedlichen plasmidkodierten
Resistenzgene qnrAl, qnrB1, qnrS1, gepAl und aac(6°)-l1b-cr (siehe Abschnitt 3.2.1) MHK-

Werte der Antibiotika Finafloxacin, Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bestimmt.

Mit den Konstrukten pHPNE19-02 (gnrA1), pHPNE18-01 (gnrB1) und pHPNE19-03 (gnrS1),
sowie pST28::qepA (gepAl) und dem zuvor hergestellten Plasmid pHPNE19-01.1b (aac(6°)-
Ib-cr) wurden jeweils isogene CaCl,-kompetente Stamme (E. coli WT GK 571, E. coli Ml GK
572, E. coli Ml GK 573, E. coli WT 3.2 GK 643, E. coli WT-3 GK 644, E. coli WT-4-M35 GK 895
und E. coli WT-IIl GK 3009, vergleiche Tabelle 2-22, Seite 42) transformiert und die
Empfindlichkeit von Ciprofloxacin, Finafloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei einem pH-
Wert von 5,8 und 7,2 bestimmt. Hier wurden zwei verschiedene pH-Werte gewahlt, da
Finafloxacin in saurem Milieu die hochste Aktivitat zeigt, wahrend beispielsweise
Ciprofloxacin bei eher neutralem pH-Wert wirkt (88).

Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung der Stamme ohne Plasmide und der transformierten

isogenen Stamme sind in folgender Tabelle 3-29 zusammengefasst.

Tabelle 3-29 Zusammenfassung der MHK-Werte in pg/ml.

Stamm FIN* cp*! LEV*? Mox*? KAN**

pH58 pH7,2 pHS58 pH72 pH58 pH7,2 pH58 pH7,2 pH58 pH7,2

WT (GK 571) 0,015 0,06 0,125 0,015 0,25 0,03 0,25 0,03 4 2

WT + QepA 0,015 0,06 2 0,125 0,5 0,06 1 0,06 nb nb
WT + QnrAl 0,125 1 1 0,06 2 0,125 2 0,5 nb nb
WT + QnrB1 0,5 2 2 0,25 2 0,25 4 0,5 nb nb
WT + QnrS1 0,25 0,5 2 0,06 2 0,125 2 0,125 nb nb
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Stamm FIN* cip*? LEV*? Mox** KAN**

pH58 pH72 pH58 PpH72 pH58 pH7,2 PpHS58 pH7,2 pH58 PpH7,2

WT + <0,00 0,03 0,5 0,015 0,125 0,015 0,125 0,015 16 64
AAC(6°)-1b-cr 75

Ml (GK 572) 0,25 1 2 0,25 4 0,5 4 0,25 8 4
Ml + QepA 0,25 1 64 4 8 1 8 1 nb nb
Ml +QnrAl 2 4 16 1 8 1 16 2 nb nb
Ml +QnrB1 2 8 8 1 8 1 16 2 nb nb
Ml +QnrS1 8 16 32 4 32 4 64 4 nb nb
Ml + 0,25 1 4 0,5 4 0,25 4 0,25 16 2128
AAC(6")-1b-cr

MII (GK 573) 1 4 16 1 16 2 16 2 8 4
MIl + QepA 1 4 2256 64 64 4 32 8 nb nb
MIl + QnrAl 8 32 128 4 64 4 64 8 nb nb
MIl + QnrB1 8 32 32 4 32 4 64 4 nb nb
MIl + QnrS1 32 64 256 16 128 32 256 32 nb nb
MII + 1 4 216 4 8 1 8 2 32 >128
AAC(6")-1b-cr

WT-3.2 (GK 643) 0,25 1 4 0,25 4 0,5 4 0,5 4 4
WT-3.2 + QepA 0,25 2 128 8 8 2 16 4 nb nb
WT-3.2 + QnrAl 2 16 32 2 32 4 64 4 nb nb
WT-3.2 + QnrB1 1 8 8 0,5 8 1 8 1 nb nb
WT-3.2 + QnrS1 2 8 16 0,5 16 1 32 1 nb nb
WT-3.2 + 0,25 1 8 0,5 4 0,5 4 0,5 16 32
AAC(6")-1b-cr

WT-3 (GK 644) 2 4 8 0,5 8 1 8 1 2 2
WT-3 + QepA 1 4 2256 16 64 4 32 4 nb nb
WT-3 + QnrAl 2 8 32 1 16 2 32 2 nb nb
WT-3 + QnrB1 4 16 16 2 16 2 16 2 nb nb
WT-3 + QnrS1 8 32 64 4 64 4 64 8 nb nb
WT-3 + 1 2 216 1 nb 0,5 nb 1 8 64
AAC(6")-1b-cr

WT-4-M35 (GK895) 0,125 0,5 1 0,06 1 0,125 2 0,5 4 2
WT-4-M35 + QepA 0,125 0,5 32 1 4 0,25 8 1 nb nb
WT-4-M35 +QnrAl 4 16 64 2 32 2 64 8 nb nb
WT-4-M35+QnrB1 2 8 4 0,5 8 1 16 2 nb nb
WT-4-M35 + QnrS1 4 16 32 2 16 2 64 4 nb nb
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Stamm FIN* cip*? LEV*? Mox** KAN**

pH58 pH72 pH58 PpH72 pH58 pH7,2 PpHS58 pH7,2 pH58 PpH7,2

WT-4-M35 + 0,125 0,25 4 0,125 1 0,125 2 0,25 8 64
AAC(6")-1b-cr

WT-IIl (GK 3009) 0,06 0,25 0,5 0,06 1 0,125 1 0,25 4 2
WT-IIl + QepA 0,03 0,25 8 1 2 0,25 2 0,5 nb nb
WT-IIl + QnrAl 1 4 8 1 8 1 16 2 nb nb
WT-Ill + QnrB1 2 8 4 0,5 8 1 16 2 nb nb
WT-IIl + QnrS1 2 16 32 2 16 2 32 2 nb nb
WT-III + 0,03 0,125 2 0,06 1 0,06 1 0,06 8 64
AAC(6")-1b-cr

(nb = nicht bestimmt, *FIN = Finafloxacin, *'CIP = Ciprofloxacin, *2|EV = Levofloxacin, **MOX =

Moxifloxacin, **KAN = Kanamycin)

Ergebnis der Wirkung des pH-Wertes auf die Aktivitat der Fluorchinolone

Finafloxacin zeigte fiir die getesteten Stamme um den Faktor 2-8 bei pH 5,8 niedrigere
Werte als bei pH 7,2. Ciprofloxacin zeigte bei pH 7,2 um den Faktor 4-32 erniedrigte Werte,
Levofloxacin um den Faktor 4-16 und Moxifloxacin um den Faktor 4-32 im Vergleich zu pH
5,8.

Bei einem pH-Wert von 5,8 waren die MHK-Werte von Finafloxacin um den Faktor 2-512
niedriger als die MHK-Werte von Ciprofloxacin und um den Faktor 4-64 niedriger als die von
Levo- und Moxifloxacin ebenfalls bei pH 5,8. Die Werte von Finafloxacin bei pH 7,2 waren um
den Faktor 1-16 hoéher als bei Cipro-, Levo- und Moxifloxacin mit Ausnahme der QepA-

Stamme, hier waren die Werte um den Faktor 0,5-16 erniedrigt.

Ergebnis der Wirkung der verschiedenen Resistenzmechanismen auf die Aktivitdt der

Fluorchinolone

Chromosomale Resistenzmechanismen:

Fiir Stamm E. coli Ml (gyrAS83L) stieg der MHK-Wert von die getesteten Antibiotika bei pH
5,8 bzw. 7,2 um einen Faktor von 8-16, fiir E. coli WT-3 (gyrAS83L, gyrAD87G) um einem
Faktor von 32-128, fir E. coli Ml (gyrAS83L, marRA175bp) um einem Faktor von 64-128, fir
Stamm E. coli WT-3.2 (gyrAD87G) um einen Faktor von 16-32, fiir E. coli WT-4-M35
(gyrAD87G, parCS80I) um einen Faktor von 4-16 und fir Stamm E. coli WT-Ill (marRA74bp)

stieg der MHK-Wert von die getesteten Antibiotika bei pH 5,8 bzw. 7,2 um einen Faktor von
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4-8. Tabelle 3-30 fasst die ermittelten Faktoren der Erhohung der MHK-Werte fir die
getesteten Antibiotika Finafloxacin, Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei pH 5,8

und 7,2 noch einmal zusammen.

Tabelle 3-30 Tabellarische Zusammenfassung der Faktoren die mit den chromosomalen
Resistenzen einhergehen.

Ausgangsstamm hinzugekommene Mutation Erhohung der MHK Stamm

fiir die getesteten

FQs
E. coli WT(GK 571) + gyrAS83L - Faktor 8-16 E. coli MI
+ gyrAS83L + gyrAD87G - Faktor 32-128 E. coli WT-3
+ gyrAS83L + marRA175bp - Faktor 64-128 E. coli Ml
+ gyrAD87G - Faktor 16-32 E. coliWT-3.2
+ gyrAD87G + parCS80I - Faktor 4-16 E. coli WT-4-M35
+ marRA74bp - Faktor 4-8 E. coli WT-Ill

Plasmidkodierte Resistenzmechanismen:
Folgende Tabelle zeigt die Zusammenfassung der ermittelten Faktoren der MHK-Werte des

jeweiligen Stammes mit Resistenzmechanismus in Bezug zum jeweiligen Ausgangsstamm.

Tabelle 3-31 Tabellarische Zusammenfassung der ermittelten Faktoren der MHK-Werte (in pg/ml)
des jeweiligen Stammes mit Resistenzmechanismus in Bezug zum jeweiligen Ausgangsstamm.

Resistenz- FIN CiP LEV MOX KAN

mechanismus  pH58 pH7,2 pHS58 pH72 pH58 pH72 pH58 pH72 pH58 pH7,2

QepA 0,5-1 1-2 16-32  8-64 2-8 2-4 2-4 2-8 nb nb
QnrAl 1-32 2-32 4-64 2-32 2-32 2-16 4-32 2-16 nb nb
QnrB1 2-32 4-32 2-16 2-16 2-8 2-8 2-16 2-16 nb nb
Qnrsi 4-32 8-64 4-64 2-32 4-16 2-16 4-32 2-16 nb nb
AAC(6")-lb-cr 0,5-1 0,5-1 1-4 1-4 0,5-1 0,5-1 0,5-1 0,5-1 2-4 8-32
QepA

Die MHK-Werte von Finafloxacin fiir die Stamme mit QepA zeigten im Vergleich zu ihrem
jeweiligen Ausgangstamm eine Erhéhung um den Faktor 0,5-1 bei pH 5,8 und um den Faktor

1-2 bei pH 7,2. Von Ciprofloxacin erhohten sich die MHK-Werte durch QepA um einen Faktor
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von 16-32 bzw. 8-64 bei einem pH-Wert von 5,8 bzw. 7,2. Die Erhéhung durch QepA von

Levofloxacin und Moxifloxacin lag bei einem Faktor von 2-8 fiir pH 5,8 und 7,2.

Qnr

In Anwesenheit der Topoisomerase Schutzproteine QnrAl, QnrB1 und QnrS1 stiegen die
MHK-Werte von Fina-, Cipro-, Levo- und Moxifloxacin um den Faktor 1-64, bei einem pH-
Wert von 5,8 bzw. 7,2 an. Im Vergleich der MHK-Werte von QnrS1 mit denjenigen von QnrAl
und QnrB1 zeigten sich hohere MHK-Werte fir QnrS1 fir die Stamme E. coli MI, MIl, WT-3
und WT-IIl bei pH 7,2 und pH 5,8.

AAC(6')Ib-cr

Flr die Stamme mit einer gyrA Mutation an Position 83 (E. coli MI) bzw. 87 (E. coli WT-3.2)
allein, oder in Kombination (E. coli WT-3), sowie eine Mutation an Position 87 in
Kombination mit einer parC Mutation (E. coli WT-4-M35), stiegen die MHK-Werte in
Anwesenheit von AAC(6°)Ib-cr um einen Faktor von 2 von Ciprofloxacin bei pH 7,2 und um
einen Faktor von 2-4 bei pH 5,8. Fiir Stamm WT ohne chromosomale Mutation und fir
Stamm E. coli WT-lIl mit einer marR Deletion von 74 bp, stiegen die MHK-Werte von
Ciprofloxacin bei pH 7,2 nicht an (Faktor 1), bei pH 5,8 dagegen um den Faktor 4. Fiir Stamm
E. coli MIl mit einer gyrAS83L Mutation und marRA175bp Deletion stieg der MHK-Wert um
einen Faktor von 4 von Ciprofloxacin bei pH 7,2, lediglich um einen Faktor von mindestens 1
bei pH 5,8. Die Kanamycin MHK-Werte stiegen fiir alle getesteten Stamme um einen Faktor
von 2-4 bei pH 5,8 und um einen Faktor von 32 bei pH 7,2. Tabelle 3-32 zeigt die
Zusammenfassung der ermittelten Faktoren der Erhéhung der MHK durch die Anwesenheit

von AAC(6)Ib-cr.
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Tabelle 3-32 Tabellarische Zusammenfassung der Erhéhung der MHK durch AAC(6')lb-cr im
Vergleich zum jeweiligen Ausgangsstamm, ausgedriickt durch errechneten Faktor.

Antibiotika E. coli

WT WMI Mil WT-3.2 WT-3 WT-4-M35 WT-llI
CIP pH 5,8 4 2 min. 1 2 min.2 4 4 Faktor der Erh6hung
CIPpH 7,2 1 2 4 2 2 2 1 der MHK
KANpH5,8 4 2 4 4 4 2 2 durch die Anwesenheit
KANpH7,2 32 min.32 min.32 8 32 32 32 von AAC(6)lb-cr

Die getesteten Fluorchinolone Finafloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei pH 5,8 und pH
7,2 wiesen keine Erhohung des MHK-Wertes in Anwesenheit von AAC(6")lb-cr, im Vergleich
zum jeweiligen Ausgangsstamm, auf. Die Werte blieben gleich, bzw. sanken um eine
Verdiinnungsstufe, mit Ausnahme fiir WT-11l von Moxifloxacin bei pH 7,2, hier sank der MHK-
Wert um 2 Verdinnungsstufen von 0,25 pg/ml fir WT-IIl auf 0,06 pg/ml bei WT-1Il AAC(6")Ib-

cr.

3.2.2.1 Deletion von LacZ in pHPNE18-01 (QnrB1), pHPNE19-03 (QnrS1) bzw. der Sequenz
von pMG252 in pHPNE19-02 (QnrA1l)

Da bei den Plasmiden pHPNE18-01 (QnrB1), pHPNE19-03 (QnrS1) die ersten fiinf bzw. sieben
Aminosauren der Sequenz von LacZa vor der eigentlichen Sequenz des Schutzproteins Qnr
vorgeschaltet waren, wurden diese durch SSM-PCR (2.2.2.8.4) mit den Primern pUC19-
gnrB1l-del-LacZ-for_+1157 und pUC19-gnrB1-del-lacZ-rev_+1137 bzw. pUC19-gnrS-del-LacZ-
for_+1134 und pUC19-gnrS-del-LacZ-rev_+1110 deletiert. Ebenso wurde die Expression von
QnrAl in pHPNE19-02 unter den Promotor Plac gestellt, indem mit den Primern pUC19-
gnrAl-del-lacZ-for_+1382 und pUC19-gnrAl-del-LacZ-rev_+1159 die klonierten Teile der

Sequenz von pMG252, die die originale Promotorsequenz enthielten, deletiert.

Die erhaltenen Plasmide pHPNE18-01.1, pHPNE19-02.1 und pHPNE19-03.1 wurden, nach
Transformation in E. coli JM109, durch MHK-Bestimmung, mit den Stammen E. coli JM109
pHPNE18-01 bzw. pHPNE19-02 bzw. pHPNE19-03 verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle

3-33 zusammengefasst.
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Tabelle 3-33 Zusammenfassung der MHK-Werte (in ug/ml) der Antibiotika Ciprofloxacin und
Levofloxacin fiir die Stamme E. coli JM109 mit den Plasmiden pHPNE18-01 und pHPNE18-01.1,
pHPNE19-02 und pHPNE19-02.1, sowie pHPNE19-03 und pHPNE19-03.1.

Stamm Ciprofloxacin Levofloxacin
E. coli IM109 0,08 0,32
+ pHPNE18-01 0,32 0,64
+ pHPNE18-01.1 0,32 0,64
+ pHPNE19-02 0,64 1,28
+ pHPNE19-02.1 0,64 1,28
+ pHPNE19-03 1,28 5,12
+ pHPNE19-03.1 1,28 5,12

Es ist kein Unterschied der MHK-Werte von Ciprofloxacin und Levofloxacin fir die Stamme E.
coli IM109 mit Plasmid pHPNE18-01 und pHPNE18-01.1, bzw. pHPNE19-02 und pHPNE19-
02.1, sowie pHPNE19-03 und pHPNE19-03.1 festzustellen.

3.2.2.2 Uberblick der Ergebnisse von Abschnitt 3.2.2

[0 Finafloxacin zeigte bei den getesteten Stammen um einen Faktor von 2-8 bei pH 5,8
niedrigere Werte als bei pH 7,2.

[J Bei einer gyrAS83L Mutation, stieg der MHK-Wert von den getesteten Antibiotika um
einen Faktor von 8-16, bei einer gyrAS83L und einer gyrAD87G Mutation, stieg der
MHK-Wert um einen Faktor von 32-128 und bei einer gyrAS83L und einer marR
Deletion, stieg der MHK-Wert um einen Faktor von 64-128.

[0 Eine gyrAD87G Mutation verursachte eine Erhohung des MHK-Wertes um den Faktor
16-32, bei einer gyrAD87G Mutation und einer parCS80l Mutation stieg der MHK-
Wert um einen Faktor von 4-16.

Eine marR Deletion allein hatte eine Erh6hung um den Faktor 4-8 zur Folge.
Finafloxacin zeigte eine exzellente Wirkung fiir die getesteten Stamme mit QepA im
Vergleich zu Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei pH 5,8 und 7,2.

[0 Im Vergleich waren die MHK-Werte fiir die Stamme E. coli MI, MIl, WT-3 und WT-III
bei pH 7,2 und pH 5,8 mit QnrS1 hoher als bei den gleichen Stammen mit QnrA1 oder
QnrB1.
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[0 Bei Stamm MII (gyrAS83L, marRA175bp) stieg der MHK-Wert von Ciprofloxacin bei
pH 7,2 um einen Faktor von 4. Die Kanamycin MHK-Werte stiegen fiir alle getesteten
Stamme um einen Faktor von 32 bei pH 7,2.

[l Die getesteten Fluorchinolone Finafloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei pH 5,8
und pH 7,2 wiesen keine Erhohung des MHK-Wertes in Anwesenheit von AAC(6)lb-cr

auf.

Nachdem die Bedeutung der plasmidkodierten Resistenzgene gnrA1, gnrB1, gnrS1, qepAl
und aac(6°)-1b-cr in Kombination mit chromosomalen Fluorchinolon-Resistenzmechanismen
untersucht wurde, sollte nun untersucht werden, welche Fluorchinolon-
Resistenzmutationen sich bei der Selektion von Stamm E. coli WT in Anwesenheit von QnrS1,
QepAl und AAC(6')-Ib-cr im Vergleich zu E. coli WT ohne die plasmidkodierten

Resistenzmechanismen ereigneten.

3.2.3 In vitro Selektion von QepA1, QnrS1 und AAC(6°)-lb-cr in E. coli WT

Zur Selektion der plasmidkodierten Fluorchinolon-Resistenzmechanismen QepAl, QnrS1 und
AAC(6")-Ib-cr wurden die Plasmide pSTV28::gepA, pHPNE19-03.1 (gnrS1) und pHPNE19-
01.1b (aac(6’)lb-cr) in CaCl,-kompetenten E. coli WT-Zellen (GK 571) transformiert.
AnschlieBend wurden die MHK-Werte von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 und von
Ciprofloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 bestimmt. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 3-34 Gegeniiberstellung der MHK-Werte in ug/ml von Finafloxacin und Ciprofloxacin fiir die
Stamme WT (GK 571), WT + pSTV28::qepA, WT + pHPNE19-03.1 und WT + pHPNE19-01.1b.

Stamm Finafloxacin pH 5,8 Ciprofloxacin pH 7,2
E. coli WT (GK 571) 0,015 0,015

+ pSTV28::qepA 0,015 0,125

+ pHPNE19-03.1 0,25 0,5

+ pHPNE19-01.1b 0,015 0,03

Die Selektion erfolgte durch Aufkonzentrieren einer Ubernacht-Nachtkultur und
ausplattieren der eingeengten Zellen auf Agarplatten mit der 4-fachen Konzentration des

MHK-Wertes (2.2.1.11).
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Nach Selektion der Stamme E. coli WT (GK 571), E. coli WT pSTV28::qepA, E. coli WT
pHPNE19-03.1 und E. coli WT pHPNE19-01.1b mit der jeweils 4-fachen Konzentration des
zuvor bestimmten MHK-Wertes von Finafloxacin (pH 5,8) und Ciprofloxacin (pH 7,2) wurden
insgesamt 77 Stamme mittels PCR und RFLP untersucht. Hierbei wurden spezifische PCR-
Produkte mit Primern fiir gyrA (gyrA 3-1 und gyrA 5-1) und marR (marR_3R4 und marR_5R4)
amplifiziert. Die gyrA-spezifischen Produkte wurden mit Hinfl gespalten. Die Ergebnisse sind

in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 3-35 Zusammenfassung der Ergebnisse der gesicherten selektierten Stamme.

Probennummer Anzahl Stamm gyrAS83X-Mutationen  marR-Deletionen
1-10 10 E. coli WT mit Ciprofloxacin 8 -
11-20 10 E. coli WT mit Finafloxacin 7 -
21-30 10 + pSTV28::gepA mit Ciprofloxacin 10 -
31-37 7 + pSTV28::qepA mit Finafloxacin - -
51-60 10 + pHPNE19-03.1 mit Ciprofloxacin - 5
41-50 10 + pHPNE19-03.1 mit Finafloxacin - -
71-80 10 + pHPNE19-01.1b mit Ciprofloxacin - -
61-70 10 + pHPNE19-01.1b mit Finafloxacin 8 -

Bei E. coli WT (GK 571) entstanden zu 80 % bzw. 70 % gyrA-Mutationen in Codon 83 bei der
Selektion mit Cipro- bzw. Finafloxacin. Bei der Selektion von E. coli WT mit der spezifischen
Effluxpumpe QepA mit Ciprofloxacin entstanden zu 100 % gyrAS83X Mutationen.

Bei der Selektion mit Finafloxacin konnten keine Mutationen in gyrA in Codon 83 oder eine
groRere Deletion (>75 bp) in marR festgestellt werden. Im Fall von E. coli WT mit Plasmid
pHPNE19-03.1 entstanden bei der Selektion mit Ciprofloxacin zu 50 % marR-Deletionen,
jedoch keine Mutationen in gyrA in Codon 83. Bei der Selektion mit Finafloxacin konnten
auch hier keine Mutationen in gyrA in Codon 83 oder eine grofRere Deletion (>75 bp) in marR
festgestellt werden. Bei E. coli WT mit der Aminoacetyltransferase AAC(6')lb-cr entstanden
nur bei der Selektion mit Finafloxacin in 8 von 10 Stammen Mutationen in gyrA in Codon 83,
bei der Selektion mit Ciprofloxacin entstanden hier keine Mutationen in gyrA in Codon 83
bzw. Deletionen in marR. Die Mutationen bzw. Deletionen wurden nicht ndher

charakterisiert.
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3.2.3.1 Uberblick der Ergebnisse von Abschnitt 3.2.3

[l Bei der Selektion mit Cipro- bzw. Finafloxacin von E. coli WT (GK 571) entstanden zu
80 % bzw. 70 % gyrA83-Mutationen

[1 Bei der Selektion von E. coli WT pSTV28::qepA mit Ciprofloxacin entstanden zu 100 %
gyrAS83X Mutationen.

[0 Bei E. coli WT mit Plasmid pHPNE19-03.1 (QnrS1) entstanden bei der Selektion mit
Ciprofloxacin zu 50 % marR-Deletionen, jedoch keine Mutationen in gyrA83, bei der
Selektion mit Finafloxacin entstanden keine Mutationen in gyrA83 oder eine groRere
Deletion (>75 bp) in marR.

[0 Bei E. coli WT mit AAC(6")Ib-cr entstanden nur bei der Selektion mit Finafloxacin

Mutationen in gyrA an Position 83 in 8 von 10 Stammen.
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4 Diskussion

Im Jahr 2006 wurde, neben den bereits bekannten plasmidkodierten Fluorchinolon-
Resistenzmechanismen, Qnr und QepA, ein weiterer Mechanismus ndher beschrieben. Es
handelte sich um die Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ Ib-cr (AAC(6°)-lb-cr, -cr fir
ciprofloxacin resistance), die in der Lage ist, neben Aminoglykosiden, auch die C7-
piperazinyl-Fluorchinolone Ciprofloxacin und Norfloxacin zu acetylieren. AAC(6')-lIb-cr
unterscheidet sich durch die Aminosauremutationen W102R und D179Y vom Enzym AAC(6')-
Ib-wt (124). Die fast perfekte Homologie von aac(6°)-Ib und aac(6°)-Ib-cr lasst vermuten,
dass letztere aus der urspriinglichen Form durch zwei Punktmutationen, die jeweils zum
Aminosaureaustausch fiihrten, entstanden ist. Ferner ist dafiir plausibel anzunehmen, dass
die Mutationen nacheinander erworben wurden. Die Variante AAC(6")-Ib-cr wurde bisher
nur mit beiden Veranderungen (W102R und D179Y) gefunden, obwohl Vorversuche gezeigt
hatten, dass in vitro erzeugte Einzelmutanten bereits bei einer D179Y-Mutation einen um
zwei Verdiinnungsstufen erhéhten MHK-Wert von Ciprofloxacin besitzen (124). In diesem
Zusammenhang war ein Ziel der vorliegenden Arbeit die Kldarung der Frage, in welcher
Reihenfolge die Mutationen an den Positionen 102 bzw. 179 entstanden und wie der
Selektionsdruck dafiir ausgesehen haben konnte. Die Enzyme AAC(6°)-Ib und AAC(6°)-1b-cr
gehoren zur GNAT Superfamilie (160). Eine Enzymfamilie, deren Topologie, trotz ihrer
funktionellen Variation, denn Acetyltransferasen spielen zum Beispiel auch eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Genaktivitat in eukaryontischen Zellen (7), nahezu identisch ist
(43). Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung, ob sich aus
einem anderen AAC(6°)-I-Subtyp eine AAC(6)-Ib-cr-analoge Modifikation entwickelt werden
kann, die das Substratspektrum ebenso variiert. In Anbetracht der rasant ansteigenden
Entwicklung von plasmidkodierten (Fluor)chinolon-Resistenzmechanismen war es aulerdem
das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Bedeutung von AAC(6°)-lb-cr fiir die Aktivitdt von
Fluorchinolonen im Vergleich zu anderen plasmidkodierten und chromosomalen
Fluorchinolon-Resistenzmechanismen zu untersuchen und gleichzeitig die Effektivitat von
Finafloxacin, einem Fluorchinolon der neuesten Generation, gegenliber den bekannten
plasmidkodierten und chromosomalen Resistenzmechanismen im Vergleich mit den alteren

Fluorchinolonen Ciprofloxacin, Levofloxacin oder Moxifloxacin zu prifen.
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Im Vordergrund der Arbeit stand zunachst, nach Klonierung von aac(6’)-Ib und weiteren
Subtypen von aac(6°)-1 sowie nach in silico Analyse der Kristallstrukturen der ausgewahlten
Enzyme, die ortsspezifische und die zufdllige Mutagenese der Gene durch Error-prone PCR
sowie durch in vitro Selektion in einem Mutator-Stamm.

AnschlieBend wurden von isogenen chromosomalen Mutanten, in An- und Abwesenheit der
unterschiedlichen plasmidkodierten Fluorchinolon-Resistenzgene aac(6°)-1b-cr, qnrAl,

gnrB1, gnrS1 und qepAl, MHK-Werte der ausgewahlten Fluorchinolone bestimmt.

4.1 Molekulare Grundlagen der Entstehung der Variante AAC(6°)-
Ib-cr aus AAC(6°)-Ib und in vitro Untersuchungen zur
Herstellung einer AAC(6°)-l1b-cr-analogen Mutation in einem

anderen Typ AAC(6°)-I

4.1.1 Verbreitung von aac(6°)-1b-cr und Auswahl von aac(6°)-1b-positiven
klinischen Isolaten

Aus einem Kollektiv von 183 klinischen Enterobacteriaceae-Isolaten aus England, isoliert in
den Jahren 2001 bis 2004, wurden insgesamt 25 lIsolate positiv auf die Anwesenheit von
aac(6’)-Ib getestet. Um sich zunichst einen Uberblick tiber die zur Verfiigung stehenden
Varianten von aac(6’)-lb zu verschaffen, wurden die 25 positiven Stamme durch
Sequenzierung von aac(6°)-Ib naher charakterisiert. Das Ergebnis ist in Tabelle 3-1, Seite 82
zusammengefasst. 80 % der aac(6°)-Ib-positiven Stamme besallen die mutierte Variante
aac(6°)-1b-cr. Vergleicht man jedoch die Zahl der cr-Varianten (n =20) mit den insgesamt
untersuchten Stammen (n = 183) dieses Kollektivs, so kommt man lediglich auf 10,93 %
aac(6°)-Ib-cr-Varianten. In den Stadmmen, die die mutierte Aminoglykosid-Acetyltransferase
AAC(6°)-Ib-cr besaBen, waren hier mindestens drei chromosomale Mutationen in gyrA bzw.
parC vorangegangen. Eine Ausnahme bildete E. coli GK 2815, hier wurde lediglich eine
Mutation in gyrA gefunden. ParC wurde nicht sequenziert. Die Sequenzierung von parC
wurde im Verlauf der Arbeit auch nicht nachgeholt, da das Ergebnis fir Arbeit nicht
entscheidend war. Die Mutationen an Position 102 und 179 in AAC(6°)-lb-cr wurden in dieser
Untersuchung nur gemeinsam gefunden. Dies wird auch in einer Studie von Robicsek et al.

beschrieben (124). In der Studie von Robicsek et al. wurde aullerdem beschrieben, dass in 6
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von 78 Stammen QnrA in Kombination mit AAC(6°)-lb-cr vorlag, in 36 Stammen wurde
AAC(6")-Ib-cr ohne QnrA gefunden und in 7 Stdmmen wurde AAC(6°)-lb ohne Mutation
entdeckt (124). In der hier durchgefiihrten Studie wurde in keinem der 20 Stimme in denen
AAC(6")-Ib-cr gefunden wurde, QnrA nachgewiesen. Unter den 25 Stadmmen, die ausgewahlt
wurden, da sie positiv auf die Anwesenheit des Gens aac(6°)-lb untersucht wurden und
reduzierte Fluorchinolonempfindlichkeit zeigten (A. Heisig, A. Schnasse, T. Claulien,
unveroffentlicht), wurde QnrA lediglich in den zwei AAC(6")-Ib-wt-Stdmmen und im Stamm

mit AAC(6°)-Ib7 gefunden.

Fiir die Charakterisierung durch MHK-Bestimmung, Erstellung von Plasmidprofilen, sowie
Untersuchung der Mobilitdt der Plasmide wurden die E. coli Stamme GK 2850, mit AAC(6°)-
Ib-wt, GK 2851, mit AAC(6')-1b11, GK 2894, mit AAC(6°)-1b7 und die Stamme GK 2895 sowie
GK 2951, jeweils mit AAC(6°)-Ib-cr ausgewahlt, da jeder dieser Stamme eine andere Variante
des aac(6°)-Ib-Gens besitzt. Es wurden zwei aac(6°)-Ib-cr-positive Stamme (GK 2895, GK
2951) ausgewahlt, da im Verlauf der Arbeit in jedem Fall mit aac(6°)-1b-cr weitergearbeitet
werden sollte, auBerdem schienen diese Stamme interessant, da sie sich durch die Anzahl
der chromosomalen Mutationen in gyrA/parC unterschieden und zusatzlich unterschiedliche
MHK-Werte fir die Aminoglykoside Kanamycin, Gentamicin und Amikacin zeigten, siehe

Tabelle 3-2, Seite 85.

4.1.2 Charakterisierung der ausgewahlten klinischen Isolate

Von den ausgewahlten Stdammen E. coli GK 2850, mit AAC(6')-Ib-wt, GK 2851, mit AAC(6')-
Ib11, GK 2894, mit AAC(6°)-Ib7, GK 2895 sowie GK 2951, jeweils mit AAC(6°)-Ib-cr, konnte mit
Hilfe verschiedener Methoden (Plasmidisolierung nach Toranzo et al. (151), mit und ohne
Ethanolfédllung sowie mittels NucleoBond® Xtra Midi Kit) Plasmidprofile erstellt werden. Alle
Stamme besalRen mehrere Plasmide, siehe Abbildung 3-1, Seite 87. Zur Vereinzelung der
Plasmide und zur gleichzeitigen Lokalisation von aac(6°)-Ib wurden die isolierten Plasmide
anschliefend transformiert bzw. konjugiert. Zum Erstellen eines Plasmidprofils in einem
Agarosegel eignete sich zur Plasmidisolierung die Methode nach Toranzo et al. (151) ohne
Ethanol-Fallung besonders gut, denn hier waren stringente Banden in einer GroRe von ca. 1
kb bis zu 100 kb zu sehen. Dennoch wurden diese Ansdtze nicht zur Transformation

verwendet, da sie noch Phenolreste enthielten. Die Auftrennung der Plasmide aus der
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Isolierung nach Toranzo et al. (151) mit erfolgter Ethanolfallung (Abbildung 3-1, Seite 87)
zeigte, dass die Plasmide nicht mehr bzw. nur noch sehr schwach zu detektieren waren.
Vermutlich gingen die Plasmide wahrend der Ethanolfdllung zum Teil verloren. Zur
Transformation wurden daher die Plasmide aus der Isolierung mit dem NucleoBond® Xtra
Midi Kit verwendet, da hier groflere Mengen Plasmid isoliert werden konnten. Von den fiinf
ausgewahlten und ndher charakterisierten Stdmmen von E. coli GK 2850, GK 2851, GK 2894,
GK 2895, GK 2951 wurden die Plasmide der Stamme GK 2894 (pAAC(6°)-Ib7) und GK 2951
(PAAC(6°)-Ib-cr) erfolgreich in E. coli JIM109 transformiert. Konjugiert werden konnte
lediglich das Plasmid von Stamm GK 2951. Hier wurden keine weiteren Versuche zur
Mobilisation der Plasmide der anderen Stdmme vorgenommen und vom erhaltenen
Transkonjuganden wurde keine weitere Charakterisierung vorgenommen, da zur

Charakterisierung pAAC(6°)-lb-cr bereits in Transformand E. coli pAAC(6°)-1b-cr vorlag.

4.1.2.1 Eigenschaften der Transformanden E. coli JIM109 pAAC(6°)-Ib7 und E. coli JIM109
pAAC(6°)-1b-cr

Durch die Anwesenheit von Plasmid pAAC(6')-Ib-cr stiegen bei Transformand E. coli ]IM109
PAAC(6°)-1b-cr die MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin fur E. coli JM109 um zwei
Stufen an, wahrend die MHK-Werte von Moxifloxacin konstant blieben. Nach
Plasmidisolierung und naherer Analyse verschiedener Transformanden E. coli JM109
PAAC(6°)-1b7 (n = 22) fiel zunachst die unterschiedliche GroRe der Plasmide im DNA-Gel auf
(Abbildung 3-3), denn 21 Transformanden besaBen ein Plasmid der gleichen GroRe
(PAAC(6')-Ib7), ein Transformand ein deutlich kleineres Plasmid (pAAC(6)-Ib7A),
anschlieBend die unterschiedlichen MHK-Werte der Transformanden E. coli JIM109 mit
PAAC(6°)-1b7 bzw. pAAC(6°)-1b7A (Tabelle 3-3). Eine gnrA-spezifische PCR liel8 den Schluss zu,
dass QnrA und AAC(6°)-1b7 auf Plasmid pAAC(6°)-Ib7 zusammen vorlagen. In Stamm E. coli
JM109 pAAC(6°)-Ib7A wurde gnrA nicht nachgewiesen, vermutlich ging gnrA, was als Teil
eines Integrons vorgelegen haben koénnte, durch genetische Umlagerungen, nach der
Transformation in E. coli IM109 verloren. E. coli IM109 pAAC(6°)-Ib7 mit QnrA zeigte erhohte
MHK-Werte von Kanamycin, Gentamicin und Amikacin (aufgrund von AAC(6°)-1b7) sowie
Ciprofloxacin, Norfloxacin und Moxifloxacin (aufgrund von QnrA). Stamm E. coli JM109
PAAC(6')-1Ib7A ohne QnrA zeigte hingegen nur eine Erhohung der MHK von den
Aminoglykosiden Kanamycin, Gentamicin und Amikacin, da dieser nur AAC(6°)-Ib7 besal,

nicht QnrA, was die Resistenz gegentiber Fluorchinolonen vermitteln wiirde.
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Da die Plasmide der Stamme mit den Varianten AAC(6°)-lb (GK 2850) und AAC(6)-Ib11 (GK
2851) nicht vereinzelt werden konnten und alle Varianten von AAC(6°)-lb im gleichen
chromosomalen Hintergrund vorliegen sollten, wurden alle Gene der Varianten in einen
definierten Vektor gebracht und weiter charakterisiert. Begonnen wurde mit der Klonierung

von aac(6’)-1b-cr.

4.1.3 Einfluss des N-Terminus auf die Funktion von AAC(6°)-Ib und Vergleich

der Deletionsmutanten

Da die Klonierung des aac(6°)-Ib-cr-Gens mit seiner eigenen Promotorstruktur, aufgrund der
gescheiterten Sequenzierungsversuche (Direktsequenzierung, vergleiche Abschnitt 3.1.1.3,
Seite 92) der Region stromaufwarts von aac(6°)-Ib-cr sowie der schlielRlich, aufgrund der
Recherche, vermuteten Lokalisation des Gens im Integron, nicht moglich war, wurde aac(6°)-
Ib-cr und spéater auch die anderen Varianten aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-1b7 sowie aac(6°)-1b11
ohne ihren eigenen Promotor, hinter einen durch Isopropyl-1-thio-B-D-Galaktopyranosid

(IPTG) induzierbaren Promotor in das Plasmid pUC19 kloniert.

Ein Vergleich mehrerer veroffentlichter Sequenzen von aac(6°)-Ib-cr/aac(6’)-1b-wt zeigte
(Tabelle 3-5), dass die 5°-Enden von aac(6°)-1b nicht identisch und daher vermutlich auch
nicht funktionsrelevant sind. Da hier das 5°-Ende von aac(6°)-Ib-cr aus E. coli GK 2951
unbekannt war, wurde ein 5 -Primer mit einer HindllI-Schnittstelle konstruiert, der zu Beginn
des , konservierten” Bereichs der verglichenen Sequenzen bindet. Der 3'-Primer, ebenfalls
mit einer Hindlll-Schnittstelle versehen, bindet am 3’-Ende des Gens, sodass schlieflich das
gesamte aac(6°)-Ib-cr-Gen amplifiziert werden konnte. Da am amplifizierten 5’-Ende jedoch
ein Startcodon fehlte und das 5°-Ende vermutlich irrelevant war, wurde aac(6°)-1b-cr
zundachst in frame mit dem lacZ-Gen in pUC19 kloniert und es entstand Plasmid pHPNE19-01
(Abbildung 3-4). Alle pUC19-Derivate wurden mit pHPNE19-XX bezeichnet.

Um zu zeigen, dass die Basen bis zu einem bestimmten Punkt am 5°-Ende tatsachlich fir die
Funktion irrelevant sind, wurden ausgehend von Plasmid pHPNE19-01 unterschiedliche
Varianten des Plasmids hergestellt (vergleiche Abschnitt 3.1.1.4, Seite 95) und verglichen.
Die unterschiedlichen Varianten von Plasmid pHPNE19-01 wurden durch ortsspezifische

Mutagenese (site-specific mutagenesis, SSM-PCR) in einer PCR-Reaktion hergestellt.
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Ausgehend von Plasmid pHPNE19-01 wurde zunachst der Beginn von LacZ (MTMITPSL)
deletiert (pHPNE19-01.1), anschliefend die folgenden 66 bp von aac(6’)-Ib-cr bis zum
nachsten Startcodon ATG (pHPNE19-01.2). In den Plasmiden pHPNE19-01.1a und pHPNE19-
01.1b wurde die Sequenz von lacZ, die sich vor aac(6°)-Ib-cr befand, ATG ACC ATG ATT ACG
CCA AGC TTG (Aminosauren: MTMITPSL) durch ein ATG (Aminosaure: M) bzw. durch ATG
AGC AAC GCA AAA (Aminosauren: MSNAK) ersetzt. Die Basen MSNAK wurden in mehreren
Artikeln, unter anderem in einem Robicsek et al. (124), am 5°-Ende von AAC(6°)-lb-cr
beschrieben und daher ausgewahlt. Die Stdamme E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-01, hier
liegen die Aminosdauren MTMITPSL vor AAC(6°)-lb-cr, mit Plasmid pHPNE19-01.1a, hier ist
lediglich ein Methionin anstelle von MTMITPSL und mit Plasmid pHPNE19-01.1b, welches die
Aminosauren MSNAK anstelle von MTMITPSL besitzt, zeigen fir Ciprofloxacin eine Erhéhung
des MHK-Wertes. Ganz im Gegensatz zu den Stammen E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-
01.1, welches identisch zu pHPNE19-01.1a ist, jedoch ohne ATG und mit Plasmid pHPNE19-
01.2, denn hier steigen die MHK-Werte von Ciprofloxacin nicht an (Tabelle 3-7). In Plasmid
pHPNE19-01.2 wurden die Basen des 5°-Endes bis zum nachsten ATG deletiert. Dieses ATG
befindet sich in einen konservierten Bereich des Enzyms, Motiv C. In Plasmid pHPNE19-01.2
fehlen 21 bp des Motivs C und fiihren so zum Funktionsverlust des Enzyms. E. coli JIM109
pHPNE19-01 und pHPNE19-01.1b zeigen auflerdem von Norfloxacin und Kanamycin eine
Erhohung der MHK-Werte. Die MHK-Werte von Norfloxacin und Kanamycin fiir E. coli JIM109
pHPNE19-01.1a, pHPNE19-01.1 und pHPNE19-01.2 wurden nicht bestimmt.

Die Resistenz, die durch das in pUC19 klonierte aac(6°)-Ib-cr vermittelt wurde, sollte
moglichst mit der natiirlich vermittelten Resistenz von AAC(6°)-Ib-cr vergleichbar sein. Der
Vergleich der MHK-Werte fir die Stamme E. coli JM109 pHPNE19-01, E. coli JM109
pHPNE19-01.1a und E. coli IM109 pHPNE19-01.1b mit den MHK-Werten fir Transformand E.
coli JIM109 pAAC(6')-Ib-cr zeigte, dass die die MHK-Werte von Ciprofloxacin lediglich um 1
Stufe abweichen. Die MHK-Werte von Kanamycin fir E. coli JIM109 pHPNE19-01 und E. coli
JM109 pHPNE19-01.1b sind identisch, sie weichen jedoch um eine Verdiinnungsstufe von E.
coli JM109 pAAC(6°)-lb-cr ab. Eine Abweichung um eine Verdinnungsstufe liegt
normalerweise innerhalb des Fehlers der Methode der MHK-Bestimmung durch
Mikrodilution. Eine weitere Moglichkeit als Grund fiir die Abweichungen waren die

individuellen regulatorischen Regionen stromaufwarts von aac(6°)-1b-cr. In pUC19 wird die
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Expression von AAC(6°)-1b-cr durch den Promotor Plac reguliert (101, 173). In pAAC(6°)-Ib-cr
aus E. coli GK 2951 liegt das agac-Gen moglicherweise als Genkassette in einem Integron
(Klasse | Integron) vor, so wurde es von Ruiz et al. bereits beschrieben (131). AAC(6)-Ib-cr
wird dann Uber einen zentralen Genkassetten-Promotor Pc bzw. P, exprimiert wird. Dabei
richtet sich das Transkriptionsniveau nach der Position der Genkassette innerhalb des
Integrons (34, 77). Ein weiterer Unterschied der Plasmide ist die Anzahl der Kopien in einer
Zelle. Denn wahrend von pUC19, iber 1000 Kopien pro Zelle vorliegen (47) (high-copy),
liegen von nattirlich vorkommenden Megaplasmiden nur 1-2 Kopien pro Zelle vor (low-copy).
Die von Robicsek et al. veréffentlichten MHK-Werte eines Stammes mit AAC(6°)-1b-cr zeigen
ebenfalls eine Erhohung um zwei Verdiinnungsstufen von Norfloxacin (124), wie auch bei
den Plasmiden pAAC(6°)-Ib-cr, pHPNE19-01, sowie pHPNE19-01.1b und eine Erhéhung um
eine bzw. zwei Verdinnungsstufen von Ciprofloxacin (124), wie auch bei den Plasmiden

pPAAC(6°)-1b-cr, pHPNE19-01, pHPNE19-01.1b, sowie pHPNE19-01.1a.

Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung der Stamme E. coli JM109 mit den Plasmiden JM109
PHPNE19-01 (N-terminal: MTMITPSL), pHPNE19-01.1 (ohne MTMITPSL), pHPNE19-01.1a (N-
terminal: M statt MTMITPSL), pHPNE19-01.1b (N-terminal: MSNAK statt MTMITPSL) und
pHPNE19-01.2 (N-terminal: ATG in Motiv C) bestdtigen die These, die bei einem Vergleich
der N-Termini (5-Enden) verschiedener veroffentlichter Sequenzen von AAC(6°)-1b und
Varianten nahe lag, dass der N-Terminus flexibel und daher nicht ausschlaggebend fiir die
Funktion von AAC(6')-Ib ist. Das der N-Terminus von AAC(6°)-Ib hochflexibel ist, wurde
bereits von Bonomo et al. beschrieben (18). Solche Unterschiede koénnen durch
Umgestaltung innerhalb des Integrons entstehen (23). Lediglich ein ATG ist entscheidend
sowie ein intaktes Motiv C, welches vom 5’- zum 3’-Ende gesehen, das erste der vier Motive

ist (siehe 1.3, Seite 13).

Fiir einen Vergleich der Eigenschaften und fiir nachstehende Versuche, wurden die Gene
aac(6’)-1b-wt, aac(6°)-1b7 und aac(6°)-1b11 nach dem gleichen Prinzip wie zur Herstellung von
pHPNE19-01.1b (aac(6°)-1b-cr) kloniert und mittels SSM-PCR die Basen fiir die Aminosauren
MTMITPSL durch die Basen fiir die Aminosdauren MSNAK ersetzt. Die entstandenen Plasmide
pHPNE19-05.1 (aac(6°)-Ib-wt), pHPNE19-06.1 (aac(6°)-1b7) und pHPNE19-07.1 (aac(6°)-1b11)
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sowie pHPNE19-01.1b (aac(6°)-Ib-cr), waren daher bis auf die jeweils charakteristische/n

Mutation/en identisch und standen ebenfalls unter Kontrolle des Promotors Plac.

4.1.4 Einfluss der Varianten aac(6°)-Ib-wt, aac(6°)-Ib7 und aac(6°)-1b11 auf
die Empfindlichkeit

Die MHK-Werte von Kanamycin fir die Stamme E. coli IM109 mit den Plasmiden pHPNE19-
05.1 (aac(6’)-Ib-wt), pHPNE19-06.1 (aac(6°)-Ib7) und pHPNE19-07.1 (aac(6°)-Ib11) stiegen
deutlich an, wahrend die MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin nicht anstiegen. Die
MHK-Werte von Transformand E. coli JM109 pAAC(6°)-Ib7 und von E. coli IM109 pHPNE19-
06.1 mit dem in pUC19 klonierten aac(6°)-Ib7 waren beziiglich Amikacin, Gentamicin und
Kanamycin vergleichbar, denn die MHK-Werte von Amikacin und Kanamycin wichen lediglich
um eine Verdiinnungsstufe voneinander ab, die Werte flir Gentamicin waren identisch. Auch
hier sollte die Vermittlung der Resistenz durch AAC(6°)-Ib7 von pUC19 moglichst der
naturlich vermittelten Resistenz von AAC(6)-Ib7 entsprechen. Fir die Enzyme AAC(6")-1b-wt
und AAC(6')-Ib11 konnten diese Vergleiche nicht angestellt werden, da in diesen Féllen das
Megaplasmid nicht Ubertragen werden konnte und es somit keinen Vergleichsstamm gab
(3.1.1.2.3, Seite 88).

Die Varianten aac(6°)-lb-wt, aac(6)-Ib7 und aac(6')-lb11 zeigen ein bestimmtes
Substratprofil von Amikacin und Gentamicin, was bereits von Casin et al. naher dargestellt
wurde (23). Der tabellarische Vergleich der MHK-Werte von Casin et al. und der MHK-Werte

dieser Arbeit fasst die Unterschiede zusammen, siehe Tabelle 4-1.

Tabelle 4-1 Vergleich der MHK-Werte von Casin et al. (23) mit den gemessenen MHK-Werten dieser

Arbeit von Gentamicin und Amikacin.

Typ Aminosaureposition Gentamicin MHK-Wert Amikacin MHK-Wert
116/117 (ng/ml) (ng/ml)
Casin et al. diese Arbeit Casinetal. diese Arbeit
AAC(6')-Ib-wt  Q/L 0,5 0,25 16 4
AAC(6)- Q/s 2/4 2 1/2/(4) 1-2
1b7/(8)
AAC(6°)-1b11 L/S (4)/8/(16) 2 (8)/16/(32) 4

Wahrend die MHK-Werte von Gentamicin und Amikacin fur E. coli JM109 pHPNE19-06.1

bzw. pAAC(6')-Ib7A (AAC(6°)-Ib7) und pHPNE-07.1 (AAC(6°)-l1b11) und die MHK-Werte von
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Gentamicin fiir E. coli IM109 pHPNE-05.1 (AAC(6°)-lb-wt) mit den Werten von Casin et al.
vergleichbar sind (+ eine Verdinnungsstufe), weichen die MHK-Werte von Amikacin fir E.
coli IM109 pHPNE-05.1 um zwei Verdiinnungsstufen ab.

Die Abweichungen der MHK-Werte konnen auch hier auf den unterschiedlichen
Expressionsstarken der Promotoren beruhen. Wahrend die Expression des aac(6°)-Ib-cr-Gens
in den von pUC19 abstammenden Plasmiden vom Plac-Promotor reguliert wird, stehen die
Gene in den von Casin et al. verwendeten Plasmiden unter der Kontrolle eines Pant-
Promotors (aac(6°)-1b7/8) bzw. unter der Kontrolle ihrer natiirlichen regulierenden Region

(23).

4.1.5 Ortsgerichtete Mutagenese von AAC(6)-Ib-wt und Varianten

Von AAC(6°)-lb-wt existiert die Variante AAC(6°)-1b-cr, bei der durch zwei Punktmutationen
zwei Aminosduren (W102R/D179Y) ausgetauscht sind, wodurch Fluorchinolone mit
unsubstituiertem  C7-Piperazinylrest, wie Ciprofloxacin und Norfloxacin neben
Aminoglykosiden acetyliert werden. Im nachfolgenden sollte untersucht werden, ob es
moglich ist von den Varianten AAC(6°)-Ib7 und AAC(6°)-Ib11, die im Vergleich zu AAC(6°)-lb-
wt sich durch eine Mutation bzw. Mutationen an den Positionen 117 bzw. 116/117
unterscheiden und ein verandertes Substratspektrum von Gentamicin und Amikacin zeigen,
eine AAC(6°)-Ib-cr-analoge Variante zu erzeugen? Bewirkt bereits eine Veranderung in einer
der beiden Positionen, 102 oder 179, eine Erhohung der MHK von Ciprofloxacin oder

Norfloxacin, oder kann dadurch die Funktion des Enzyms beeintrachtigt werden?

Um diese Frage zu kldaren, wurden in die Plasmide pHPNE19-05.1, pHPNE19-06.1 und
pHPNE19-07.1 zunichst jeweils eine der beiden Mutationen, anschliefend beide
Mutationen eingefiihrt (3.1.2.1, Seite 104). Danach wurde die Empfindlichkeit von
Kanamycin, Ciprofloxacin und Norfloxacin fir E. coli IM109 mit den erhaltenen Plasmiden
bestimmt.

Die Stamme mit den hergestellten Plasmiden pHPNE19-05.1a (AAC(6')-1b-102), pHPNE19-
05.1b (AAC(6°)-1b-179), pHPNE19-06.1a (AAC(6°)-Ib7-102), pHPNE19-06.1b (AAC(6')-b7-
179), pHPNE19-06.1c (AAC(6')-Ib7-cr), pHPNE19-07.1a (AAC(6')-1b11-102), pHPNE19-07.1b
(AAC(67)-1b11-179) und pHPNE19-07.1c (AAC(6°)-lIb11-cr) besalRen eine Erhéhung der MHK

von Kanamycin im Vergleich zum Referenzstamm E. coli JIM109 mit bzw. ohne pUC19, was
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zeigte das die Enzyme funktionsfahig waren. Jedoch zeigten nicht alle Varianten eine
Erhohung der MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin. Abbildung 4-1 fasst die Erhohung der

Verdiinnungsstufen von Ciprofloxacin und Norfloxacin der getesteten Stimme zusammen.

Vergleich der Erhohung der Verdiinnungsstufen

W Erhohung der Verdiinnungsstufen von Ciprofloxacin

m Erhdhung der Verdlnnungsstufen von Norfloxacin

Verdiinnungsstufe/n

fiir Stamm E. coli IM109 mit

Abbildung 4-1 Darstellung der Erh6hung der Verdiinnungsstufen der Stamme E. coli JM109 mit
AAC(6")-1b-wt-179, AAC(6°)-Ib7-cr, AAC(6°)-1b11-102, AAC(6°)-Ib11l-cr und AAC(6°)-Ib-cr gegeniiber
E. coli J]IM109 mit bzw. ohne pUC19.

Die Varianten AAC(6°)-1b7-cr, AAC(6°)-1b11-102 und AAC(6°)-lIb11-cr zeigten eine Erhéhung
der MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin um eine Verdiinnungsstufe. AAC(6")-lb-
179 zeigte jedoch nur eine Erhéhung um eine Verdiinnungsstufe von Ciprofloxacin und keine
Erhohung von Norfloxacin. Von Robicsek et al. wird hier eine Erhohung der MHK von
Ciprofloxacin von zwei Verdinnungsstufen beschrieben (124). Die Varianten AAC(6")-1b-wt-
102, AAC(6°)-1b7-102, AAC(6°)-1b7-179 und AAC(6°)-1b11-179 zeigten keine Erhdhung der

MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin.

Obwohl in E. coli IM109 alle rekombinanten Plasmide Resistenz gegeniber Kanamycin

vermittelten, wichen die Werte der mutierten Varianten teilweise von ihrem jeweiligen

,Wildtyp” ab. Abbildung 4-2 zeigt die Erhéhung der Verdiinnungsstufen von Kanamycin fiir
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die untersuchten Stamme, jeweils ermittelt im Vergleich zu E. coli IM109 mit bzw. ohne

pUC19.
Vergleich der Erhohung der Verdiinnungsstufen
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Abbildung 4-2 Darstellung der Erh6hung der Verdiinnungsstufen der hergestellten Stamme E. coli
JM109 mit AAC(6°)-Ib-wt, AAC(6°)-1b-102, AAC(6°)-Ib-179, AAC(6°)-Ib-cr, AAC(6°)-1b7, AAC(6°)-Ib7-
102, AAC(6°)-1b7-179, AAC(6°)-Ib7-cr, AAC(6°)-Ib11, AAC(6')-1b11-102, AAC(6°)-1b11-179 und
AAC(6°)-Ib11-cr gegeniiber E. coli IM109 mit bzw. ohne pUC19. Die Markierung zeigt die Stamme,

die eine Erh6hung der Resistenz gegentiber Ciprofloxacin und Norfloxacin zeigten.

Waéhrend sich im Fall von AAC(6°)-1b-102 und AAC(6)-Ib-179 und bei AAC(6")-Ib7-179 und
AAC(6°)-Ib11-179 keine Veranderung der Resistenz einstellte, vermindert sich bei AAC(6°)-
Ib7 und AAC(6°)-Ib11 jeweils mit einem W102R-Austausch (AAC(6°)-1b7-102 und AAC(6')-
Ib11-102) die Resistenz von Kanamycin im Vergleich zum Ausgangsenzym um zwei bzw. um
nur eine Verdidnnungsstufe. Die Variante von AAC(6')-lbl1-cr zeigte wie AAC(6°)-lIb-cr,
lediglich eine Verminderung um eine Verdiinnungsstufe im Vergleich zu AAC(6')-1b11 bzw.
AAC(6")-Ib-wt. Das Enzym AAC(6°)-1b7-cr zeigte eine Verminderung der Resistenz gegeniiber
Kanamycin um vier Stufen im Vergleich zu AAC(6°)-Ib7 und eine Erhohung der MHK von

Ciprofloxacin und Norfloxacin.

Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist in einem Subtyp von AAC(6°)-1b, eine AAC(6°)-
Ib-cr-analoge Variante zu erzeugen. Die Varianten AAC(6°)-1b11-cr, AAC(6°)-1b11-102 und
AAC(6')-Ib-179 sind durchaus funktionell, da sie trotz des erhéhten MHK-Wertes von

Ciprofloxacin, ihre Resistenz gegeniiber Kanamycin nicht verloren haben (Minderung max.

191




Diskussion

um eine Verdiinnungsstufe), wie dies auch bei AAC(6°)-Ib-cr der Fall ist (124). Die Frage ist
daher, kann eine AAC(6°)-lb-cr-analoge Mutation auch in einem anderen Typ AAC(6')-I

entstehen?

4.1.6 Untersuchung von weiteren klinischen Isolaten auf die Anwesenheit
eines anderen Typ AAC(6°)-I

Zur Herstellung eines analogen Typs von AAC(6°)-lb-cr in einem anderen AAC(6")-I-Subtyp,
wurden 28 klinische Isolate mittels PCR auf die Anwesenheit verschiedener AAC(6°)-I-
Subtypen untersucht. In keinem der 28 untersuchten klinischen Isolaten von 1988-1989
wurde die Variante AAC(6°)-lb-cr gefunden (Tabelle 3-11). In den untersuchten Stammen

wurde lediglich AAC(6°)-Ic als weiterer Subtyp von AAC(6°)-1 gefunden.

Durch in silico Analyse der Kristallstruktur eines AAC(6)-I-Subtypen mit dem Enzym AAC(6')-
Ib, sollten im AAC(6°)-I-Subtyp analoge Aminosduren ausgewahlt und durch ortsspezifische
Mutagenese gezielt verandert werden, um eine cr-analoge Variante in einem AAC(6')-I-
Subtyp zu generieren. Da es von AAC(6°)-Ic keine kristallisierte Form fiir einen Vergleich der
Tertidrstruktur mit der Tertidrstruktur von AAC(6°)-lb bzw. AAC(6')-Ib-cr gab, wurde der
Vergleich mit AAC(6)-ly vorgenommen, da hierzu Kristallstrukturen vorlagen. AAC(6°)-ly
wurde freundlicherweise von Dr. M. Vetting, New York, zur Verfligung gestellt. Aac(6')-ly lag

kloniert in pET23 mit sechs C-terminalen Histidinresten vor.

4.1.7 Insilico Analyse von AAC(6°)-lb-wt und AAC(6°)-ly

Die in silico Analyse wurde mit AAC(6')-Ib-wt als Referenzstruktur durchgefiihrt, da es keine
Kristallstruktur von AAC(6)-Ib-cr gibt (160). Die Uberlagerung von AAC(6')-Ib-wt und
AAC(6")-ly zeigte, dass sich die Position von W102 bzw. D179 in AAC(6')-lb-wt mit den
Positionen Y66 bzw. E136 in AAC(6°)-ly Uberlagern (siehe Abbildung 3-11, Seite 111), daher
wurden die Aminosauren Y66 und E136 zur gezielten Einflhrung der Mutation ausgewahlt.
Die Uberlagerung der Tertidrstrukturen der beiden Enzyme zeigte auBerdem, dass die
Aminosaure D115 in AAC(6°)-lb-wt sich nicht an gleicher Position mit D115 in AAC(6)-ly
befindet. In AAC(6")-Ib-wt und AAC(6°)-ly ist die Aminosdure D115 wesentlich fiir die

enzymatische Aktivitat (120, 159). Folglich wurden aufgrund ihrer raumlichen Stellung zu
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D115 in AAC(6°)-ly die Aminosduren W22 und E79 zur gezielten Einfihrung einer AAC(6°)-1b-

cr-analogen Mutation ausgewahlt.

4.1.8 Ortsgerichtete Mutagenese von AAC(6°)-ly

Flr einen Vergleich aller hergestellten Plasmide untereinander, wurde nun auch aac(6°)-ly in
das Plasmid pUC19 kloniert (pHPNE19-08). E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-08 zeigte eine
Erhéhung der MHK von Kanamycin um 3-4 Verdlnnungsstufen im Vergleich zu den
Kontrollen E. coli IM109 mit und ohne pUC19. In E. coli IM83 mit Plasmid pAT711 (aac(6’)-ly
aus Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Enteritidis BM4362 kloniert in pUC19) zeigte
sich im Vergleich zu E. coli JM83 eine Erhéhung des MHK-Wertes von Amikacin um 5
Verdiinnungsstufen (96). Fiir E. coli IM109 mit Plasmid pHPNE19-08 wurden die MHK-Werte

von Amikacin hier leider nicht bestimmt.

Wie bereits unter 3.1.4.1 beschrieben, wurden die Aminosaurepositionen W22, Y66, E79 und
E136 zur gezielten Einfihrung einer AAC(6')-Ib-cr-analogen Mutation ausgewahlt,
anschliefend in pHPNE19-08 eingefiihrt (3.1.5.2, Seite 113) und charakterisiert (3.1.5.3,
Seite 115).

Plasmid pHPNE19-08.09 besitzt mit den Mutationen Y66R und E136Y von der raumlichen
Lokalisation der Aminosduren her betrachtet, die identischen Mutationen wie AAC(6")-Ib-cr
mit W102R und D179Y. Der MHK-Wert sowohl von Kanamycin als auch von Ciprofloxacin
und Norfloxacin fir E. coli JIM109 mit diesem Plasmid stiegen nicht an. Die Stamme E. coli
JM109 mit den Plasmiden pHPNE19-08.02 (Y66R) und pHPNE19-08.05 (E136Y), deren
aac(6’)-ly-Gen jeweils nur eine der beiden Mutationen besitzen, zeigten lediglich eine
Erhohung des MHK-Wertes von Kanamycin um eine bzw. um zwei Verdinnungsstufen im
Vergleich zur Kontrolle E. coli JM109 und ebenfalls keine Erh6hung der MHK-Werte von
Cipro- oder Norfloxacin. In Plasmid pHPNE19-08.04 (E136R), weist AAC(6°)-ly zwar nur eine
Mutation auf, besitzt jedoch zusammen mit Y66 die gleichen Aminosauren wie AAC(6")-ly mit
Y66R/E136Y in pHPNE19-08.09, jedoch mit vertauschten Positionen der Aminosauren (statt
R66/Y136 hier Y66/R136). Auch diese Variante zeigte eine Erhéhung des MHK-Wertes von
Kanamycin um eine Verdiinnungsstufe im Vergleich zu E. coli JM109, allerdings keine

Erhohung der MHK-Werte von Ciprofloxacin und Norfloxacin.
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E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-08.07, welches in AAC(6°)-ly die Mutationen W22R und
E79Y besitzt, die in AAC(6°)-ly zu D115 analog lokalisiert sind wie W102R und D179Y zu D115
in AAC(6°)-Ib-wt, zeigte keine Erhéhung der MHK-Werte von Kanamycin, Ciprofloxacin und
Norfloxacin. E. coli JIM109 mit Plasmid pHPNE19-08.01 (W22R), welches nur eine der beiden
Mutationen besitzt, zeigt eine Erhohung des MHK-Wertes von Kanamycin um eine
Verdiinnungsstufe, jedoch ebenfalls keine Erhéhung von Ciprofloxacin und Norfloxacin. Fir
E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-08.03 (E79Y) wurde ebenfalls keine Erhéhung der MHK-
Werte festgestellt. Drei weitere Plasmide, die ebenfalls die Aminosauren Tyrosin (Y) und
Arginin (R) an den entsprechenden Positionen besitzen, pHPNE19-08.10 (W22R und E136Y),
pHPNE19-08.08 (Y66R und E79Y) und pHPNE19-08.06 (E79Y und E136R), zeigten keine

Erhéhung der MHK der getesteten Antibiotika.

Zusammengefasst zeigten die Daten, dass bereits die Einflihrung einer einzelnen Mutation in
AAC(6°)-ly lediglich zu einer Erhéhung der MHK-Werte von Kanamycin um eine bis zwei
Verdiinnungsstufen flihrte, wahrend die Wildtypform von AAC(6°)-ly eine Erhéhung der MHK
um drei bis vier Verdlnnungsstufen zeigte (Tabelle 3-13). Alle hergestellten
Doppelmutationen sowie die Mutation E79Y zeigten keine Erhéhung der MHK-Werte von
Kanamycin. Um nachzuweisen, dass alle Enzyme exprimiert wurden und die Reduktion der
MHK-Werte von Kanamycin eine Folge der Einfilhrung der Mutationen war, sollte nun die

Expression der Enzyme im SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen werden.

4.1.9 Einfluss der eingefiihrten Mutationen in aac(6°)-ly auf die
Dimerisierung von AAC(6°)-ly

Aufgrund der Ergebnisse der MHK-Bestimmung fiir Kanamycin wurde die Expression der
rekombinanten Enzyme in einem SDS-Polyacrylamidgel Uberpriift. Die Expression aller
rekombinanten Enzyme konnte im SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen werden. Die Banden
lagen in der mit dem Programm Vector NTI berechneten GroRe von ca. 16 kDa. Hierbei war
ein Unterschied in der Starke der Banden zwischen den mit IPTG induzierten und nicht
induzierten Stammen zu sehen (Abbildung 3-13), wahrend die Induktion mit IPTG bei der
Bestimmung der MHK keine Auswirkung zeigte (Tabelle 3-13). Ein Grund hierfiir kbnnte sein,
dass ab einer bestimmten Anzahl von Enzymen limitierende Faktoren einwirken, die, auch

wenn mehr Enzym gebildet wird, die Acetylierung einschranken und somit keine hohere
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Resistenz, daher keinen hoheren MHK-Wert vermitteln. Ein moglicher limitierender Faktor
konnte die Menge des Kofaktors Acetyl-Coenzym A sein, welcher fir die Zelle, nicht nur zur
Acetylierung von Aminoglykosiden zur Verfligung steht. Sicher ist jedoch, dass auch in
Abwesenheit von IPTG die Expression der Enzyme stattfand, mit IPTG konnte die Expression
der Enzyme noch gesteigert werden, jedoch erhoéhte sich dadurch nicht der MHK-Wert. Alle
rekombinanten Enzyme werden exprimiert, obwohl die MHK-Werte von Kanamycin stark
vermindert oder verlorengegangen waren. Im SDS-Polyacrylamidgel wurden die negativ
geladenen, denaturierten Proteine nur nach ihrer monomeren GroRe/Ladung aufgetrennt.
Da AAC(6°)-ly als Dimer funktionsfahig ist (159), entstand Hypothese |, dass die Expression
der Monomere zwar stattfand, die Dimerisierung der Monomere jedoch durch die
eingeflihrten Mutation gestort war. Hierbei ist vor allem von Bedeutung, dass das aktive
Zentrum des Enzyms durch einen langen anionischen Kanal an der Schnittstelle des einem
und des anderen Monomers gebildet wird (159). Fand keine Dimerisierung der AAC(6")-ly-
Monomere statt, so bildete sich kein funktionsfahiges aktives Zentrum und somit fand keine
Acetylierung statt. Eine zweite Hypothese (Hypothese 1I) zur geminderten bzw.
verlorengegangenen Acetylierungsfahigkeit der mutierten Enzyme war, dass die
eingeflihrten Mutationen selbst, die verschiedenen Wechselwirkungen und Bindungen die
zur Bildung des terndaren Komplexes aus Enzym, Substrat und Kofaktor fihrten, storten, was
bereits die verminderte Resistenz der Einzelmutationen zeigte, sodass bei einer
Doppelmutation keines der getesteten Antibiotika mehr gebunden und acetyliert werden
konnte. Denn die aromatischen Ringe von W22 und Y66" liegen ober- und unterhalb des
gebundenen Aminoglykosids und die Amino- und Hydroxylgruppen des primaren und
zentralen Desoxystreptamin-Rings sind in direktem Kontakt mit den Carboxylseitenketten
von E79, D115 und E136" (vergleiche 1.3.6.1) (159). Um monomere und dimere Formen der
rekombinanten AAC(6°)-ly-Enzyme unterscheiden zu konnen, sollten in einer nativen

Gelelektrophorese die Enzyme in ihrer Quartarstruktur aufgetrennt werden.

Die Darstellung und ldentifizierung der rekombinanten Enzyme im SDS-Polyacrylamidgel
beruhte lediglich auf der Grof3e der Enzyme und auf einem Vergleich zwischen induziertem
und nicht induziertem Expressionszustand, was im nativen Polyacrylamidgel schwer
funktionieren wiirde. Deshalb wurden die ausgewdhlten Mutationen in pET23::aac(6')-ly

eingefuhrt (Abschnitt 3.1.5.4) und mit dem C-terminalen Ende aus sechs Histidinresten
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fusioniert, so dass diese Proteine spezifisch mit Hilfe eines Anti-His (Cterm)/AP Antikorper im
Western Blot nachgewiesen werden konnten. Abbildung 4-3 zeigt zunachst vergleichend die
Erhéhung der MHK-Werte von Kanamycin in Verdiinnungsstufen fiir die rekombinanten
Enzyme der pUC19- und der pET23-Derivate in E. coli IM109 bzw. E. coli BL21 (DE3), jeweils
im Vergleich zu E. coli IM109 bzw. E. coli BL21 (DE3) ohne Plasmid. Es sind lediglich die
Varianten dargestellt, die eine Erhohung der MHK zeigten. Alle pUC19-Derivate wurden hier
als pHPNE19-XX bezeichnet, wahrend die pET23-Derivate als pHPNE23-XX bezeichnet

wurden.
Vergleich der Erh6hung der Verdinnungsstufen
B Kanamycin B Kanamycin+IPTG
55
- AAC(6')-ly mit | AAC(6°)-ly mit | AAC(6)-ly mit | AAC(6')-ly mit
W22R Y66R E136R 3 E136Y
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Abbildung 4-3 Die Grafik zeigt vergleichend die Erhohung der MHK-Werte von Kanamycin in
Verdiinnungsstufen fiir die rekombinanten Enzyme der pUC19- und der pET23-Derivate in E. coli
JM109 bzw. E. coli BL21 (DE3), jeweils im Vergleich zu E. coli ]IM109 bzw. E. coli BL21 (DE3) ohne
Plasmid.

Wie auch in den pUC19-Derivaten, zeigten alle Doppelmutanten sowie pHPNE23-3 mit dem
Austausch E79Y keine Erhéhung der MHK-Werte von Kanamycin. Fiir alle hergestellten
rekombinanten Enzyme der pET23-Derivate kann ebenfalls keine Erhohung der MHK-Werte
von Ciprofloxacin und Norfloxacin ermittelt werden. E. coli BL21 (DE3) mit Plasmid
pET23::aac(6’)-ly (AAC(6°)-ly-Hisg) und E. coli IM109 pHPNE19-08 (AAC(6°)-ly) zeigten im
Vergleich mit E. coli BL21 (DE3) bzw. E. coli JM109 die gleiche Erhohung der MHK von

Kanamycin (+ eine MHK-Stufe). Die sechs C-terminalen Histidinreste nahmen keinen Einfluss
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auf die Aktivitat von AAC(6°)-ly. E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-1 und E. coli JM109 pHPNE19-
08.01, beide mit einem W22R Austausch in AAC(6°)-ly, sowie E. coli BL21 (DE3) pHPNE23-5
und E. coli JM109 pHPNE19-08.05, beide mit einem E136Y Austausch in AAC(6°)-ly, zeigten
im Vergleich mit E. coli BL21 (DE3) bzw. E. coli JIM109 die gleiche Erhohung der MHK von
Kanamycin (+ eine MHK-Stufe). Fur E. coli JIM109 pHPNE19-08.02 im Vergleich mit E. coli
BL21 (DE3) pHPNE23-2 und fir E. coli IM109 pHPNE19-08.04 im Vergleich mit E. coli BL21
(DE3) pHPNE23-4 war ein Unterschied von ein bis zwei Verdiinnungsstufen zu detektieren.
Wobei der Unterschied von zwei Verdiinnungsstufen lediglich bei den mit IPTG induzierten
Stammen zu sehen ist. Betrachtet man jedoch nur die MHK-Werte der induzierten und nicht
induzierten Expression eines Stammes, so liegt der Unterschied bei maximal einer
Verdiinnungsstufe.

Die Gegenlberstellung der Erhohung der MHK-Werte von Kanamycin fir die jeweils gleichen
rekombinanten Enzyme der pUC19 bzw. der pET23-Derivate wurde hier durchgefihrt, um
die Ergebnisse des nativen Polyacrylamidgels und des Western Blots fiir die pUC19-Derivate
anwenden zu konnen. Die sechs Histidinreste der exprimierten Enzyme der pET23-Derivate
konnten fir die folgende Untersuchung nicht entfernt werden, da diese zur Detektion durch

den Anti-His (Cterm)/AP Antikorper bendtigt wurden.

Die Expression der rekombinanten Enzyme (induziert/nicht induziert) wurde zunachst im
SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen, bevor die Proteine in einem nativen Gel aufgetrennt
und im durch Western Blot lokalisiert wurden. Um einen Vergleich der Proben der beiden
Gele zu schaffen, wurde vor Isolierung der denaturieren und der nativen Proben der
entsprechende Stamm bis zu einer bestimmten optischen Dichte angezogen und geteilt,
sodass eine Halfte induziert werden konnte, die andere Halfe uninduziert blieb.
AnschlieBend wurden die induzierte und die nicht induzierte Probe nochmals geteilt um

jeweils Proteine in nativer und in denaturierter Form isolieren zu kénnen.

SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

In SDS-Polyacrylamidgel konnten die rekombinanten Enzyme aller E. coli BL21 (DE3) Stamme
mit den Plasmiden pHPNE23-1 bis pHPNE23-5 im SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen
werden (Abbildung 3-14). Hier war jedoch im Gegensatz zu den pUC19-Derivaten kein

Unterschied in der Starke der Banden der induzierten und nicht induzierten Expression der
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Proteine zu beobachten. Stamm E. coli BL21 (DE3) ohne Plasmid zeigt, wie erwartet, keine
Bande bei der ermittelten GroRe von ca. 17 kDa. Ebenso wie bei den pUC19-Derivaten
wurden alle rekombinanten Proteine der pET23-Derivate exprimiert, obwohl die MHK-Werte
im Vergleich zu E. coli BL21 (DE3) teilweise unverdandert oder nur leicht erhdoht waren
(Tabelle 3-14).

Im Western Blot des SDS-Polyacrylamidgels wurde auf der gleichen Hohe der kraftigen
Banden des SDS-Polyacrylamidgels mit dem Anti-His (Cterm)/AP Antikorper ein Signal
detektiert, wobei hier pro Stamm eine breite und eine schmale Bande zu sehen war. Im Fall
der schmalen Bande war zwischen induzierten und nicht induzierten Stammen ein deutlicher
Unterschied in der Starke der Banden zu sehen, wadhrend bei der breiten Bande der
Unterschied nur sehr gering war (Abbildung 3-15). Der verwendete Antikérper bindet
spezifisch sechs C-terminale Histidinreste eines Proteins. Da hier neben den bereits
erwahnten Signalen keine weiteren Signale auf der Membran detektiert wurden und auch
der Stammhintergrund (E. coli BL21 (DE3), Negativkontrolle) kein Signal zeigte, war davon
auszugehen, dass das detektierte Signal AAC(6°)-ly-Hisg-spezifisch sein musste. Plasmid
pET23::aac(6')-ly wurde bereits erfolgreich in einer Studie von Vetting et al. hergestellt und
verwendet (159). Alle hergestellten Derivate pHPNE23-XX entstammten diesem Plasmid

sodass eine Positivkontrolle hier nicht verwendet wurde.

Native Gelelektrophorese und Western Blot

Das native Gel zeigte bei allen Stammen kraftige Banden in unterschiedlicher Hohe. Alle
Banden waren jedoch wenig definiert, eher diffus (Abbildung 3-16 (A)). Im Western Blot des
nativen Polyacrylamidgels wurden Banden mit dem Anti-His (Cterm)/AP Antikorper
detektiert, sie entsprachen der Hohe der kraftigen diffusen Banden im nativen Gel
(Abbildung 3-16 (B)). Grundsétzlich befanden sich im Hintergrund des Western Blots des
nativen Polyacrylamidgels unspezifische Signale, die im Western Blot des SDS-Gels nicht zu
finden waren. Die weitere Betrachtung des Western Blot zeigte aulRerdem, dass vom
Wildtyp-Protein (aus pET23::aac(6°)-ly) sowie den Proteinen, die jeweils nur eine einzelne
Mutation besaflen, deutlich stirkere Banden entstanden, als von den AAC(6°)-ly-Hisg-
Proteinen mit einer Doppelmutation. Im Western Blot des nativen Polyacrylamidgels war ein
weiteres Signal bei dem WT-Protein sowie bei den Proteinen mit den Einzelmutationen

Y66R, E79Y, E136R oder E136Y zu sehen. Dieses Signal konnte ebenfalls bei den doppelt-
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mutierten Proteinen E79Y/E136R und Y66R/E136Y detektiert werden. Die Banden waren
jedoch nicht auf der gleichen Hohe. Es kdonnte sich hierbei um Abbauprodukte der Enzyme

handeln, da kein Proteaseinhibitor zugesetzt wurde.

In einem nativen Polyacrylamidgel werden die Proteine nach ihrer bestehenden Ladung
aufgetrennt (137). Dabei hdngt das Laufverhalten vom isoelektrischen Punkt (IEP) des
Proteins und der Wahl des pH-Wertes des Puffers ab. Hier wurde ein Puffer mit einem pH-
Wert von 8,3 verwendet. Die mit Vector NTI ermittelten IEP der Enzyme sind in Tabelle 4-2

zusammengefasst.

Tabelle 4-2 Zusammenfassung der mit Vector NTI ermittelten isoelektrischen Punkte (IEP) der
hergestellten Enzyme und der Wildtyp-Form von AAC(6°)-ly-Hise, jeweils als Monomer und als

Dimer.

Plasmid Mutation/en IEP-Monomer-Hisg IEP-Dimer-Hisg
pET23::aac(6’)-ly - 6,7 6,72
pHPNE23-1 W22R 6,96 7,0
pHPNE23-2 Y66R 6,96 7,0
pHPNE23-3 E79Y 6,96 7,0
pHPNE23-4 E136R 7,38 7,52
pHPNE23-5 E136Y 6,96 7,0
pHPNE23-3a E79Y/E136R 8,0 8,27
pHPNE23-3b W22R/E79Y 7,38 7,52
pHPNE23-2a Y66R/E79Y 7,38 7,52
pHPNE23-2b Y66R/E136Y 7,38 7,52
pHPNE23-1a W22R/E136Y 7,38 7,52

Ausgehend davon, dass die von den Plasmiden pET23::aac(6')-ly, pHPNE23-1, pHPNE23-2,
pHPNE23-4 und pHPNE23-5 kodierten Enzyme AAC(6")-ly-wt-Hisg, sowie AAC(6°)-ly-Hisg mit
der Mutation W22R, Y66R, E136R oder E136Y als funktionsfahige Dimere vorlagen, da diese
in E. coli BL21 (DE3) einen erhohten MHK-Wert von Kanamycin zeigten, so entsprachen die
isoelektrischen Punkte den Werten 6,72, 7,0, 7,0, 7,52 bzw. 7,0 (vergleiche Tabelle 4-2, IEP-
Dimer-Hisg sowie Abbildung 4-4, Spuren 1-3 sowie 5 und 6). AAC(6°)-ly-Hisg mit der Mutation
E79Y, welches als Dimer einen ermittelten IEP von 7,0 hatte, lief hier etwas weiter als

AAC(6°)-ly-Hisg mit der Mutation W22R, Y66R oder E136Y, die als Dimer ebenfalls einen IEP
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von 7,0 hatten. AAC(6°)-ly-Hisg mit der Mutation E79Y lief jedoch nicht auf der gleichen Hohe
wie die Wildtyp-Form von AAC(6°)-ly-Hisg mit einem IEP von 6,72. Da von AAC(6")-ly-Hisg mit
E79Y auch keine Erhéhung der MHK von Kanamycin festgestellt werden konnte, war davon
auszugehen, dass der IEP bei 6,96 lag und AAC(6')-ly-His¢ mit der Mutation E79Y als
Monomer vorlag (vergleiche Abbildung 4-4, Spur 4). AAC(6°)-ly-Hisg mit der Doppelmutation
E79Y/E136R hatte als Dimer einen IEP von 8,27, als Monomer einen IEP von 8,0. Die
detektierte Bande lief etwas hoher als die Bande von AAC(6°)-ly-Hisg mit der Mutation E136R
(IEP = 7,52), sodass hier ebenfalls aufgrund der MHK-Werte von Kanamycin davon
ausgegangen werden konnte, dass AAC(6°)-ly mit E79Y/E136R einen IEP von 8,0 besitzt und
als Monomer vorlag (vergleiche Abbildung 4-4, Spur 7). AAC(6°)-ly-Hisg mit E136R hatte als
funktionierendes Dimer einen IEP von 7,52, daher hatten die Doppelmutanten AAC(6°)-ly-
Hisg mit den Mutationen W22R/E79Y, Y66R/E79Y, Y66R/E136Y oder W22R/E136Y keinen IEP
von ebenfalls 7,52 haben kdnnen, da die Enzyme im nativen Gel etwas weiter liefen, als die
von AAC(6°)-ly-Hisg mit E136R. Diese Enzyme liefen jedoch ebenfalls nicht auf der Hohe der
Banden der Enzyme mit einem IEP von 7,0, sodass aufgrund der MHK-Werte von Kanamycin
davon ausgegangen werden konnte, dass die Enzyme AAC(6°)-ly-Hisg¢ mit den Mutationen
W22R/E79Y, Y66R/E79Y, Y66R/E136Y oder W22R/E136Y mit einem IEP von 7,38 als
Monomere vorlagen (vergleiche Abbildung 4-4, Spur 8-11). Von AAC(6')-ly-His¢ mit den
Mutationen W22R/E79Y wurde eine weitere Bande, oberhalb der zuvor beschriebenen
Bande detektiert. Diese lief in dhnlicher Hohe, wie die detektierte Bande von AAC(6°)-ly-Hise
mit der Doppelmutation E79Y/E136R. Eine dhnliche Bande in vergleichbarer Hohe war auch
bei den Enzymen AAC(6°)-ly-wt-Hisg, sowie bei AAC(6°)-ly-Hisg mit der Mutation Y66R bzw.

E79Y zu sehen. Worum es sich hierbei handelt war nicht bekannt.
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Abbildung 4-4 Darstellung des Western Blots des nativen Gels der Proteine von E. coli BL21 (DE3)
pET23::aac(6°)-ly, pHPNE23-1, pHPNE23-2, pHPNE23-3, pHPNE23-4, pHPNE23-5, pHPNE23-33,
pHPNE23-3b, pHPNE23-2a, pHPNE23-2b und pHPNE23-1a mit Angabe des isoelektrischen Punktes
(IEP) und der eingefiihrten Mutation. IEP der Monomere in Rot, IEP der Dimere in WeiB bzw.

Schwarz.

Es konnte gezeigt werden, dass die Position W22, Y66, E79 und E136 eine entscheidende
Rolle in der Funktion von AAC(6°)-ly bzw. AAC(6°)-ly-Hisg sowie fiir die Dimerisierung spielen.
Eine einzelne Mutation an Position W22, Y66 oder E136 in AAC(6)-ly-Hisg fiihrte nicht zum
volligen Funktionsverlust des Enzyms, sondern lediglich zu einer Minderung der Funktion,
wdahrend eine einzelne Mutation an Position E79 in AAC(6°)-ly-Hise sowie die hergestellten
Doppelmutationen zum kompletten Verlust der Funktion fiihrte. Die aromatischen
Aminosauren W22 und Y66 befinden sich oberhalb bzw. unterhalb des Aminoglykosids (159).
An Position 22 dnderte sich die Aminosadure von einem aromatisch, unpolaren Tryptophan
(W) zu einem basischen Arginin (R) mit einer Guanidinfunktion, die bei neutralem pH-Wert
Uberwiegend protoniert vorliegen wiirde. An Position 66 dnderte sich die Aminosdure von
einem polaren, aromatischen und neutralen Tyrosin (Y) ebenfalls in ein basisches,
Uberwiegend protoniert vorliegendes Arginin (R). Die Carboxylseitenketten der Aminosauren
E79 und E136 (saure Aminosauren) bilden eine lonenbindung mit den Aminogruppen oder
ein polare Bindung mit den Hydroxylgruppen des primdren und zentralen Desoxystreptamin-
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Rings wodurch die negative Ladung des aktiven Zentrums entsteht (159). An Position 79 bzw.
136 andern sich die Aminosauren von einer sauren Glutaminsaure (E) in ein polares und
aromatisches Tyrosin (Y) bzw. an Position 136 zusatzlich in ein basisches Arginin (R). Von
keiner der Aminosduren W22, Y66, E79 und E136 ist eine Funktion fiir die Dimerisierung

bekannt.

Fir diese Untersuchung sollte die theoretische Mdglichkeit fur die Entstehung der oben
genannten Mutationen in vivo nicht auBer Acht gelassen werden. Dazu wurden die
Veranderungen der Tripletts betrachtet. An Position 22 wurde aus einem Tryptophan ein
Arginin (W22R), wie auch in AAC(6)-Ib-cr an Position 102 (W102R), dazu war hier nur eine
Punktmutation im notwendig, TGG (Trp) W = CGG (Arg) R. Auch fur den Austausch D179Y in
AAC(6°)-Ib-cr war nur eine Punktmutation notig. An den Positionen 66, 79 und 136 waren
mindestens zwei Punktmutationen im Triplett notwendig um die gewilinschte Verdnderung
zu erzielen. Im Fall des Austauschs von E79Y und E136Y bestand sogar die Mdglichkeit der
Entstehung eines Stopcodons um die gewiinschte Mutation zu erzielen. Dadurch sank

theoretisch die Wahrscheinlichkeit fiir eine solche Mutation in vivo.

Da die gezielte Einfliihrung einer AAC(6°)-lb-cr-analogen Mutation in AAC(6°)-ly hier nicht
gelang, wurde aus diesem Grund zunéachst versucht, durch Zufallsmutagenese Error-prone

PCR, eine AAC(6°)-lb-cr-analoge Variante zu erzeugen.

4.1.10 Zufallsmutagenese mittels Fehler verursachender PCR

Begonnen wurde mit der Error-prone PCR von aac(6°)-Ib-wt (vergleiche Abschnitt 3.1.6.1.1,
Seite 125). Die EP-PCR von aac(6°)-Ib-wt diente in erster Linie als Test fuir die EP-PCR von
aac(6’)-ly und zur Etablierung der Bedingungen fiir den PCR-Ansatz, denn es sollten zwar
Basenaustausche eingefiihrt werden, jedoch nicht zu viele. Die MHK-Werte von Kanamycin
und Norfloxacin wurden fiir die Transformanden mit den Fragmenten aus der EP-PCR
bestimmt. Norfloxacin wurde gewahlt, da Norfloxacin im Vergleich zu Ciprofloxacin eine
Erhohung der MHK um mindestens ein bis zwei Verdinnungsstufen (bei AAC(6°)-1b-cr im

Vergleich zu AAC(6")-1b-wt) zeigte.
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Unter den nach einer Vorauswahl anhand der MHK-Werte ndher untersuchten 31
Transformanden mit den Fragmenten aus der EP-PCR von aac(6°)-Ib-wt befand sich kein
Stamm der eine Erhéhung der MHK von Norfloxacin aufwies. Dessen ungeachtet wurden die
Transformanden aufgrund der MHK-Werte von Kanamycin und Norfloxacin in elf Gruppen
eingeteilt und die Stamme E. coli JIM109 EP-2-33, EP-2-28 sowie EP-3-54 und EP-3-53
beispielhaft sequenziert, um zu bestimmen, wie viele Mutationen sich durchschnittlich bei
den gewahlten unterschiedlichen EP-PCR-Ansdtzen ereigneten. Die Stamme E. coli JIM109 EP-
2-33 und EP-2-28 entstammten der pUC19 Ligation mit den Insertionen des PCR-Ansatzes,
dem 0,05 mM Manganchlorid (MnCl;) hinzugefiihrt wurde, die Insertionen von E. coli JM109
EP-3-54 und EP-3-53 entstammen dem PCR-Ansatz mit 0,1 mM Manganchlorid.

E. coli IM109 EP-2-33 (Gruppe 6) dessen Kanamycin MHK-Wert bei 2 pug/ml lag, besal funf
Mutationen (Y37STOP, W49STOP, L58H, G125G, F192F), darunter nonsense- oder silent-
Mutationen sowie eine Insertion (+ATAAGCTT). Da die erste Mutation bereits zu einem
Stopcodon fiihrte, waren die nachfolgenden im Leserahmen festgestellten Mutationen
sowie die Insertion bedeutungslos. Ein MHK-Wert von Kanamycin von 2 pg/ml, was einer
Erhohung um zwei Verdinnungsstufen im Vergleich zu E. coli IM109 entsprach, ist hierbei
nicht zu erkldren. E. coli JM109 EP-2-28 (Gruppe 11), dessen Kanamycin MHK-Wert mit 64
ug/ml identisch mit dem fir E. coli IM109 pHPNE19-05.1 war (32-64 pg/ml), besal drei
Mutationen (S43A, K126R, Q190R), die jedoch keinen Einfluss auf die Acetylierung von
Kanamycin nahmen. E. coli JM109 EP-3-54 (Gruppe 9) besall einen MHK-Wert von
Kanamycin von 16 pg/ml, was einer Erhohung um funf Verdiinnungsstufen im Vergleich zu E.
coli JM109 entsprach, trotz der insgesamt vier Mutationen (R42Q, Q62R, G127D, V186A). E.
coli JM109 EP-3-53 (Gruppe 10) besaR einen MHK-Wert von Kanamycin von 32 pg/ml,
(vergleichbar mit E. coli IM109 pHPNE19-05.1 (32-64 pg/ml)) und zwei silent-Mutationen
(A95A, F169F), die keine Auswirkung auf die Aktivitat des Enzyms hatten.

Die gefundenen Aminosdureaustausche in den sequenzierten Stammen E. coli ]IM109
(MHK—Kan 64 pg/ml) und EP-3-54 (MHK-Kan 16 pg/ml) der EP-PCR von aac(6’)-Ib-wt,
R42Q und , lagen am Ende von Motiv C, und G127D lagen in der Mitte von Motiv
A, die Mutationen Q62R, V186A und lagen in keinem der bereits beschriebenen

Motive A-D).
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Interessant war hierbei, dass die Mutationen in den beiden Stammen E. coli IM109 EP-2-28
und EP-3-54 in gleichen Bereichen entstanden waren, beispielsweise Position 42/43,
126/127 oder 186/190. Die Mutationen betrafen sowohl das konservierte Motiv C als auch
das hochkonservierte Motiv A, jedoch war keine der Seitenketten der Aminosauren an der
Bindung der Substrate beteiligt, denn die Seitenketten sind raumlich nach aufllen gerichtet.
Eine Ausnahme ist hierbei das Glycin an Position 127. Glycin war in E. coli IM109 EP-3-54 an
Position 127 durch eine Asparaginsdure ausgetauscht. Die Seitenkette der Asparaginsaure
tritt moglicherweise in Kontakt (z.B. durch elektrostatische Wechselwirkungen der
Carboxygruppe) mit dem Coenzym A treten, vergleiche Abbildung 4-5 (A) mit AAC(6°)-Ib-wt
und (B) AAC(6°)-1b aus E. coli IM109 EP-3-54.

(A) (B)

Aminosaure G127 in AAC(6°)-Ib-wt Aminosaure G127D in AAC(6°)-lb aus E. coli IM109 EP-3-54

Abbildung 4-5 Darstellung der Tertidrstrukturen von AAC(6°)-lb (PDB Nr. 2bue) kristallisiert mit
Ribostamycin (RIB) und Coenzym A (CoA), hier jeweils mit entsprechender Oberfliche dargestellt.
(A) AAC(6°)-1b-wt, (B) Variante AAC(6°)-Ib aus E. coli JIM109 EP-3-54. Die Aminosduren an Position
127 sind ebenfalls mit ihrer Oberflache dargestellt.

Trotz der ahnlichen Bereiche, die in E. coli IM109 EP-2-28 (MHK-Kan 64 pg/ml) und EP-3-54
(MHK-Kan 16 pg/ml) von einer Mutation betroffen waren, wichen die MHK-Werte von
Kanamycin um zwei Verdiinnungsstufen voneinander ab. In E. coli IM109 EP-2-28 zeigten die
Mutationen keine Auswirkung auf die Resistenz gegenliber Kanamycin. Der Kanamycin-MHK-

Wert von 16 pg/ml der Enzym-Variante von E. coli IM109 EP-3-54, deutete in Kombination
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mit den gefundenen Mutationen auf eine geminderte Funktion durch geringe
Veranderungen in der Faltung des Enzyms oder in der Bindung von Coenzym A hin. Die

Mutationen wurden jedoch nicht weiter untersucht.

Nach Untersuchung der vier ausgewadhlten Stamme, kann hierfir zusammengefasst werden,
dass auf einer Gesamtlange von 607 bp (amplifizierte Lange des Inserts inklusive Primern) 5
bzw. 3 Mutationen bei einer Zugabe von 0,05 mM Manganchlorid und 4 bzw. 2 Mutationen
bei einer Zugabe von 0,1 mM Manganchlorid entstanden waren. Um eine statistische
Aussage zu treffen hatten mehr als vier Stamme untersucht werden missen, daher ist dies
keine statistisch gesicherte Aussage. Es wurden keine Verdanderung in den fir die
Auspragung einer AAC(6°)-lb-cr-Variante relevanten Positionen 102 und 179 gefunden und
keine andere Mutation entdeckt, die einen &dhnlichen Phdnotyp wie die AAC(6°)-lb-cr-

Variante auspragt.

Fiir die EP-PCR von aac(6°)-ly wurden die gleichen Bedingungen wie zuvor fiir die EP-PCR von
aac(6’)-Ib gewdhlt. Die Transformanden wurden nach PCR und MHK-Bestimmung von
Kanamycin und Norfloxacin in insgesamt sechs Gruppen eingeteilt. Hier wurden elf Stamme
von ca. 167 Transformanden ndher untersucht. Unter den elf Stammen befanden sich sieben
Stamme mit einem PCR-Fragment in korrekter GroRRe und Orientierung, vier Stamme
besallen ein 250 bp kleines PCR-Fragment, diese wurden mit untersucht. Lediglich die
Stamme von Gruppe 5 und 6 zeigten eine Erhéhung der MHK von Kanamycin, darunter
befanden sich jedoch keine Stamme, die eine erhohte MHK von Norfloxacin aufwiesen.
Daher wurden keine Stamme zur Sequenzierung ausgewahlt. Wiirde man in den Agar, der
zur Selektion der EP-Transformanden mit Ampicillin versehen war, zuséatzlich Norfloxacin in
einer subinhibitorischen Konzentration hinzugeben, um nur die Transformanden zu erhalten,
die eine Erhohung von Norfloxacin durch zufillige Modifikationen im Gen durch die Error-
prone PCR erworben hatten, kénnten gleichzeitig Transformanden selektiert werden, die
eine chromosomale Fluorchinolonresistenz besitzen, was zur Selektion falsch positiver
Transformanden flihren wiirde. Um jedoch die Anzahl der Transformanden zu erhdhen, die
das PCR-Fragment in korrekter Orientierung zum Promotor besitzen, kdnnte Kanamycin in

den Agar gegeben werden, da AAC(6°)-ly diese Resistenz in jedem Fall vermitteln wiirde.
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Die zufallige EinfUhrung von Mutationen via Error-prone PCR bietet sehr viele Méglichkeiten
und Kombinationen von Mutationen um einen spezifischen Phanotyp eines Stammes zu
erhalten, sodass fir diese Methode die Bedingungen gedndert werden sollten. Alternativ

wurde hier jedoch durch Selektion versucht einen spezifischen Phdnotyp zu isolieren.

4.1.11 In vitro Mutagenese von E. coli CSH116

Flr die in vitro Selektion von aac(6°)-Ib-wt und den Varianten aac(6°)-Ib-102 und aac(6°)-1b-
179, sowie aac(6°)-ly wurde E. coli CSH116 gewahlt, ein Mutator-Stamm mit einem Defekt im
dnaQ-Gen (vergleiche Abschnitt 3.1.7.1, Seite 134), um die Wahrscheinlichkeit fir die
Entstehung einer Mutation in aac(6°)-Ib-wt und den Varianten aac(6°)-1b-102 und aac(6°)-1b-

179, sowie aac(6°)-ly zu erhohen.

Zunachst wurden E. coli CSH116-Zellen ohne die zusatzlichen Gene aac(6')-Ib-wt, aac(6’)-
1b102, aac(6°)-1b179 und aac(6°)-ly selektiert. Dies geschah aus folgenden Griinden. Zum
einen sollten die chromosomalen Mutationen in jedem der zu selektierenden Stamme
identisch sein. Des Weiteren wurde in den unter 3.1.1.1 untersuchten Stammen, die
Variante aac(6°)-1b-cr lediglich in den Stammen gefunden, in denen bereits mindestens zwei
bis drei chromosomale Mutationen vorhanden waren. AuBerdem wiirden bei der Selektion
mit Fluorchinolonen leicht Mutanten mit einer Verdanderung in gyrA oder marR entstehen,
diese héatten eine hohere Resistenz, wodurch die Resistenz einer Mutation in aac(6°)-1b

Uberdeckt werden wirde.

Fir Stamm E. coli CSH116 wurde eine Mutationsrate von 2 x 10 bzw. 1,1 x 10 bei der
Selektion mit 32 pg/ml (= 8 x MHK) bzw. 62 pg/ml (= 16 x MHK) Nalidixinsdure bestimmt. Im
Vergleich dazu zeigt E. coli CSH116 bei einer Bestimmung mit der 4-fachen MHK von

Ciprofloxacin eine Mutationsrate von 8,47 + 1,3 x 10 (107).

Stamm E. coli CSH116 64-8-33, der aus einem ersten Selektionsschritt mit Nalidixinsdaure aus
Stamm E. coli CSH116 64-8 in einem zweiten Selektionsschritt mit Levofloxacin entstand,
besitzt eine gyrAS83W Mutation sowie einen Basenaustausch von A->C in der Bindestelle
von AcrR-(AcrS). Ein Vergleich der Levofloxacin MHK-Werte fiir die drei Stamme (E. coli

CSH116, E. coli CSH116 64-8 E. coli, CSH116 64-8-33) zeigte, dass der Wert von 0,015 pg/ml
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(E. coli CSH116) mit einer gyrAS83W Mutation um drei bis vier Verdiinnungsstufen auf
0,125-0,25 stieg (E. coli CSH116 64-8) und bei einer hinzukommenden zweiten Mutation der
Wert noch einmal um zwei bis drei Verdinnungsstufen auf 1 pug/ml anstieg (E. coli CSH116

64-8-33).

Bevor jedoch mit Stamm E. coli CSH116 64-8-33 weitergearbeitet wurde, wurde untersucht,
ob die Mutation in der Bindestelle von AcrR-(AcrS) tatsachlich Einfluss auf die Effluxaktivitat

nahm.

4.1.12 Einfluss der Mutation in der AcrR-(AcrS) Bindestelle von E. coli CSH116
64-8-33 auf die Effluxpumpenexpression

Die Repressoren AcrS (putativ) und AcrR (TetR-Familie) binden den AcrAB-Promotor an der
palindromischen (AcrR-(AcrS)-Bindestelle (70, 125). AcrR reprimiert die Expression von
acrAB, AcrS funktioniert als Schalter fiir die alternative Expression von acrAB und acrEF (70).
Kann AcrR in E. coli CSH116 64-8-33 nun aufgrund des Basenaustausches im Palindrom nicht
an die AcrR-(AcrS)-Bindestelle binden, so wiirde die Expression von acrAB in E. coli CSH116
64-8-33 steigen. Im Luciferase Assay (3.1.7.1.3, Seite 140) wurde mit Hilfe der Plasmide
pPHB331 (103) und pPHB331.1, in denen sich der Promotorbereich von acrAB (PacrAB) aus
dem Ausgangsstamm bzw. aus der Mutante 5°zum Firefly-Luciferase Gen luc aus Photinus
pyralis befand, der Unterschied der Expression der Luciferase durch die Aktivitat der
Luciferase bestimmt und folglich der Unterschied der Promotoraktivitat der beiden Plasmide
verglichen (Abschnitt 3.1.7.1.3).

Stamm E. coli IM109 mit Plasmid pPHB331.1, das den beschriebenen Basenaustausch im
Bereich der palindromischen Bindestelle fiir AcrR-(AcrS) besal3, siehe Abbildung 4-6 in Rot
markiert, zeigte eine zu 79,9 % hohere Expression der Luciferase, also eine zu 79,9 % hohere
PacrAB-Promotoraktivitat, im Vergleich zu E. coli IM109 mit Plasmid pPHB331, ohne diese

Mutation.
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Abbildung 4-6 Darstellung des Ausschnitts der Promotorregion von Plasmid pPHB331.1, nach
Hirakawa et al. (70), modifiziert. In Rot wurde der Basenaustausch markiert. Luc ist die Abkirzung

fur Luciferase-Gen, PacrAB bezeichnet den Promotor des acrAB-Gens.

Dieses Ergebnis legte die Vermutung nahe, dass AcrR aufgrund der Mutation in der
Bindestelle von AcrR nicht binden kann und somit die Expression der Luciferase bzw. von
acrAB erhoht ist.

Inwiefern die erhohte Expression der Luciferase in E. coli JIM109 pPHB331.1 genau auf die
erhohte Expression in E. coli CSH116 64-8-33 libertragen werden kann, ist noch offen. Sicher
ist jedoch, dass E. coli CSH116 64-8-33 mit dem identifizierten Basenaustausch in der
palindromischen Bindestelle AcrR-(AcrS) der Promotorregion PacrAB einen erhohten Efflux
besitzt, was durch das Ergebnis der Bestimmung der MHK-Werte von Chloramphenicol und
Levofloxacin mit und ohne Zugabe des Effluxpumpeninhibitor Phe-Arg [-Naphthyl-amid
Dihydrochlorid unterstltzt wird (vergleiche Tabelle 3-18, Seite 136). Diese Mutation wurde
hier jedoch nicht naher untersucht. Zur genaueren Analyse sollte hier jedoch noch einmal
die Expression der Gene acrRAB in den Stammen E. coli CSH116, E. coli CSH116 64-8 und E.
coli CSH116 64-8-33 bestimmt werden.

4.1.13 In vitro Selektion von aac(6°)-1b-wt, aac(6°)-Ib-102, aac(6°)-1b-179 und
aac(6°)-ly in E. coli CSH116 64-8-33

Nach Einfliihrung der zwei chromosomalen Mutationen in Stamm E. coli CSH116 64-8-33
wurden Zellen dieses Stammes mit den Plasmiden pHPNE19-05.1 (aac(6°)-Ib-wt), pHPNE19-
05.1a (aac(6°)-1b102), pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) und pHPNE19-08 (aac(6°)-ly), sowie
mit den Plasmiden pUC19 und pHPNE19-01.1b (aac(6°)-Ib-cr) transformiert, anschlieRend
wurden die MHK-Werte bestimmt (Tabelle 3-20). Die MHK-Werte fir E. coli CSH116 64-8-33
mit Plasmid pHPNE19-01.1b (aac(6°)-1b-cr) wurden bestimmt, da hier der MHK-Wert von

Norfloxacin zur Orientierung fiir die Selektion diente. Die MHK-Werte fiir E. coli CSH116 64-
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8-33 mit Plasmid pUC19 dienten als Referenzwerte. Ferner wurden die Stdmme E. coli
CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt), pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102),
pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) bzw. pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) mit der 2-fachen und der 4-

fachen MHK selektiert und gleichzeitig die Mutationsraten der Stamme bestimmt.

Die Stamme E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-wt), pHPNE19-
05.1a (aac(6°)-1b102), pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) bzw. pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) zeigten
eine Erhohung der MHK-Werte von Kanamycin, E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b
(aac(6°)-1b179) zeigte ebenfalls eine Erhohung der MHK von Norfloxacin um eine
Verdinnungsstufe. Bei einer Konzentration von 2 pg/ml Norfloxacin konnte bei den
Stammen mit den Plasmiden pHPNE19-01.1b (aac(6°)-1b-cr), pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b-179)
und pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) die Mutationsrate, aufgrund der zu stark bewachsenen
Agarplatte, nicht bestimmt werden. Die Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-01.1b
(aac(6°)-1b-cr) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b-179) besalen bereits
eine MHK von Norfloxacin von 4 bzw. 2 ug/ml, was das starke Wachstum erklaren wirde. E.
coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) besitzt eine MHK von 1 pug/ml fiir Norfloxacin,
doch auch hier konnten die Platten nicht ausgewertet werden. Bei einer Konzentration von 4
ug/ml Norfloxacin konnten fiir alle Stdmme Mutationsraten bestimmt und somit
untereinander verglichen werden. Die Stamme E. coli CSH116 64-8-33 mit bzw. ohne pUC19
hatten mit ca. 7 x 10° die geringste Mutationsrate, gefolgt von E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) und E. coli CSH116 64-8 mit ca. 1 x 10°. Im Vergleich mit den
Stammen, die eine Variante des aac(6°)-Ib-Gens besitzen, zeigte die wt-Variante (9,71 x 10)
die hochste und die cr-Variante (7,50 x 10'9) die geringste Mutationsrate. Die Mutationsraten
der Varianten mit jeweils einer der beiden Mutationen, entweder an Position 102 oder an
Position 179, lagen mit 8-9 x 107 dazwischen, daher ware die theoretische Moglichkeit, dass
in diesen Stammen eine Mutation entsteht hoher als bei der cr-Variante, jedoch niedriger als

bei der wt-Variante.

Bei der in vitro Selektion mit selektiven Agarplatten wurden die Stamme E. coli CSH116 64-8-
33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 (aac(6°)-l1b-wt), pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102), pHPNE19-
05.1b (aac(6°)-1b179) bzw. pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) sprunghaft  erhohten

Antibiotikumkonzentrationen ausgesetzt, um Mutanten zu generieren (Abschnitt 3.1.7.2.1,
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Seite 144). Die erhaltenen Stamme wurden verwahrt und durch Bestimmung der MHK,
sowie PCR und RFLP ndher untersucht. Von E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b konnten
jedoch bei der Selektion mit 2 pg/ml Norfloxacin aufgrund des einheitlichen starken
Wachstums keine Stdamme gesichert werden. Bei E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08
wurden trotz des sehr starken Wachstums, einige deutliche gewachsene Kolonien isoliert.
Folgende Abbildung 4-7 zeigt grafisch die Anzahl der insgesamt verwahrten Stamme der
Selektion, auRerdem die Anzahl der durch PCR und RFLP naher untersuchten Stimme und

die Identifizierung der Variante von aac(6°)-1b.

Anzahl der insgesamtgesicherten Stamme B Anzahl der Stamme *Ur den RFLP & identifizerte Variante

55

49
41,
aac(e’)-1b-wt
Anzahl
8?
5 aac(6’)-b-wt
aac(6’)-1b102
pPHPNF19-05.1 pHPNF19-05.14 NHPNF19-N5.1b

Ausgangsstamm E. coli CSH116 64-8-33

Abbildung 4-7 Darstellung des Ergebnisses der Selektion von Stamm E. coli CSH116 64-8-33 mit den
Plasmiden pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a und pHPNE19-05.1b. Die Staimme E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a, pHPNE19-05.1b wurden via RFLP untersucht.

Die untersuchten Stamme der Selektion von E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 (aac(6°)-
Ib-wt) und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-Ib-102) entsprachen an den
Positionen 102 und 179 jeweils ihrem Ausgangsstamm. Bei den acht durch RFLP ndher
untersuchten Stammen aus der Selektion von E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b
(aac(6°)-1b-179) wurden nur aac(6’)-Ib-wt-Varianten gefunden. Jedoch war hier nicht von
einer Rickmutation in Codon 179 in allen acht Stammen auszugehen, sondern vermutlich
von einer Verwechslung der Agarplatten mit den E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1b-
Kolonien (aac(6°)-1b-179) mit den Agarplatten mit den E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1-
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Kolonien (aac(6°)-Ib-wt). Alle hier zum RFLP ausgewahlten Stamme besalRen einen leicht
erhohten MHK-Wert von Norfloxacin, der vermutlich durch chromosomale

Fluorchinolonresistenz-Mutationen vermittelt wurde.

Da die Moglichkeit eines RFLPs oder der ARMS-PCR fiir aac(6°)-ly nicht bestand, wurde von
ausgewahlten Stammen Plasmid isoliert und in E. coli JM109 retransformiert. Die
Retransformation der selektierten Plasmide diente dazu MHK-Werte in einen Stamm
bestimmen zu konnen, in denen keine chromosomalen Mutationen vorlagen. Somit konnte
eine durch die selektierten Plasmide vermittelte Resistenz besser von einer moglichen
entstandenen chromosomalen Resistenz in E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08
unterschieden werden. Nach der Bestimmung der MHK-Werte von 170 E. coli JM109
Retransformanden durch die Agardilutionsmethode, entsprach lediglich Stamm E. coli IM109
pHPNE19-08 Nr. 41/4 dem Wachstumsverhalten von E. coli JM109 pHPNE19-01.1b (aac(6°)-
Ib-cr) (siehe Abbildung 3-31, Seite 151). Die Sequenzierung zeigte jedoch, dass in aac(6°)-ly
von Stamm E. coli ]IM109 pHPNE19-08 Nr. 41/4 keine Verdnderung vorhanden war. Grund
fir das gezeigte Wachstumsverhalten kénnen spontane chromosomale Mutationen sein, die
wahrend des Wachstums in der Vertiefung der 96-Well Platte entstanden oder sich wahrend
des Wachstums auf der Agarplatte ereigneten. Auf eine Verwahrung des Stammes wurde

hier jedoch verzichtet, daher wurde dieser auch nicht ndher untersucht.

Da durch die in vitro Selektionsmethode mit Hilfe von selektiven Agarplatten keine
gewlinschte Mutation erzielt werden konnte, wurde im Folgenden versucht schrittweise

Mutanten auf ansteigenden Antibiotikumkonzentrationen im Medium zu selektieren.

Bei der Selektion der Stdmme E. coli CSH116 64-8-33 mit Plasmid pHPNE19-05.1 (aac(6°)-1b-
wt), pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b102), pHPNE19-05.1b (aac(6°)-1b179) bzw. pHPNE19-08
(aac(6°)-ly) in Flussigkultur wurde darauf geachtet, dass durch eine konstante Konzentration
von Ampicillin, das Plasmid des jeweiligen Stammes nicht verloren ging. Die Konzentration

von Norfloxacin wurde stetig angepasst bzw. erhoht.

Auch der stetige Anstieg der Konzentration von Norfloxacin und das Passagieren der Stamme

zur Selektion einer Mutation an Position 102 und/oder 179 in aac(6°)-1b bzw. eine Mutation
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von aac(6’)-ly die zu einem aac(6°)-Ib-cr-analogen Phanotyp fihrt, gelang hier nicht. Ein
Uberblick der untersuchten Stdmme und derer, die das zu selektierende Gen ,noch”

besallen, zeigt folgende Abbildung 4-8.

B Anzahl der insgesamt untersuchten Stamme m Anzahl der AAC(67)Ib-positiven Stimme

138

Anzahl

pHPNE19-05.1 pPHPNE19-05.1a pHPNE19-05.1b pHPNE19-08
Ausgangsstamm E. coli CSH116 64-8-33

Abbildung 4-8 Darstellung der Anzahl der insgesamt untersuchten und der aac(6°)-Ib-positiven
Stamme der Selektion von E. coli CSH116 64-8-33 mit den Plasmiden pHPNE19-05.1, pHPNE19-
05.1a und pHPNE19-05.1b in Fliissigkultur.

Stamm E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a (aac(6°)-1b-102) lieR sich nur sehr schwer
selektieren, denn im Vergleich zu den anderen drei Stammen (E. coli CSH116 64-8-33 mit
Plasmid pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1b und pHPNE19-08), die kontinuierlich in eine héhere
Konzentration angeimpft werden konnten, wuchs E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1a
nicht nach jeder Passage an, sodass hier auf die Dauerkultur zuriickgegriffen werden musste.
Da alle Stamme gleich behandelt wurden und bis auf die unterschiedlichen Mutationen der
Gene aac(6°)-Ib auf den jeweiligen Plasmiden alle identisch sind, muss dieses Problem an der
Mutation des Plasmids (aac(6°)-1b-102) gelegen haben. Hier konnten auch nur Stamme
gesichert werden, die bei einer Konzentration von 6 pg/ml selektiert wurden, alle Versuche,
Stamme, die mit einer hoheren Konzentration selektiert worden waren, auf einer Agarplatte
mit der gleichen Konzentration weiter zu zichten, blieben erfolglos. Auffallig war, dass ab

einer Konzentration von 372 ug/ml, 258 ug/ml bzw. ab 30 pg/ml die untersuchten
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selektierten Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1, E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-
05.1b und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-08 ihr Plasmid verloren hatten, bzw. das
entsprechende Gen durch PCR nicht mehr detektiert werden konnte. Interessant war
hierbei, dass die Stamme trotz des Verlustes ihres jeweiligen Plasmids mit der Ampicillin-
Resistenz bei einer Konzentration von 50 pg/ml Ampicillin anwuchsen. Moglicherweise
entstanden hier chromosomale Mutationen die zu einem erhéhten MHK-Wert von Ampicillin
fihrten. Eine andere Moglichkeit ist der Einbau des plasmidkodierten und Ampicillin-
Resistenz vermittelnden bla-Gens ins Chromosom, bei gleichzeitigem Verlust des Ubrigen
Plasmids oder des aac(6°)-Ib-Gens. Dazu wurden beispielhaft zwei Stamme E. coli CSH116
64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und pHPNE19-05.1 sel 744 in Abschnitt 4.1.14, Seite 213

naher untersucht.

Von den E. coli IM109-Zellen, die mit Plasmiden der Selektion von E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-08 (aac(6°)-ly) retransformiert worden waren, wurde von drei Stammen das
aac(6°)-ly-Gen aufgrund der unterschiedlichen MHK-Werte von Kanamycin sequenziert, auch
wenn keiner dieser Stamme eine Erhdhung der MHK von Norfloxacin aufwies. Es zeigte sich,
dass keiner der sequenzierten Stamme (E. coli JM109 mit Plasmid pHPNE19-08/20-5-10,
pHPNE19-08/20-6-4 und pHPNE19-08/20-11-1, siehe Abbildung 3-39) einen Unterschied zum
Ausgangsplasmid pHPNE19-08 in dem sequenzierten Bereich aufwies. Moglicherweise
fanden Veranderungen in solchen Bereichen der Plasmide statt, die hier nicht sequenziert
wurden, die jedoch Einfluss auf die Vermittlung der Resistenz gegeniber Kanamycin

nahmen.

4.1.14 Charakterisierung der Stamme E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1
sel 620 und E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744

Von den Stammen E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 und E. coli CSH116 64-8-33
pHPNE19-05.1 sel 744 wurden die chromosomalen Gene marR, acrR gyrA und parC
sequenziert, da die Stimme sehr hohe MHK-Werte von Norfloxacin besaRen (640 bzw. 1280
ug/ml) und die MHK-Werte von Ampicillin ebenfalls bei 125 bzw. 62,5 ug/ml lagen, obwohl
aac(6’)-b, welches auf Plasmid pHPNE19-05.1 mit dem bla-Gen lokalisiert ist, nicht zu

detektieren war.
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In E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 ereigneten sich im Vergleich zu E. coli
CSH116 64-8-33 drei zusatzliche Mutationen (+ gyrAD87G, parCS80R, parCE84K) in den
Zielgenen der Fluorchinolone gyrA und parC. Diese fiihrten zu einem geringeren Norfloxacin-
MHK Wert im Vergleich zu E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744 mit nur zwei
weiteren chromosomalen Mutationen (+ gyrAD87Y, parCE84G) in gyrA und parC. Die
Ampicillin-MHK Werte waren von E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 620 um eine
Verdinnungsstufe hoher als von E. coli CSH116 64-8-33 pHPNE19-05.1 sel 744.
Moglicherweise entstanden wahrend der Selektion der Stamme E. coli CSH116 64-8-33 mit
den Plasmiden pHPNE19-05.1, pHPNE19-05.1a und pHPNE19-05.1b sowie E. coli CSH116 64-
8-33 pHPNE19-08 bevorzugt chromosomale Mutationen in den Zielgenen der

Fluorchinolone, jedoch nicht im jeweiligen Plasmid.

4.1.15 Fazit und Ausblick

Alle verwendeten Methoden zur Generierung einer aac(6’)-lb-cr-analogen Variante in
aac(6°)-ly, von der gezielten Einflihrung von Mutationen in aac(6°)-ly nach in situ Analyse,
Uber die Zufallsmutagenese durch EP-PCR und durch die in vitro Evolution von aac(6°)-ly mit
Hilfe des DnaQ-defizienten Mutator-Stammes E. coli CSH116, die durch die Selektion der
Stamme mit Hilfe von Agarplatten sowie durch die Selektion der Stamme in Flissigkultur
durchgefiihrt wurde, fiihrten nicht zur Selektion einer aac(6°)-Ib-cr-analogen Variante. Durch
die verwendeten Methoden konnte aulRerdem die Entwicklung einer aac(6°)-1b-cr-Variante
aus aac(6’)-Ib-wt, aac(6°)-1b-102 und aac(6°)-1b-179 nicht nachgestellt werden. Daher ist
noch unklar, wie die Mutation von aac(6°)-1b-cr aus aac(6°)-Ib-wt entstehen konnte. Lediglich
die gezielte Einflihrung der Mutation W102R und D179Y in AAC(6')-Ib7 und AAC(6°)-1b11
fiihrte erfolgreich zu AAC(6°)-1b-cr-analogen Varianten.

Da AAC(6")-ly nur als Dimer funktionsfahig ist und entscheidende Aminosauren eine Funktion
in der Dimerisierung Gbernehmen, stellt die gezielte Einflihrung einer aac(6°)-Ib-cr-analogen
Modifikation in AAC(6°)-ly eine groRe Herausforderung dar. Die Entstehung einer aac(6°)-1b-
cr-analogen Modifikation in einem sehr komplexen Oligomer, wie beispielsweise Hpa2,
welches aus zwei homologen Dimeren ein Tetramer bildet, ist daher sehr unwahrscheinlich.
Gelingt jedoch eine aac(6°)-Ib-cr-analoge Modifikation in AAC(6°)-ly, so ist die aac(6’)-1b-cr-
analoge Modifikation in Hpa2 theoretisch, aufgrund der Ahnlichkeiten nicht auszuschlieRen.

Hierzu sollten jedoch zuvor die Aminosduren, die zur Dimerisierung nétig sind eindeutig
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identifiziert werden. Diese Arbeit liefert dazu erste Anhaltspunkte. Die Modellierung eines
Fluorchinolons in AAC(6°)-ly wére als Basis fur die Auswahl potenzieller Aminosduren sehr
hilfreich. Dazu ware es wichtig die exakte Lage und die molekularen Interaktionen von Cipro-
bzw. Norfloxacin mit AAC(6")-Ib-cr zu kennen, dazu liegen jedoch noch keine Daten aus einer
Kristallisation vor. Die Methode der Error-prone-PCR zu Generierung der Modifikation erwies
sich hier, aufgrund der groRen Anzahl, der Variation und Kombination von madglichen

Mutationen, als wenig geeignet um einen bestimmten Phanotyp zu erhalten.

4.2 Einfluss von plasmidkodierten und chromosomalen
Resistenzmechanismen auf die Aktivitat verschiedener
Fluorchinolone in isogenen Escherichia coli Isolaten

In Anbetracht der therapeutischen Bedeutung der (Fluor)chinolone und aufgrund der
ansteigenden Entwicklung von plasmidkodierten Resistenzmechanismen in Kombination mit
bereits vorhandenen chromosomalen Resistenzmechanismen gegeniiber (Fluor)chinolonen,
sollte zum einen geklart werden, wie effektiv Finafloxacin, ein Antibiotikum der neuesten
Generation, gegentlber bekannten chromosomalen und plasmidkodierten
Resistenzmechanismen im Vergleich zu den alteren Fluorchinolonen Ciprofloxacin,
Levofloxacin oder Moxifloxacin arbeiten und auBerdem inwieweit der pH-Wert des
umgebenden Milieus die Wirksamkeit des ,neuen” im Vergleich mit den ,alten”
(Fluor)chinolonen beeinflusst. Dazu wurden die MHK-Werte fir verschiedene isogene
Stamme in Kombination mit den plasmidkodierten Fluorchinolonresistenz vermittelnden
Genen gepA, gnrAl, qnrB1, qnrS1, aac(6°)-1b-cr von Finafloxacin, Ciprofloxacin, Levofloxacin

und Moxifloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 bzw. 7,2 bestimmt.

Fiir die Kombination von chromosomalen und plasmidkodierten Resistenzmechanismen
wurden die Gene gnrS1 und aac(6°)-Ib-cr in pUC19 und gnrB1 in pUC18 in frame unter
Kontrolle des Plac Promotors eingebracht. QnrAl1 (657 bp) wurde als 912 bp-groles
Fragment von pMG252 mit seinem eigenen Promotor in pUC19 kloniert und gepA lag bereits

kloniert in Plasmid pSTV28 vor.
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4.2.1.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitdt der Fluorchinolone

Finafloxacin zeigte bei einem pH-Wert 5,8 die niedrigsten MHK-Werte im Vergleich zu den
getesteten Fluorchinolonen bei pH 5,8, wahrend die MHK-Werte von Finafloxacin bei einem
pH-Wert von 7,2 etwas hoher (maximal Faktor 16) lagen als die der anderen getesteten
Fluorchinolone bei pH 7,2. Finafloxacin zeigte bereits in verschiedenen Untersuchungen in
saurem Milieu exzellente Wirkung gegeniiber gramnegativen und grampositiven Erregern
wie E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, M. morganii und H. pylori, sowie S. aureus, S.

saprophyticus und S. agalactiae (20, 88, 166).

4.2.1.2 Einfluss der chromosomalen Resistenzmechanismen auf die Aktivitat der
Fluorchinolone
Ein Uberblick der Faktoren der Erhéhung der MHK-Werte von Fina-, Cipro-, Levo- und

Moxifloxacin (pH 5,8 und pH 7,2) der isogenen Stimme zeigt Abbildung 4-9.

Erhohung der MHK bei chromosomalen FQ-Mutationen isogener Stamme
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Abbildung 4-9 Die Grafik zeigt die minimale und die maximale Erhohung der MHK-Werte fiir die
isogenen Stimme von den untersuchten Antibiotika bei pH 5,8 und pH 7,2, ausgedriickt durch den

ermittelten Faktor.

Stamm E. coli MIl mit einer gyrAS83L-Mutation und einer marRA175bp-Deletion zeigte die
maximalste Erhéhung der Faktoren bzw. der MHK-Werte, gefolgt von E. coli WT-3 mit
ebenfalls einer gyrAS83L-Mutation in Kombination mit einer gyrAD87G-Mutation. E. coli Ml

(gyrAS83L) und E. coli WT-3.2 (gyrAD87G) vermittelte dhnlich hohe Resistenzen. Eine marR-
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Deletion in E. coli WT-Ill (marRA74bp) vermittelte den geringsten MHK-Wert von den
untersuchten Antibiotika, die Kombination der Mutationen gyrAD87G und parCS80I (E. coli
WT-4-M35) zeigte hingegen einen etwas hoheren MHK-Wert als E. coli WT-III.

Die Stamme E. coli WT, Ml und MlI, die mit einem MHK-Werte von Ciprofloxacin (pH 7,2) von
0,015 pg/ml, 0,25 pg/ml bzw. 1 pg/ml bestimmt wurden, besitzen mit einer Studie von
Heisig et al. vergleichbare MHK-Werte (maximal * eine Verdinnungsstufe) (65). In dieser
Studie wurden die MHK-Werte mit 0,015 pg/ml, 0,5 ug/ml bzw. 2 pg/ml fir die Stamme E.
coli WT, Ml und MIl bestimmt (65). Die MHK-Werte von Ciprofloxacin fir die Stamme E. coli
WT-3.2 und WT-3 wurden von Bagel et al. mit 0,25 pug/ml bzw. 1 pug/ml bestimmt (11) und

sind damit vergleichbar mit den hier bestimmten MHK-Werten von 0,25 pg/ml bzw. 0,5

ug/ml.

4.2.1.3 Einfluss der plamidkodierten Resistenzmechanismen auf die Aktivitat der

Fluorchinolone

Finafloxacin ist das einzige Fluorchinolon (FQ), welches durch die Expression von QepA,
sowohl bei einem pH-Wert von 5,8 als auch bei 7,2, nicht beeinflusst wurde, mit einer
einzigen Ausnahme: E. coli WT-3.2 besal} bei einem pH-Wert von 7,2 einen MHK-Wert von 1
ug/ml und E. coli WT-3.2 mit QepA einen MHK-Wert von 2 pg/ml. Die MHK-Werte von
Ciprofloxacin fur die Stamme mit QepA stiegen bei einem pH-Wert von 7,2 um einen Faktor
von 8-64 im Vergleich zu den jeweiligen Stammen ohne QepA, vergleichbar mit den Werten
einer Studie von Yamane et al., denn hier wurde eine Erhéhung um einen Faktor von 32, von
0,004 auf 0,125, fur pSTV28::gepA beschrieben (171). Moglicherweise besitzt Ciprofloxacin
als ein hydrophiles Fluorchinolon (3) eine hdhere Affinitdit zu QepA, als die eher
hydrophoberen Fluorchinolone, wie zum Beispiel Levofloxacin (3) und Moxifloxacin. Die
MHK-Werte von Levofloxacin und Moxifloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 fir die
untersuchten Stamme mit QepA waren anndhernd vergleichbar (+ eine Verdiinnungsstufe)
mit den MHK-Werten von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 7,2. Der Vergleich der
Faktoren von Levofloxacin und Moxifloxacin bei pH 7,2 bzw. 5,8 der Stamme mit QepA mit
den Stammen ohne QepA zeigte lediglich eine Abweichung um maximal eine Stufe,
vergleiche 2-8 pg/ml und 2-4 pg/ml bzw. 2-4 pg/ml und 2-8 pug/ml. Die MHK-Werte von
Ciprofloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 waren um einen Faktor von 128-512 hoher im

Vergleich zu Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8.
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Die MHK-Werte von Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin bei einem pH-Wert von 7,2
und von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 fiir die isogenen Stamme mit QnrAl waren
nahezu identisch (+ eine Verdiinnungsstufe), mit Ausnahme der Stimme E. coli WT und WT-
4-M35 bei Moxifloxacin, hier wichen die MHK-Werte um zwei Verdiinnungsstufen von den

MHK-Werten der anderen Fluorchinolone ab, siehe folgende Abbildung.

Stamme mit QnrA1l bei einem pH-Wertvon 7,2 bzw. 5,8

HFINpHS58 BWCPpH7,2 MLEVPH72 EMOXpH 7,2

MHK-Wert in pg/ml

0,5
0,1250,00,125

WT + QnrAl Ml +QnrAl MIl + QnrAl WT-3,2 + QnrAl WT-3 + QnrAl WT-4-M35 + QnrAl WT-II1 + QnrAl

isogene Staimme

Abbildung 4-10 Grafische Darstellung der MHK-Werte der untersuchten isogenen Stimme mit
QnrA1l gegeniiber den Fluorchinolonen Ciprofloxacin (CIP), Levofloxacin (LEV) und Moxifloxacin

(MOX) bei einem pH-Wert von 7,2 und Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8.

Diese Untersuchung zeigte eine Erhohung der MHK-Werte von Cipro- bzw. Levofloxacin bei
einem pH-Wert von 7,2 um einen Faktor von 2-32 bzw. 2-16, vergleichbar mit den
Ergebnissen von Martinez-Martinez et al. Hier wird bei einem Vergleich der Stamme E. coli
J53 und E. coli J53 pMG252 eine Erh6hung der MHK-Werte von 0,008 auf einen Wert von
0,25 (Faktor 32) furr Ciprofloxacin und eine Erhéhung von 0,03 auf einen Wert von 0,5 (Faktor
16) fur Levofloxacin beschrieben (100).

Die MHK-Werte von Ciprofloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 fir die isogenen Stamme mit
QnrB1 waren identisch mit den MHK-Werten von Levofloxacin, mit Ausnahme von E. coli
WT-3.2, WT-4-M35 und WT-IIl, hier weichen die MHK-Werte jedoch auch nur um eine

Verdinnungsstufe voneinander ab, vergleiche folgende Abbildung.
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Stamme mit QnrB1 bei einem pH-Wert von 7,2 bzw. 5,8

BFNpPHS8 MCPpPH72 MLEVPH7,2 ®MOXpH7,2

8

MHK-Wert in pg/ml 4 4 4 4
2 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 1 1 1
0 0,250,25 %° l; 05 05
WT+QnrB1 Ml +QnrB1 MIl +QnrB1 WT-3,2 +QnrB1 WT-3+QnrB1 WT-4-M35 + QnrB1 WT-III + QnrB1

isogene Stémme

Abbildung 4-11 Grafische Darstellung der MHK-Werte der untersuchten isogenen Stimme mit
QnrB1 gegeniiber den Fluorchinolonen Ciprofloxacin (CIP), Levofloxacin (LEV) und Moxifloxacin

(MOX) bei einem pH-Wert von 7,2 und Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8.

Die MHK-Werte von Moxifloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 und Finafloxacin bei einem pH-
Wert von 5,8 waren um 1-2 Verdiinnungsstufen hoher als die MHK-Werte von Ciprofloxacin
und Levofloxacin bei pH 7,2, mit Ausnahme von E. coli MIl und WT-3, denn hier waren alle
MHK-Werte von Moxifloxacin gleich und die von Finafloxacin um eine Verdiinnungsstufe
héher. Von Jakoby et al. ist bekannt, dass die MHK-Werte in Anwesenheit von gnrB1 um
einem Faktor von 16-64, 8-16 bzw. 16-32 fiir Cipro-, Levo- bzw. Moxifloxacin steigen (76),
wahrend in dieser Studie die MHK-Werte in Gegenwart von gnrB1 um einen Faktor von 2-16,

2-8 bzw. 2-16 fir Cipro-, Levo- bzw. Moxifloxacin stiegen.

Im Fall von QnrS1, beschreiben Hu F. P. et al. fir die Stdmme E. coli J53 und E. coli J53 pHSS,
der gnrS1 besitzt, eine Erhohung der MHK-Werte von Ciprofloxacin von 0,023 auf 0,38, was
einem Faktor von 16 entspricht und von Levofloxacin von 4 auf 16, was einem Faktor von 4
entspricht (73). Vergleichbar mit der hier durchgefiihrten Untersuchung, denn hier stiegen
die MHK-Werte von Ciprofloxacin bzw. Levofloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 um einen
Faktor von 2-32 bzw. 2-16. Fir Plasmid pINF5, welches ebenfalls gnrS1 besitzt, wurde
ebenfalls eine Erhohung der MHK von Ciprofloxacin um einen Faktor von 16 beschrieben
(82). Die MHK-Werte von Ciprofloxacin, Moxifloxacin und Levofloxacin bei einem pH-Wert
von 7,2 und von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 waren identisch oder wichen um
maximal eine Verdiinnungsstufe voneinander ab, mit Ausnahme von E. coli WT-3.2 von

Finafloxacin, vergleiche folgende Abbildung.
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Staimme mit QnrS1 bei einem pH-Wertvon 7,2 bzw. 5,8

BMFINpPHS58 MCIPpH7,2 MLEVPH7,2 EMOXpH7,2
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isogene Stdimme

Abbildung 4-12 Grafische Darstellung der MHK-Werte von Ciprofloxacin (CIP), Levofloxacin (LEV)
und Moxifloxacin (MOX) bei einem pH-Wert von 7,2 und von Finafloxacin bei einem pH-Wert von

5,8 fiir die untersuchten isogenen Stamme mit QnrS1.

Im Fall der Stamme mit QnrA1, QnrB1, QnrS1 zeigte Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8
eine sehr gute Wirkung im Vergleich zu Cipro-, Levo- und Moxifloxacin bei einem pH-Wert
von 5,8, wahrend die MHK-Werte von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 7,2 héher waren,
als die MHK-Werte von Cipro-, Levo- und Moxifloxacin ebenfalls bei einem pH-Wert von 7,2.
Wie jedoch die Abbildung 4-10, Abbildung 4-11 und Abbildung 4-12 zeigen, ist die Wirkung
von Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8 vergleichbar mit der Wirkung von Cipro-, Levo-

und Moxifloxacin bei einem pH-Wert von 7,2.

Aufgrund des Fehlens der Piperazinyl-Substituenten, hatte AAC(6°)-lb-cr in keinen Effekt auf
die Fluorchinolone Finafloxacin, Levofloxacin oder Moxifloxacin. Die Aktivitdt von
Ciprofloxacin bei pH 7,2 war durch die Anwesenheit von AAC(6°)-Ib-cr in den Stammen E. coli
MI, MIl, WT-3.2, WT-3 und WT-4-M35 reduziert. In E. coli MIl erhdhte sich der MHK-Wert
um Faktor 4, somit war die Inaktivierung von Ciprofloxacin hier am hochsten. In E. coli WT
und WT-IlIl war hingegen keine Erhohung der MHK und somit keine Inaktivierung von
Ciprofloxacin durch AAC(6°)-lb-cr zu beobachten. Trotz der unterschiedlichen Erhéhung der
MHK-Werte von Ciprofloxacin (pH 7,2) bei einem Vergleich der Stamme mit AAC(6°)-Ib-cr
und der Stamme ohne AAC(6°)-lb-cr, zeigte sich von Kanamycin ein deutliches Ergebnis: Die
MHK-Werte von Kanamycin (pH 7,2) waren fir die untersuchten isogenen Stamme um
mindestens Faktor 32 erhoht, mit Ausnahme E. coli WT-3.2 (gyrAD87G), denn hier war
lediglich eine Erhéhung um Faktor 8 zu detektieren. Die Ermittlung der MHK-Werte von
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Kanamycin galt der Kontrolle der Expression von AAC(6°)-lb-cr durch die isogenen Stamme.
Da alle Stémme eine Erhéhung der MHK von Kanamycin zeigten, war davon auszugehen,
dass die Expression von AAC(6°)-lb-cr funktionierte. Bei einem Vergleich der MHK-Werte von
Kanamycin bei pH 5,8 und 7,2 fir die untersuchten Stamme mit bzw. ohne AAC(6°)-lb-cr und
der daraus ermittelten Faktoren ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen, denn in sechs
von sieben Stammen sank der Faktor von 32 bzw. mindestens 32 bei pH 7,2 auf einen Faktor

von 2-4 bei pH 5,8, vergleiche Abbildung 4-13.

MKANpPHG5,8 mKANpH 7,2

32 min.32 min.32 32 32 32

Faktor der
Erhéhung

Stamm E. coli

Abbildung 4-13 Grafische Darstellung der ermittelten Faktoren von Kanamycin jeweils bei pH 5,8

und pH 7,2 fiir die untersuchten Stimme mit und ohne AAC(6°)-Ib-cr.

Bekannt ist, dass AAC(6')-Ib-cr sein pH-Optimum gegeniiber Aminoglykosiden bei pH 6,1
besitzt (160). Dagegen liegt das pH-Optimum gegeniber Fluorchinolonen bei pH 7,7 (160).
Im Fall der ermittelten Faktoren der untersuchten Stamme gegeniiber Ciprofloxacin war der

Unterschied zwischen pH 5,8 und pH 7,2 gering, vergleiche dazu Abbildung 4-14.
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Abbildung 4-14 Grafische Darstellung der ermittelten Faktoren von Ciprofloxacin jeweils bei pH 5,8
und pH 7,2 fiir die untersuchten Stamme mit und ohne AAC(6°)-lb-cr.

Fir E. coli Ml und WT-3.2 wurde der gleiche Faktor der Erhéhung der MHK ermittelt, fir die
Stamme E. coli WT, WT-4-M35 und WT-IIl war der Faktor bei pH 5,8 hoher als bei pH 7,2. Bei
den Stammen E. coli MIl und WT-3, kann hier leider keine genaue Aussage getroffen werden,
da hier die MHK-Werte gegeniiber Ciprofloxacin bei pH 5,8 nicht exakt bestimmt wurden. E.

coli WT-1ll zeigt jedoch mindestens den gleichen Faktor der Erhéhung bei pH 5,8 und pH 7,2.

4.2.1.4 Einfluss der Aminosduren von LacZ vor QnrB1 und QnrS1 auf die Funktion der

Proteine sowie Vergleich MHK-Werte von pHPNE19-02 und pHPNE19-02.1

Da in Plasmid pHPNE18-01 (QnrB1) die Aminosduren MITNS (von LacZ) und in Plasmid
pHPNE19-03 (QnrS1) die Aminosauren MTMITPSL (von LacZ) vor dem eigentlichen Start des
gnr-Gens waren und da in Plasmid pHPNE19-02 (QnrA1) gnrA1 unter Kontrolle des eigenen
Promotors exprimiert wurde, wurden diese Bereichen deletiert und die MHK erneut
bestimmt. Fiir den Vergleich der vermittelnden Resistenz der unterschiedlichen Plasmide
wurde die MHK in E. coli JM109 bestimmt. Die Auswertung zeigte, dass in E. coli IM109 kein
Unterschied der Vermittlung der Resistenz durch die Plasmide pHPNE18-01 und pHPNE18-
01.1, bzw. pHPNE19-02 und pHPNE19-02.1, sowie pHPNE19-03 und pHPNE19-03.1 zu
erkennen war. Die Aminosduren vor QnrB1 bzw. QnrS1 beeintrachtigen nicht die Funktion
des Schutzproteins, auBerdem ist die Expression von QnrAl durch den eigenen Promotor

vergleichbar mit der Expression und Aktivitat des Plac Promotors.
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4.2.2 Entstehung von Fluorchinolonresistenz-Mutationen in E. coli WT in

Anwesenheit von QnrS, QepA und AAC(6°)-lb-cr

Vorangegangene Studien zeigten, dass mit Fluorchinolonen haufig chromosomale
Mutationen in den Zielgenen der Fluorchinolone, wie gyrA, oder in Genen wie marR, dessen
Mutation zu einem erhohten Efflux fuhrt, selektiert werden (65). Doch wie sieht es aus,
wenn in einem Stamm bereits plasmidkodierte Fluorchinolonresistenz-vermittelnde Gene
vorhanden sind? Dazu wurde Stamm E. coli WT ohne und mit den PMFR-Genen QepA, QnrS1
und AAC(6°)-lb-cr in Gegenwart von Ciprofloxacin bei pH 7,2 und Finafloxacin bei pH 5,8
selektiert  (3.2.3). Folgende Grafik zeigt eine Ubersicht der entstanden

Mutationen/Deletionen.

W GyrAS83X-Mutationen MarR-Deletionen
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Abbildung 4-15 Ubersicht iiber die entstandenen Mutationen bei der Selektion der Stimme E. coli
WT mit den Fluorchinolonresistenz-vermittelnden-Mechanismen QepA, QnrS und AAC(6°)-lb-cr,

jeweils mit Finafloxacin (FIN, ausgefiillt) und Ciprofloxacin (CIP, kariert).

Die Selektion von E. coli WT ohne plasmidkodierte Resistenzmechanismen diente als
Kontrolle und zum Vergleich mit den anderen Stdmmen. Hier entstanden vorwiegend
Mutationen in GyrA an Position 83, sowohl bei Cipro- (zu 80 %) als auch bei Finafloxacin (zu
70 %). Vergleichbar mit den Ergebnissen von Cesaro et al., denn hier entstanden bei der

Selektion von E. coli mit Fluorchinolonen zu 79 % Mutationen im Gyrase-Gen. Im Fall dieser
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Selektion wurde lediglich Position 83 durch RFLP untersucht, auch marR wurde nicht
sequenziert, sondern Deletionen durch PCR und Gelelektrophorese im Vergleich mit dem
nicht-selektierten WT-Stamm abgeschatzt. Mogliche Punktmutationen oder kleinere
Deletionen im marR-Gen wiirden hierbei nicht auffallen. Punktmutationen in gyrA, die nicht
an Position 83 stattfanden, konnten hier ebenfalls nicht detektiert werden. Bei der Selektion
von E. coli WT pSTV28::gepA mit Ciprofloxacin entstanden zu 100 % gyrAS83X Mutationen,
ahnlich wie bei Stamm E. coli WT. Allerdings konnte hier bei den sieben untersuchten
Stammen der Selektion mit Finafloxacin keine Mutation in gyrA83 oder eine grofRere marR-
Deletion festgestellt werden. Hier sollte im Folgenden unbedingt untersucht werden, wo die
Mutationen lokalisiert sind und vor allem, ob sich eine Mutation in gepA ereignete, die zur
Erhéhung der Resistenz fihrte. Denn QepA hatte in den Untersuchungen zuvor keinen
Einfluss auf Finafloxacin bei einem pH-Wert von 5,8, vergleiche Abschnitt 3.2.2. Bei der
Selektion von E. coli WT mit Plasmid pHPNE19-03.1 (QnrS1) entstanden in 5 von 10
untersuchten Stammen lediglich bei der Selektion mit Ciprofloxacin gréBere marR-
Deletionen (>75 bp), eine Mutation in gyrA an Position 83 wurde weder hier noch bei der
Selektion mit Finafloxacin gefunden. Die Vermutung liegt hier nahe, dass eine Mutation im
gyrA-Gen den Schutz durch die Qnr-Proteine erschweren oder ganz verhindern wiirde und
somit andere Mechanismen genutzt werden, um einen weiteren Schritt der
Fluorchinolonresistenz zu erwerben. In dieser Studie wurden lediglich 10 Stamme der
Selektion untersucht, was wenig reprasentativ war. AuBerdem wurde hier nur Position 83
des Gyrase-Gens untersucht und eine groRere Deletion in marR lediglich durch PCR
nachgewiesen. Zur genauen Charakterisierung sollten die Gene marR und gyrA sequenziert
werden und gegebenenfalls weitere Gene (parC, acrAB, etc.) untersucht werden. Die
Ergebnisse liefern lediglich einen ersten Eindruck, jedoch wurde ein dhnliches Ergebnis von
Cesaro et al. beschrieben. Hier wurden 329 Stamme einer Selektion in Anwesenheit von
QnrAl1, QnrA3, QnrB2 oder QnrS1 untersucht, lediglich 20 % besalRen eine Mutation im
Gyrase-Gen, wahrend unter 119 untersuchten Stammen ohne Qnr-Schutzprotein 79% eine
Gyrase-Mutation besallen (27). Bei der Selektion von E. coli WT mit AAC(6°)-lb-cr mit
Finafloxacin entstanden zu 80% Mutationen an Position 83 des Gyrase-Gens. Bei der
Selektion des Stammes mit Ciprofloxacin konnten keine Mutationen in gyrA83 oder
Deletionen (>75 bp) in marR festgestellt werden. Vermutlich war hier die Anwesenheit und

Aktivitait von AAC(6)-lb-cr ausreichend, um die Zelle vor der erhéhten Menge an
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Ciprofloxacin zu schiitzen, sodass der Erwerb einer weiteren Fluorchinolonresistenz nicht
erforderlich war. Um diese These jedoch zu bestdtigen, sollten die mit Ciprofloxacin
selektierten Stamme auf die Entstehung von weiteren Fluorchinolonresistenz-vermittelnden-
Mutationen untersucht werden, um die Entstehung einer anderen chromosomalen
Mutationen ausschlieRen zu kénnen. Da AAC(6°)-1b-cr keinen Einfluss auf Finafloxacin besaR,

entstanden hier chromosomale Fluorchinolonresistenz-Mutationen.

4.2.3 Fazit und Ausblick

Finafloxacin, ein Antibiotikum der neuen Generation mit einer Cyanogruppe am C8-Atom,
zeigt bei einem pH-Wert von 5,8 bessere antibiotische Wirkung gegeniiber den untersuchten
chromosomalen und plasmidkodierten Resistenzmechanismen einzeln sowie in Kombination
als Cipro-, Levo- und Moxifloxacin ebenfalls bei pH 5,8. Vor allem zeigt Finafloxacin
exzellente Wirkung gegeniiber QepA. Finafloxacin birgt aufgrund der sehr guten Wirkung in
saurem Milieu groRes Potential und 6ffnet somit neuen Mdoglichkeiten in der antibiotischen
Therapie. Die weitere Untersuchung der mit Finafloxacin selektierten Stamme, vor allem der
Stamme mit QepA, wirde Aufschluss Uber das Risiko fir die Entwicklung von neuen
Breitspektrumresistenzen aufgrund der Therapie mit Finafloxacin und eine Prognose fiir die

,Lebensdauer” geben kdnnen.
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5 a Zusammenfassung

Antimikrobiell wirksame Substanzen stellen eine Besonderheit dar, da sie sich durch
regelmaRige Anwendung im klinischen Bereich ,verbrauchen”. Dies beruht auf der Fahigkeit
der Zielorganismen, Resistenzen gegenliber den antimikrobiellen Substanzen zu entwickeln.
Gegenliber (Fluor)chinolonen existieren zahlreiche Resistenzmechanismen. Die zunadchst nur
chromosomal kodierten Resistenzen, konnten nur vertikal Gbertragen werden. Dieser Vorteil
der (Fluor)chinolone ist jedoch seit einiger Zeit verloren, denn es fanden sich zunehmend
plasmidkodierte und durch horizontalen Gentransfer libertragbare Resistenzmechanismen.
Zu den plasmidkodierten Mechanismen zdhlen DNA-Gyrase/Topoisomerase IV-
Schutzproteine, wie QnrA (quinolone resistance), QnrS, QnrB, QnrC, QnrD sowie ein Qnr-
dhnlichen Protein aus Vibrio cholerae, QnrVC, aullerdem wurden die (Fluor)chinolon-
spezifischen Effluxpumpen QepAl und QepA2, sowie eine MDR-Effluxpumpe OQqxAB
beschrieben. Als weiterer lbertragbarer (Fluor)chinolon-Resistenzmechanismus wurde eine
neue Variante der Aminoglykosid 6°-N-Acetyltransferase Typ Ib (AAC(6°)-lb) beschrieben.
AAC(6°)-Ib-cr besitzt zwei Aminosdure-Mutationen (W102R und D179Y) und ist dadurch in
der Lage, neben den Aminoglykosiden Kanamycin, Tobramycin und Amikacin, auch die
synthetisch hergestellten C7-piperazinyl-Fluorchinolone Ciprofloxacin und Norfloxacin zu
acetylieren. Folglich eine Enzymvariante, die in der Lage ist, zwei Antibiotikaklassen zu
inaktivieren. Die Acetyltransferasen AAC(6°)-lb und AAC(6°)-lb-cr gehoren zur GNAT
Superfamilie. Trotz der funktionalen Vielfalt der AAC(6')-Enzyme und der enormen
Abweichungen innerhalb der Nukleotid- bzw. der Aminosduresequenz, sind Sekundar- auch
Tertidrstruktur verschiedener Aminoglykosid N-Acetyltransferasen nahezu identisch. Da vom
Enzym AAC(6’)-l Giber 30 natirlich vorkommende Varianten existieren, die sehr hohe
Ubereinstimmungen in Sekundar- und Tertidrstruktur zeigen, sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob sich aus einem anderen Typ AAC(6°)-1 eine AAC(6')-lb-cr
analoge Modifikation entwickeln kann, die das Substratspektrum ebenso variiert. Die
Variante AAC(6°)-Ib-cr wurde bisher nur mit beiden Verdnderungen (W102R und D179Y)
gefunden, daher stellt sich die Frage in welcher Reihenfolge und unter welchen
Selektionsbedingungen die Mutationen entstanden sind. Aufgrund der rasant ansteigenden
Entwicklung von plasmidkodierten Resistenzmechanismen in Kombination mit bereits

vorhandenen chromosomalen Resistenzmechanismen gegeniiber (Fluor)chinolonen, sollte
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im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit geklart werden, wie effektiv Fluorchinolone der
neuesten Generation, gegeniber bekannten chromosomalen und plasmidkodierten
Resistenzmechanismen arbeiten. Es konnte gezeigt werden, dass es mdoglich ist durch
ortsspezifische Mutagenese in den Subtypen AAC(6°)-1b7 und AAC(6°)-1b11, eine AAC(6°)-lb-
cr analoge Variante zu erzeugen. Nach in silico Analyse von AAC(6°)-Ib-wt und AAC(6")-ly und
gezielter Einflihrung von Mutationen in AAC(6°)-ly (Dimer), konnte gezeigt werden, dass
bereits die Einflihrung von einzelnen Mutationen in AAC(6')-ly zu signifikanten
Veranderungen in der Resistenzvermittlung gegentiber Kanamycin fiihrte. Es wurde
dargestellt, dass die Aminosdure-Position W22, Y66, E79 und E136 in AAC(6°)-ly, eine
entscheidende Rolle in der Funktionsféhigkeit des Enzyms und vor allem in der Dimerisierung
von AAC(6°)-ly spielten. Eine einzelne Mutation an Aminosdure-Position W22, Y66 oder E136
flhrte zu einer verminderten Funktion des Enzyms, wahrend eine Mutation an Position E79
sowie die eingefiihrten Doppelmutationen zum kompletten Funktionsverlust des Enzyms
flhrten. Es entstand jedoch kein aac(6°)-1b-cr analoger Phanotyp. Durch Zufallsmutagenese
mittels Fehler verursachender Error Prone PCR (EP-PCR) konnte ebenfalls keine aac(6°)-1b-cr
analoge Mutation generiert werden. Nach in vitro Evolution durch Selektion von AAC(6°)-1b-
wt und den zuvor hergestellten Varianten AAC(6°)-1b-102 und AAC(6")-1b-179 sowie AAC(6°)-
ly in einem Mutator-Stamm (E. coli CSH116 64-8-33) konnte nicht der gewiinschte Phanotyp
generiert werden. Daher bleibt die Frage nach der Entstehung von AAC(6°)-lb-cr offen. Im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Finafloxacin, ein
Fluorchinolon der neuesten Generation mit einer Cyanogruppe am C8-Atom, gegeniiber den
untersuchten chromosomalen und plasmidkodierten Resistenzmechanismen bei einem pH-
Wert von 5,8 bessere antibiotische Wirkung zeigt als Cipro-, Levo- und Moxifloxacin bei pH
5,8. AuBerdem zeigte Finafloxacin exzellente Wirkung gegeniiber QepA. Finafloxacin besitzt
daher aufgrund der sehr guten Wirkung in saurem Milieu grofRes Potential und 6ffnet somit

neuen Moglichkeiten in der antibiotischen Therapie.
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5 b Summary

Antimicrobial agents are a special case, because they are "consumed" by regular clinical
application. This is based on the capacity of the target organisms to develop resistance to
these antimicrobial substances. Against (fluoro)quinolones there are numerous mechanisms
of resistance. The initially just chromosomally encoded resistances could only be transmitted
vertically. This advantage of the (fluoro)quinolones is now lost. Plasmid-mediated and by
horizontal gene transfer transmitted mechanisms of resistance are growing in number.
Among the plasmid-mediated mechanisms, DNA-Gyrase/Topoisomerase IV-protective
proteins, such as QnrA (quinolone resistance), QnrS, QnrB, QnrC, QnrD and a Qnr-like
protein from Vibrio cholerae QnrVC were described. Moreover the FQ-specific efflux pumps
QepAl and QepA2, as well as an MDR efflux pump OgxAB have been described. A new
transferable mechanism of (fluoro)quinolone resistance has been described rapidly. AAC(6°)-
Ib-cr (a novel variant of the aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase type Ib) has two amino
acid mutations (W102R and D179Y) and is therefore able to acetylate, in addition to the
aminoglycosides kanamycin, tobramycin and amikacin, the synthetically produced C7-
piperazinyl-fluoroquinolones ciprofloxacin and norfloxacin. Thus, one enzyme that is able to
inactivate two classes of antibiotics. The acetyltransferases AAC(6°)-lb and AAC(6°)-Ib-cr
belong to GNAT superfamily. Despite the functional diversity of the AAC(6°) enzymes and the
enormous variations within the nucleotide- or amino acid sequences, the secondary- and
tertiary- structures of different aminoglycoside N-acetyltransferases are nearly identical.
Because of the fact that 30 naturally occurring variants of the enzyme AAC(6°)-1 exist, which
show very high similarities in secondary- and tertiary- structures, in the first part of present
study should be examined, whether from a different type AAC(6°)-1 a AAC(6°)-lb-cr analog
modification may develop, which varies the substrate spectrum as well. The variant AAC(6')-
Ib-cr has been found only with two amino acid changes (W102R and D179Y), therefore
should be examined in which order and among which conditions the mutations arose. In the
second part of the present study should be clarified, due to the rapidly increasing
development of plasmid-mediated resistance mechanisms in combination with existing
chromosomal mechanisms of resistance to (fluoro) quinolones, how effective
fluoroquinolones of the latest generation are, compared with known chromosomal and

plasmid-encoded resistance mechanisms. It was shown that it is possible to produce an
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AAC(6")-Ib-cr-analog variant in the subtypes AAC(6')-1b7 and AAC(6')-Ib11 by site specific
mutagenesis. After in silico analysis of AAC(6°)-lb-wt and AAC(6')-ly and targeted
introduction of mutations in AAC(6)-ly (dimer), it could be shown that even the introduction
of single mutations in AAC(6°)-ly leads to significant changes in the resistance to kanamycin.
It was shown that the amino acid positions of W22, Y66, E79 and E136 in AAC(6°)-ly, played a
crucial role in the functionality of the enzyme and a fundamental role in the dimerization of
two monomers of the enzyme. A single mutation at position W22, Y66 and E136 decreased
the function of the enzyme, while a mutation at position E79 and introduced double
mutations resulted in loss of function of the enzyme. However, an aac(6')-1b-cr analogous
variant could not be generated. By random mutagenesis using error prone PCR (EP-PCR) an
aac(6’)-Ib-cr analogous mutation also could not be generated. Neither could in vitro
evolution, by selection of AAC(6')-Ib-wt, the variants previously produced (AAC(6°)-Ib-102,
AAC(6")-1b-179) and AAC(6")-ly in a mutator-strain, generate the desired phenotype. Hence,
the question of the origin of AAC(6')-Ib-cr remains unclear. In the second part of this study
was demonstrated that Finafloxacin, a fluoroquinolone of the latest generation with a cyano
group at the C8-atom, shows improved antibiotic activities at pH 5.8 against defined
chromosomal and plasmid-mediated resistance mechanisms compared to Cipro, Levo- and
Moxifloxacin at pH 5.8. Finafloxacin showed excellent activity against QepA. Finafloxacin
therefore has, due to the activity in acidic environments, a very high potential and thus

opens new possibilities in the antibiotic therapy.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 7-1 Allgemeine Abkiirzungen.

Abkiirzung Bedeutung

°C Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Ac Acetat

ad auf (lat.)

AK Arbeitskreis

AMP Adenosinmonophosphat
AmpR/ApR Ampicillinresistenz

APS Ammoniumpersulfat

ARMS sequenzspezifische-PCR (engl. amplification refractory mutation system)
AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare (engl. base pairs)

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CCLR engl. cell culture lysis reagent

Cip /CIP Ciprofloxacin

Da Dalton

dH,0 Reinstwasser

DNA Desoxyribonukleinsidure (engl. desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EB Elutionspuffer (engl. elution buffer)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EP Error-prone

EPI Effluxpumpeninhibitor

etal und andere (lat. et alii)

EtBr Ethidiumbromid

for engl. forward

g Gramm

g Erdbeschleunigungskonstante

GK Glycerinkulturnummer
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Abkiirzung Bedeutung

GTE-Puffer Glucose-Tris-EDTA-Puffer

h Stunde/n

inkl. inklusiv/inklusive

k kilo (1 x 10°)

Kan Kanamycin

kb Kilobasenpaare

KBE koloniebildende Einheiten

KPE-Puffer Kaliumphosphat-EDTA-Puffer

| Liter

LAR engl. luciferase assay reagent

LB Luria-Bertani

Lsg. Losung

m milli (1 x 107%)

M Molar (mol/ L)

max. Maximal

MDR engl. muliple drug resistance

MFS engl. major facilitator superfamily

MHK minimale Hemmkonzentration

min Minute/n

ml Milliliter

mM Millimolar

mRNA engl. messenger-RNA

MW molecular weight, Molekulargewicht

n nano (1 x 10°)

Nal Nalidixinsdure

ng Nanogramm

oD optische Dichte

OoMP engl. outer membran protein

ORF offener Leserahmen (engl. open reading frame)
ori Replikationsursprung (engl. origin of replication)
p.a. analysenrein (lat. pro analysi)

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
QRDR Chinolonresistenz determinierende Region (engl. quinolone resistance determining region)
rev engl. reverse
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Abkiirzung Bedeutung

RLU Relative Lichteinheiten (engl. relative light units)
RNA Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid)

RNAse Ribonuklease

RND engl. resistance nodulation cell division

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rotations per minute)
RT Raumtemperatur

s Sekunde/n

SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
SSM site-specific mutagenesis (ortsspezifischen Mutagenese)
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tm Schmelztemperatur

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

U Einheiten (engl. units)

UN liber Nacht

UNK Ubernachtkultur

us Unterstand

Us Uberstand

uv ultraviolett

\ Volt

WOB fir Wobble

Tabelle 7-2 Genbezeichnungen und Erklarungen.

Genbezeichnungen Erkldrungen

aac(6’)lb kodiert fiir die Aminoglykosid-Acyltransferase AAC(6’)lb

acrA kodiert fiir das periplasmatische Adapterprotein AcrA der AcrAB-TolC Effluxpumpe
acrB kodiert fiir das Pumpenprotein AcrB der AcrAB-TolC Effluxpumpe

acrE kodiert fiir das periplasmatische Adapterprotein AcrkE der AcrEF-TolC Effluxpumpe
acrF kodiert fiir das Pumpenprotein AcrF der AcrEF-TolC Effluxpumpe

acrR kodiert fiir den lokalen Repressor AcrR von acrAB

acrS kodiert flir den Repressor AcrS von acrAB und acrEF

aphA kodiert fiir eine Aminoglykosid-Phosphotransferase

gyrA kodiert fiir die A-Untereinheit der Gyrase
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Genbezeichnungen

Erkldrungen

gyrB kodiert fiir die B-Untereinheit der Gyrase

luc kodiert fiir die Luciferase

marA kodiert fiir den globalen Transkriptionsfaktor MarA
marB kodiert fiir ein Protein unbekannter Funktion

marC kodiert fiir ein putatives Membranprotein unbekannter Funktion
marO Operatorregion des mar Operons

marR kodiert flir den Repressor des mar Operons MarR

micF kodiert fir die nicht translatierte antisense RNA micF
ompF kodiert fiir das Porin OmpF in der daulleren Membran
parC kodiert fiir die A-Untereinheit der Topoisomerase IV
parE kodiert fiir die B-Untereinheit der Topoisomerase IV
gepA kodiert fiir die Chinolon-spezifische Effluxpumpe QepA
qnr kodiert fiir das Schutzprotein der Topoisomerasen Qnr
SsoxR kodiert flir den Regulator SoxR

soxS kodiert fiir den globalen Transkriptionsfaktor SoxS

tolC kodiert fiir das Porin TolC in der duBeren Membran
topA kodiert fiir die A-Untereinheit der Topoisomerase |

Tabelle 7-3 Abkiirzungen der DNA-Basen und deren Erklarung.

DNA-Basen Erkldrung
A Adenin

T Thymin

C Cytosin

G Guanin

u Uracil
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Tabelle 7-4 Aminosauren und deren 3-Buchstaben- sowie 1-Buchstaben-Code.

Aminosaure Abkiirzung (3-Buchstaben-Code) Abkiirzung (1-Buchstaben-Code)
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val v
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8 Anhang

8.1 Gefahrenstoffhinweise

Tabelle 8-1 Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten KMR-Stoffen der Kategorien | und II.

CAS- Stoffname (IUPAC) Verfahren und eingesetzte Menge Kategorie
Nummer
79-06-1 Acrylamid (Propensdureamid) Auftrennung von Proteinen mittels Polyacrylamid K2, M2
Gelelektrophorese, Menge: max. 7,8 ml einer 40 %-
Lésung
67-66-3 Chloroform (Trichlormethan) Aufreinigung von Nukleinsdurelésungen mittels Phenol K2
/ Chloroform-Extraktion, Menge: max. 480 pl
1239-45-8 Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6- Anfarben von DNA in Agarose-Gelen, Menge: max. 4 pl M2
phenylphenanthridiniumbromid) einer 1 %-Losung
108-95-2 Phenol (Benzenol) Aufreinigung von Nukleinsdurelésungen mittels Phenol M2

/ Chloroform-Extraktion, Menge: max. 500 pl

Tabelle 8-2 Auflistung der verwendeten Gefahrstoffe mit Gefahrensymbol, GHS Gefahren und GHS

MaBnahmen.

Substanz Gefahrensymbol GHS Gefahren GHS MaBnahmen (Precaution)
(Hazard)

Acrylamid H301, H312, H315, P201, P202, P260, P264, P280, P281, P301+P310,

H317, H319, H332,
H340, H350, H361f,
H372

P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P308+P313,
P321, P330, P333+P313, P337+P313, P362, P405, P501

Aminocapronsaure H315, H319, H335

P261, P264, P280, P302+P352, P304+P340,
P305+P351+P338, P312, P321, P332+P313, P337+P313,
P362, P403+P233, P405, P501

Ammoniumpersulfat H272, H302, H315,
H317, H319, H334,

H335

VOO OO

P210, P220, P221, P261, P264, P280, P285, P301+P312,
P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P321, P330,
P333+P313, P337+P313, P342+P311, P362, P370+P378,
P403+P233, P405, P501
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Substanz Gefahrensymbol GHS Gefahren GHS MaBnahmen (Precaution)
(Hazard)
Butanol H226, H302, H315, P210, P240, P241, P242, P243, P261, P264, P280,

H318, H335, H336

P301+P312, P302+P352, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P330, P332+P313,
P370+P378, P403+P233, P403+P235, P405, P501

Calciumchlorid-Dihydrat

H319

P264, P280, P305+P351+P338, P337+P313

Chloroform H302, H315, H350, P201, P202, P260, P264, P280, P281, P301+P312,
H373 ** P302+P352, P308+P313, P321, P330, P332+P313, P362,

P405, P501

Essigsdure H226, H314 P210, P233, P240, P241, P242, P243, P260, P264, P280,

(100 %) P301+P330+P331, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P370+P378, P403+P235,
P405, P501

Ethanol H225 P210, P233, P240, P241, P242, P243, P280,
P303+P361+P353, P370+P378, P403+P235, P501

Ethylendiamintetraacetat H318 P280, P305+P351+P338, P310

(EDTA)

Isoamylalkohol

EUHO066, H226, H332,

P210, P240, P241, P242, P243, P261, P280,

H335 P303+P361+P353, P304+P340, P312, P370+P378,
P403+P233, P403+P235, P405, P501
Kaliumhydroxid H302, H314 P260, P264, P280, P301+P312, P301+P330+P331,

PSSOV

P303+P361+P353, P304+P340, P305+P351+P338, P310,
P321, P405, P501
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Substanz

Gefahrensymbol

GHS Gefahren
(Hazard)

GHS MaBnahmen (Precaution)

Natriumdodecylsulfat

H302, H312, H315,

P261, P264, P280, P301+P312, P302+P352, P304+P340,

(SDS) H319, H335 P305+P351+P338, P321, P330, P332+P313, P337+P313,
P362, P403+P233, P405, P501

Natriumhydroxid H314 P260, P264, P280, P301+P330+P331, P303+P361+P353,
ﬂ P304+P340, P305+P351+P338, P310, P321, P405, P501

Phenol H301, H311, H314, P201, P202, P260, P264, P280, P281, P301+P310,

% H331, H341, H373 ** P301+P330+P331, P302+P352, P303+P361+P353,

P304+P340, P305+P351+P338, P308+P313, P321,

‘ P403+P233, P405, P501

Salzsaure H314, H335 P260, P264, P280, P301+P330+P331, P303+P361+P353,
(37 %) P304+P340, P305+P351+P338, P310, P321, P403+P233,

P405, P501

-Mercaptoethanol

H302, H311, H314,
H332, H411

P260, P264, P273, P280, P301+P312, P301+P330+P331,
P302+P352, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P391, P405, P501

TEMED

H225, H302, H314,
H332

P210, P233, P240, P241, P242, P243, P260, P264, P280,
P301+P312, P301+P330+P331, P303+P361+P353,
P304+P340, P305+P351+P338, P310, P321, P370+P378,
P403+P235, P405, P501

Triton X-100

D D@ <H®IKDEIG

H302, H318, H411

P264, P273, P280, P301+P312, P305+P351+P338, P310,
P330, P391, P501
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Substanz Gefahrensymbol GHS Gefahren GHS MaBnahmen (Precaution)
(Hazard)
Xylencyanol H315, H319, H335 P261, P264, P280, P302+P352, P304+P340,

P305+P351+P338, P312, P321, P332+P313, P337+P313,
P362, P403+P233, P405, P501

8.2 Poster und Veroffentlichungen

Antibacterial activity of finafloxacin against isogenic Escherichia coli isolates expressing
combinations of defined mechanisms of fluoroquinolone resistance.

Emrich, N., Heisig, A., Stubbings, W., Labischinski, H., Heisig, P., 49th ICAAC, San Francisco
2009, Poster Nr. C1 —1389

Antibacterial activity of finafloxacin under different pH conditions against isogenic strains
of Escherichia coli expressing combinations of defined mechanisms of fluoroquinolone
resistance.

Emrich, N. C., Heisig, A., Stubbings, W., Labischinski, H., Heisig, P., Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 2010. 65(12): p. 2530-3.
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