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Einleitung Seitel

1 Einleitung

Antibiotika bilden seit ihrer Entdeckung und Entwicklung vor Giber 70 Jahred&ingchtigsten und meist
eingesetzten Arzneimittelgruppen weltweit. Ihr unsachgeméaRer und unndétiger Gebrauch fordert die Bil-
dung und Verbreitung von Resistenzen und schwacht damit zunehmend ihre Wirksamkeit im Kampf gegen
Infektionskrankheiten. Die Behaluhg hieraus hervorgegangener resistenter Erreger ist sowohl schwierig

als auch kostspielig und fordert jedes Jahr zahlreiche Menschenleben. Nach Angaben eines Reports des
ECDCHuropean Centre for Disease Prevention and Cpstesben im Jahr 2007 in dEuropéaischen Union

etwa 25.000 Menschen aginer Infektion durch multiresistente Erregétiervon wareretwa zwei Drittel

den Grammegativen zuzuordne(ECDC/EMEA, 2009)

Die Ubertragungyenetischer Resistenzinformatidann sowohinnerhalb der Gruppe humaner Erreger

der Gruppe tieischer Erregerals auch zwischelpeiden Gruppen sowie im Austausch mit Bakterien in der
Umwelt erfolgenEin Umdenken des Antibiotikaeinsaszevodurch Selektionsdruck auf resistente Erreger
ausgeubt wirdist demnach sowohl im humanmedizinischen Bereich als auch in der Veterindrmedizin zwin-
gend erforderlich. Allein in Deutschland wurden im ambulanten humanmedizinischen Sektor nach Angaben
desWissenschaftlichen Instites der AOK (WIdO) im Jahr 20kdzogen auflen GKVAnteil der deutschen
Bevolkerung von 85%twa45Mio. Antibiotikaverordnungen m#48Mio. definierten Tagesdosen getéatigt
(Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2@&) Gesamtverbraucim human-
medizinischen Sektor in Deutschlandnde fiir das Jahr 2@auf 700- 800 Tonnen geschatfBundesamt

fuir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 20B2sonders bedenklich ist der hohe Verbrauch an
Fluorchinolonen und Cephalosporinen sowohl im ambulanten als auch stationaren Bereich, da diese Anti-
biotikaklassen einen hohen Druck zugunsten der Selektion multiresistenter Erreger a\Biinelesamt

flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 20¥2%hrendvor allem dieB0er und 90er Jahreer-

mehrt durch dasVorkommen multiresistenter grapositiver Kokken, wie MRSA (MethicHlgsistente
Staphylococcus aureugepragt waren, wird iden letzten Jahren die Zunahme graegativer Stéabchen,

wie z.BE.colioderKlebsiellgpneumoniaemit Resistenzen ifesondere gegeniiber Cephalosporinen der
Gruppe 3oder Fluorchinolonen beobachtet (Stand 03/15, RKI). Ebenfalls kritisch ist die Zunahme von Isola-
ten mit Extendée-Spektrumi3-Laktamasen (ESBLS). Hierbei handelt es sich um spezielle bakiaisitee,

die ene Resistenz gegen mehrerd_8ktamantibiotika vermittelnStamme, die eine Resistenz gegen drei
bzw.vier der definierten Antibiotikagrupperder Acylaminopenicilline, Cephalosporine der Gruppe 3 und 4,
Carbapeneme und Chinolone aufweisen, werderBM&RGNund 4MRGNbezeichnef MRNG= multiresis-

tente grammegative Stéabchen

Fur den veterinarmedizinischen Bereich wurden seit 2011 aufgrund der DAvHDEimittelverordnung
(DIMDI¢ Deutsches Institut fir medizinische Dokumentation und Informptostmals aucluetaillierte

Daten zur Antibiotikamengenabgabe in der Veterindrmedizin verzeichnet. Diese Verordnung verpflichtet
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pharmazeutische Betriebe zur Registrierung der Abgabemengen von Tierarzneimitteln, insbesondere von
Antibiotika, beimnDeutschen Institut fliMedizinische Dokumentation urdformation Die Auswertung der

Daten durch das Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) ergab fur das Jahr
2014 in Deutschland eine Abgabemenge von 1.238 Tonnen Antibiotika, wobei seit der Einfdérung
DIMDHerordnung diese kontinuierlich abnahm. Verglichen mit der Antibiotikaabgabemenge von 2011
konnte bereits fiir 2014 eine Reduktion von 27 %, entsprechend einer absoluten Menge von 468 Tonnen,
verzeichnet werden. Spitzenreiter der in der Veterin@dizin eingesetzten Antibiotika bilden Penicilline,
Tetracycline, Sulfonamide, Makrolide und Polypeptidantibiotika. Eine Reduktion von fiir den Menschen von
Bedeutung eingestufter Antibiotikaklassen, wie Fluorchinolone und Cephalosporine der 3. und 4,Grupp

wurde jedoch nicht erreichiBundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2012)

1.1 Charakterisierung gramegativer Problemkeime am Beispiel escherichia coli
1.1.1 E.colials pathogener Erreger und als Laborstamm

Das BakteriunkEscherichia cait ein granmegatives und fakultativ anaerobes Stabchen aus der Familie der
Enterobacteriaceaddie Humanpathogenitat voB.coliist stammspezifisch und kann sowohl fakultativ als
auch obligat sein. Die fakultativ pathogenen Stamme sind Teil der humanen Darmflora und fihren nur au-
Berhalb ihres natlrlichen Habitats oder bei Personen mit Immunschwachefektionen(Kaper, Nataro,

& Mobley, 2004)Hierzu zahlen insbesondere Harnwegsinfekte, aber auch Wundinfektionen, Pneumonien,
Peritonitis und Cholezystitis sowie SaugliMeningitiden(Baenkler, 2015; Darai, 201D)ie obligat patho-
genen Vertreter gehdren nicht zur natirlichen Darmflora des Measand werden tber Schmierinfekti-

onen UbertragenDarai, 2012)Sie filhren zu schweren Durchféllen und Entziindungen im Darmtrakt und
werden in die funf Gruppen der enteropathogenkncoli (EPEC), enterohamorrhagischércoli (EHEC),
enterotoxischerk.coli(ETEC), enteroaggregativiercoli(FAEC) und enteroinvasivé&ncoli (EIECeingeteilt
(Baenkler, 2015; Darai, 2012; Kaper et al., 2004; M. Buhlte, 2DielEinteilung erfolgt anhand des Sero-
typs, welcher auf spezifische Oberflachenmerkmale zutiftikzen ist.Die Pathogenitatier obligat patho-
genenE.col-Stdmmewird vermittelt durchdie Adhérenz an Epithelzellen und die Zerstérung von Mikrovilli
mit gestorter Elektrolytabsorption (EPEC), die Anheftung Uber Fimbrien an Epithelzellen und dig Bildun
zweier Enterotoxine, die zu Stérungen des Elektralpd Wassertransportes fiihren (ETEC), die Invasion
und Zerstérung von Epithelzellen des Kolons mit zusétzlicher Toxinbildung (EIEC), die Expression aggregati-
ver Adharenzfimbrien, die an spezifischeritligizellenaggregiererund Uber Proteinund Hamolysinbil-

dung eine Aktivierung denembranstéandige\denylatcyclase mit verstarkter Elektrolytsekretion bewirken
(EAEC) und die Bildung von Zytotoxinen und HamolyskidE{(Darai, 2012)Die von EHEC gebildeten
Zytotoxine werden aufgrund ihrerhilichkeit zum Toxin voBhigella dysenteriaals Shigella like toxin

und Il (SLT I und Il) bezeichnet und flihren nach erfolgter Endozytose durch die Bindung an die ribosomale
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RNA zur Hemmung der Proteinbiosynthese und zum Tod der Epithelzelle. Eiarlodiem Stimmen zu-
satzlich plasmidkodiertes Hamolysin bewirkt eine Lyse der Erythrozyten und wird im Zusammenhang mit
dem hamolytischurdmischen Syndrom (HUS), einer lebensbedrohlichen Komplikation derlEelgon,

vermutet (Darai, 2012)

Aufgrund des hohen Erfahrungsnd Wissenstands, degeringenNahrstoffbedarfs, der kurzen Generati-
onszeit unter optimalen Bedingungen und der einfachen genetischen Modifizierbarkeicadiseit Mitte

des 20. Jahrhunderts ein beliebter Laborkeim fur mikimd molekularbiologische Untersuchungen sowie

fur die biotechnologische Industrie. Verwendet werden vorwiegend Stamme, die auf den Stammhinter-
grundE.coliK-12 zuriickgehen, welcher 1922 aus dem Stuhl eines an Diphtherie erkrankten Soldaten iso-
liert wurde. Nach diversen Untersuchungen und Modifikationekaente man ab Mitte der 70er Jahre,

dass der Stamm weder den humanen Darmtrakt besiedeln konnte noch bekannte Pathogenitatsfaktoren
besalR3(Anderson, 1975; Levy et al., 1980; Muhldorfer & Hacker, 1994; Smith,. I9&55tamm bildete

daher den Prototyp eines apathogenen Stammes und den Ausgangsstamm zahlreicher heute existierender
E.coliK-12-Varianten(Kuhnert, Nicolet, & Frey, 1995)

Eiren typischenund aufgrund nur geringer genetisah€eranderungen haufig genutztarertreter, stellt
beispielsweise der 1997 von Blattner et al. vollstdndig sequenzierte Stanuoli K-12 MG1655 dar
(Blattner et al., 1997)

Eiren weiterenVertreter mit K12-Hintergrund bildet der Stamta.coliC600welcher tiber Behandlung mit
Rontgen und U\Strahlung tiber mehrere Stufen aus dert XWildtyp erhalten wurd¢Bachmann, 1996)
Genotypisch weidE.coliC600 Defekte in Genen der LeudgleuB6, der Threonin(thr-1) und der Thiamin-
synthese thi-E1) auf. Des Weiteren ist der Stamm aufgrundegiMutation in der LaktosepermeadacY)
unfahig zur Laktoseaufnahme in die Zelle. Die Mutation im auReren Membranprotein fRiodX ] ver-
mittelt eine Resistenz gegenlber den Phagen T1, T5 und f80. ZusatzlichEhesiifi600 das Suppressor-
genginV44, wodurch die vorzeitige Termination der Proteinbiosynthese bei Anwesenheit von Avhber

tationen verhindert wird.

1.1.2 Bakterielle Effluxpumpen

Effluxpumpen sind in prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen ubiquitar verbreitete Transportsys-
teme zurenergieabhéngigerkliminierung toxischer Substanzévian Bambeke, Balzi, & Tulkens, 2000)
Durch den Efflux antibakterieller Substanzen aus der Zelle und der dademingerten intrazellularen An-
tibiotikakonzentration leisten die Pumpen einen entscheidenden Beitrag zur Vermittlung von Resistenzen.

Die Auspragung von Antibiotikasistenz erfolgtor allemdurch dieerh6hte Epression der Effluxpumpen
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oder aufgrund en Mutationen in Geneffiir Strukturproteineder Effluxpumpe, diaufgrundeiner veran-
derten Proteinstruktuzu einemeffizienteren Efflux filhren(Piddock, 2006)Die Pumpen kénnen substrat-
spezifisch sein oder ein weites Spektrum von Substanzen unterchegdStruktur aufweisen. Hinsichtlich
ihrer Struktur, der Energiequelle und der zu transportierenden Substrate werden bakterielle Effluxpumpen
in funf Familien eingeteilt: RNBamilie Resistance Nodulationbsior), MFSuperfamilie ajor Facilitator
Quperfamily), MATEFamilie Multidrug And Toxic Efflix SMRFamilie Small Multidrug Resistangeind
ABGCGFamilie ATPBinding CassetjeDer Transport erfolgt aktiv und wird Uber die protonenmotorische Kraft
gesteuert. Ausnahmen stellen hierbei die AB@sporter dar, welche ihre Energie aus der Hydrolyse von
ATP beziehen und die Transporter der MAcBIRilie, welche Uber einen NE*-Antiporter betrieben wer-

den. Aufgrund des weiten Substratspektrums und der Eliminierung verschiedener, strukturell niht mit
nander verwandter Antibiotika nehmen die Effluxpumpen der Fdiilie einen besonderen Stellenwert

im Rahmen der multiplen Antibiotikaresistenz (MDRultiple antibiotic resistangeggrarmegativer Bakte-

rien ein.Diese Effluxpumperbestehen aus drei Kongpenten: einem Transpdprotein, einem auf3eren
Membranprotein (OMR outer membranegorotein) und einem periplasmatischen Membranfusionsprotein.
Die Pumpnkomplexe erstrecken sich von demenseite derCytoplasmamembran bis durch die &ulRere
Membranhindurchund erméglichen den Transport von Substanderchbeide MembranenEinTransport

von Substanzen aus dem Periplasma nach aufen ins Medium ist ebenfalls moglich. Das Transportprotein
ist in der inneren Membran lokalisiert und wird Gber das Membranfusiastsjpm mit dem in deduf3eren
Membran verankerten OMRerbunden. Das Transportprotein mit der gréRten klinischen Relevanz fur
E.colistellt AcrB aus dem AcrABIGEffluxkomplex dar.

Der AcrABTolCGEffluxkomplex irE.coli

Der AcrABrolCEffluxkomplex st sich aus dem Transportprotein AcrB, dem au3eren Menpnagin

TolC und dem periplasmatischen MembranfusionggiroAcrAzusammerfAbb. 1.1). Erganzend hierzu fun-
giert das kirzlich entdeckte Protein AcrZ, ein kleines Protein der inneren Membran vamid8sauren,

als Bindungspartner von AcrB und fihrt zur Erweiterung des Substratspektrums des Effluxkomplexes
(Hobbs et al., 2012pas Protein AcrB stellt ein Homotrimer dar, dessen einzelne Protausreiner trans-
membranen und einer periplasmatischen Region bestehen. Die transmembrane Region bildethmit 12
Helices den kleineren Anteil des Proteins. Die grofisaplasmatische Region wird aus eimparter do-

main, bestehend aus vier Subdoménen ugider funnel domainpestehend aus zwei Subdomanen, gebil-
det (Murakami et al., 2002)Diefunnel domainbesitzt eine trichterartige Offnung, welche den gleichen
Durchmesser wie der periplasmatische Kanal von Tuafi@egst und lasst eine direkte Interaktion zwischen
AcrB und TolC vermutegfiKoronakis et al., 2000; Murakami et al., 2002; Tamura et al., 2005; Tikhonova,
Yamada, & Zgurskaya, 201Dem entgegen wurden alternatiwdodelle des AcrAB olCEffluxkomplexes
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postuliert, bei denen keine direkte Verbindung zwischen AcrB und TolC existigtieukidmponenteraus-
schlielich tber AcrA miteinander verbunden gjbd et al., 2014; Kimtal., 2015) Das Membranfusions-

protein AcrA ist aus vier Domanen aufgebaut: einer proximalen Membrandoméane und eRzerdtDo-

méane, welche an der Interaktion mit AcrB beteiligt sind, einérelikalen Haarpifbomane, die mit TolC
interagiert sowie einer Lipoypomane, die an der periplasmatischen Kanalbildung beteiligDistet al.,

2014) Das stochastische Verhaltnis der Protomere von AGiédiB &ht bisweilen zur Diskussion. Entgegen

der friheren Annahme eines Trimers lassen aktuglidtronemmikroskopische Aufnahmen sowie Ergeb-

nisse der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie AcrA als Hexamer und ein stochastisches Verhalt-
nis der Protomere vo 3:6:3 (AcrB:AcrA:TolC) vermutéu et al., 2014; Jeong et al., 2016; Tikhonova et

al., 2011; Xu et al., 2011)
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Abbildungl.1: Schematische Darstellung vonrABZTolC (oben) und Darstellung des Pumpmechanismus von AcrB (unten)
(Anes et al., 2015) MMS = niedermolekulare Substanzen, HMMS = hochmolekulare Substanzen, IM = innere Membran, OM
= dulBere MembrayL, T und O Konbrmationen der einzelnerProtomere; Nr. 1-7 =Eintritts- und Transportwege flr Sub-
strateim AcrABZTolGKomplex
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Der Pumpmechanismus von AcrB basiert auf einem rotierenden Mechanismus, welcher ausgehend von ei-
ner asymmetrischen Struktur dch unterschiedliche Konformationen jedes einzelnen Protomers gebildet
wird (Abb. 1.1 Murakami et al., 2006)Bei den Konformationen handelt es sich um dkobformation

(loose, in der die Substanzen eintretesier T-Konformation (ight), in der die Bindung des Substrates er-

folgt und der GKonformation ¢per), in der der Zugang zum Kanal ge6ffnet wird. In déphformation

kann die Substanz Uber drei Eingange in die Proteinstruktur eintreten: Uber die unttiefureg Abb. 1.1

Nr. 1), welche an der periplasmatischen Seite liegt, Uber einen Bereich zwischen den Prototsyeh.{

Nr. 2) oder Uber einen Eingang direkt an dem zentralen Hohlradinb.(.1 Nr. 3 und), welcher fir den
Transport cytosolischer Subszen fungiert. Nach dem Eintritt der Substanz erfolgt die Bindung im Inneren
der periplasmatischen Doméne. Wahrend hochmolekulare Substanzen in der proximalen Bindungstasche
(Abb. 1.1 Nr5) binden, binden niedermolekulare Substanzen auf der anderer, 8eitler sogenannten
distalen Bindungstasch@lb. 1.1 Nr6). Anschlie3end erfolgen in derk@nformation durch die Protonie-

rung der zentralen Helix die SchlieRung der Eintrittskanale und die Offnung zum zentralen Kanal. Die Bin-
dungstaschen weichen zukicdas Substrat bindet an die Tadoméane und wird Gberak duRereMemb-

ranprotein aus der Zelle eliminiert.

1.1.3 Dasaulere Membraprotein TolC
1.1.3.1 Struktur undRegulatiornvon TolC

Das Protein TolC und seine Homologehoren zu de duleren Membraproteinenund snd bei grarme-
gativen Bakterien verbreitgfAndersen, Hughes, & Koronakis, 2000; Koronakis, Eswaran, & Hughes, 2004,
Paulsen et al., 1997 E.colifungiert TolC als Komponente von Effluxpumpkomplexen in Koatiloim mit
Transportproteinen aus der RNEamilie (z.B. AcrABolC, AcrEFolC, MdtABJoIC), der ABEamilie
(MacABToIC) und der MiSuperfamilie (z.B. EmrABIC) sowie als Komponente von Tygekretionssys-
temen (HyBBTolC, CvaBA&oIC), wobei das Trangpprotein und das aul3ere Membranproteiiiber ein
Membranfusionsprotein miteinander verbunden sitifloronakis et al., 2004; Nagakubo et al., 2002)C

liegt als Homotrimer vgrwelche zusammen eit?-strangiges 3-Barrel, eine" -helikale Doméane und eine
gemischten aquatoriale/-Domaneausbilden(Abb. 1.2YKoronakis et al., 2000Die BBarretDomane ist

in der AuBeren Membran eingebettund grenzt an die-helikale Doméane, welche einen etwa 180angen

und 30 A breiten Kanal ins Periplasma bilfiésiccaro, Scott, & Sansom, 208 fiirauRere Membran-
proteine charakteristisches Merkmal ist das Strukturmotis @®iledCoil, welches eine Helix in einer Helix
beschreibt und vergleidiar mit der Form einer gewundenen Schraubgdsthnson & Church, 1999)as
Strukturmotiv findet sich in der-Doméane von TolC wieder. Das Innere des Kanals ist vorwiegend unpolar,
wird jedoch zum periplasmatischeéEnde hin zunehmend elektronegatKoronakis et al., 2000per Off-

nungsmechanismus am periplasmatischen Ende von TolC wird als allosterischer Mechanismuast postuli
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(Koronakis et al., 2000Hierbei wird im geschlossenen Zustand die Offnung des Kanals durch die inneren
Helices (H7/H8) der drei Protomere verengt, wahrenth siiese im gedffneten Zustand zu den aul3eren
Helices (H3/H4) ausrichten und den Eingang fur den Transport von Substanzen frégmploskaya et al.,
2011) Eine Besonderheit von TolC im Vergieza anderen duf3eren Membraroteinenist die Bildung

eines gemeinsamen Kanals der Protomere [26].

, t,\ Equatorial
‘| domain

Periplasmic entrance

Abbildungl.2: (A) RibborDarstellung von TolC, ein Protomer ist rot dargestellt, OM = auRere Mem(@piodell von TolC
im gedffneten und geschlossenen Zustand, dargestellt als Ansicht ausgehend vom periplasmatisci{ZguEskizya et al.,
2011)

Das GertolCist, unabhéangig voracrABLacus, gmeinsam mit den GeneygiBund ygiC vier Promotoren
(p1¢ p4), einemarboxund einer PhomBindestelle in einem Operon organisiert. Die Transkription Uber die
Promotoren p3 und p4 wird Uber dimarboxreguliert, der Bindungsstelle fur die globalen Traipions-
faktoren MarA, SoxS und R@bhang, Rosner, & Martin, 200&)as narA/soxS/robRegulon schliel3t Uber
40 Gene ein und ist an der Resistenz gegeniber multiplen Antibiotika, Xenobiotiklypedxid beteiligt
(Rosner & Martin, 2009Dke Transkription Uber den Promatp2 erfolgt in Abhangigkeit der Zwikbpmpo-
nentenSysteme EvgAS und PhofEguchi et al., 2003Eine Regulation von pbér die Transkriptionsfak-
toren oder die beiden Zwé{omponenterSysteme liegt nicht vdZhang et al., 2008)
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1.1.3.2 Charakteristika votolGMutanten

Wie in Abbildung 1.3 dargestellt, ist TolC als essentielle Kompentverser Effluxpumpkomplexdirekt
undindirekt an zahlreichen Prozessen in der Zelle beteiligt, wdddet vielseitige Phénotyp vdnlGMu-

tanten begrindet ist. Durch den verringerten Efflux, welcher vorwiegend durch den Funktionsverlust von
AcrABTolChervorgerufen wird, weisetolGMutanten eine erhdhte Empfindlichkeit gegentiber Gallensal-
zen, einer Vielzahl an Antibiotika, Farbstoffen, organischen Losungsmittel und Detergenzien auf. Beispiele
hierfir umfassen flaktamantibiotika, Chloramphenicol, Fiabinolone, Novobiocin, Tetracycline, SDS,
Acriflavin und viele weiter¢Sulavik et al., 2001Pariber hinaus zeigetolGMutanten eine verringerte
Virulenz, basierend auf der direkten Beteiligung von TolC an der Sekretion von Toxines;lavielysin

oder den hitzestabilen Enterotoxinen | und\Wandersman & Delepelaire, 1990; Yamanaka et al., 2008;
Yamanaka et al., 1998; Zgurskaya et al., 204dfgrund der Beteiligung von TolC am CvadaEEKompex

und an der Funktion der Ydgffluxpumpe sind sie aul3erdem unféhig zur Sekretion der antibiotischen Pep-
tide ColicinvV und Microcin J28Delgado et al., 2005; Gilson, Mahanty, & Kolter, 198@) weiteres Cha-
rakteristikum stellt die erhdhte Saureempfindlichkeit dar, welche auf die -&bl@ngige Expression der
GlutamatDecarboxylasezurtickgefuhrt wird, einem an der Saureresistenz beteiligten Enzym /ARi#
resistance syster) (Deininger et al., 2011; Foster, 2002usatzlich stellt TolC eine Komponente der Em-
rAB-TolG und der MdtABETolGKomplexe dar, Effluxpumpkomplexe, die zum Ukd@en in saurem Milieu
beitragen. Neben dem Export exogener Substanzen, wie z.Bidikt, ist TolC auch am Transport endo-
gener Substanzen, wie Porphyrine und Siderophore (Enterobactin) befBikgtel et al., 2005; Tatsumi &
Wachi, 2008)Eine erhdéhte Empfindlichkeit gegenileit Cystein suplementiertem Mediumist furtolG
Mutanten ebenfalls beschriebgiViriyathanawudhiwong et al., 200%in noch nicht vollstandig geklartes
Charakteristikum voriolGMutanten stellt das Wachstumsdefizit i@lukosehaltigem M9-Medium dar
(Dhamdhere & Zgurskaya, 2010; Vega & Young, 2014 N K MIE-MRantgn in dem Komplexmedium

LB ein im Vergleich zum Wildtyp normales Wachstum aufweisen, fuhrt-i&tum der Verlust von TolC

zu Zellteilungsdefekten, einer reduzierten Wachstumsrate, einer verlangerteRhasge und einer veran-
dertenMorphologie(Dhamdhere & Zgurskaya, 2010; Vega & Young, 201é)morphologischen Verande-
rungen umfassen die Verlangerung der Zellen, variable Durchmesser und kugelférmige Ausbuchtungen vor-
wiegend in der Zellmitt§Vega & Young, 2014phamdhereet al. beschreiben die Ursachen des Wachs-
tumsdefizites in einer Erschopfung von NARelches in einem hohen NADH/NAZerhéltnis esultiert

sowie als Folge von Stress an der Cytoplasmamembran. Das hohe NADM&#dXnis wird mit der man-
gelnden Oxidation von NADH durch die NAD#hydrogenasen begrintdend fiihrt zu einer Reduktion

der protonenmotorischen Kraft. Als zusatzlicheekfthoher NADHKonzentrationen werden Enzyme des
Citratzyklus, wie die Citratsynthagaddie MalatDehydrogenase gehemr{®russ et al., 1994per Memb-
ranstress wird durch die hohen Konzentrationen an PspA (Phagen Shizik Rj)oeinem Protein, das bei
aSYoONIyaiNBaa dzyR !'oylFKYS RSN taC AYyRdz 20BN 6ANRZ
tanteinM3a SRA dzY FNKNBY 1 dz¥Y aVYSil 6 fhandherk & Zurskaya 00K £ § Sy &
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Eine weitere Eigenschaft vanlGMutanten ist die erhdhte Expression vomarRABund soxSsowie die
erhohte Aktivitdtdes TranskriptionsfaktoiRob(Rosner & Martin, 2009Die Aktivierung desar/sox/rob-
Regulons fuhrt durch die erhéhte RMnthese von MicF, einer regulatorischen antiseR¢A, zu Veran-
derungen der Porinanteileon OmpC und Omghk der aul3eren Membran. Wéahrend inlGMutanten nur
geringe Mengen an OmpF vorliegen, stellt OmpC das bevorzugte Pof@hldyiz & Rao, 2011; Misra &

Reeves, 1987Das periplasmatischéhaperon Spy ist ebenfallstolGMutanten Gberexprimiert.
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Abbildungl.3: Direkte und indirekte Interaktionen von TolCE. coli MG1655(Jensen et al., 2009naximale Anzahl der
Interaktionen in der Darstellung begrenzt auf 50; direkte Interaktionen =garreisgindirekte Interaktionen = graue Kreise

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind toxische Formen des Sauerstoffs, die aufgrund ihrer hohen Reaktivi-
tat zu Schaden an DNA, RNA, Lipiden oder Proteinen bzw. bei Uberschedlitkirer Detoxifizierungsind

ReparaturmalBnahmen zu Mutationen oder zum Zelltod fihren konbém.Beteiligung von ROS an der
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Wirksamkeit von Antibiotikatellt eine kontrovers diskutierte Thematik dar, worauf auch in dieser Arbeit
Bezug genommen wirdin Folgenden werden daher die Ursachen und primére Bildungsorte von ROS in der
Zelle, die durch ROS verursachten Schaden, die Detxxifigivon ROS urdie bei oxidativem Stress akti-
vierten Schutzsystenmsowie die Hypothese eines gemeinsamen Wirkmedmus bakterizider Antibiotika

basierend auf einer gesteigerten RBi®lung beschrieben.

1.2.1 Endogene und exogene Ursachen der 0ding

Die ROS von groRter Bedeutufiy die Zellschadigungtellen das Hyperoxignion (Q+), das Hydroxyl
Radikal (OH sowe Wasserstoffperoxid @,) dar.Sie entstehen vermehrt unter oxidativem Stress oder
als Nebenprodukte im Rahmen metabolischer Prozesse durch die Ubertragung von Elektronematif O
grund seiner Elektronenpaarkonfiguration ist @zwungen einzelne Elekhen nach einander aufzuneh-
men. Die Aufnahme des ersten Elektrons fiihrt zur Bildung v©8 @le a@nes weiteren zu HO,. In den
meisten Fallen erfolgt die Aufnahme des zweiten Elektrons unmittelbar, sodass nur wéhig®den
aktiven Zentren der Enzyme wegdiffundi¢Beaver & Imlay, 2004Die enzyrkatalysierte Umwandlung
von Q“ezu HO, durch die Superoxiddismutase reduziert dariiber hinaus weiter den Pooj@nADsge-

hend von HO; erfolgt Uber die EiseRatalysierte FentorReaktion die Bildung von OtFormel 11).

'0Q 00 © "mi ©° o §® 0

Formell.1: FentonReaktion

Die EirElektronenReduktion sowie das leicht negative Reduktionspoteriigl 6 V) sind ursachlich dafir,
dass Qfiir die erste Elektrongaufnahme univalente Elektronendonatoren mit einem mdglichst hohen po-
sitiven Reduktionspotential benétigt. Gute Elektronendonatoren,ndigels Autoxidationdiese Kriterien
erfullen, bilden Metallzentren, Flavine und Chinone, wie sie beispielsweisesalstieie Komponenten in
den Enzymen der Elektronentransportkette vorkommBiesbeziiglich stelledie NADHDehydrogenase

I, die SulfitReduktase, die SuccinBehydrogenase und die Fumafaehydrogenaseelevante Elektro-
nendonatoren dailmlay, 1995; Messner & Imlay, 1999, 2Q02)ahrend die grofite Menge an®uber

die Elektronentransportkette gebildet wird, liegt der primare Bildungsort fa®.HaulRerhalb hiervon
(Korshunov & Iy, 2006) Untersuchungen mit Knockoiutanten respiratorischer Enzyme zeigten, dass
die Menge an gebildetem2B, in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant reduziert war.
Hieraus resultierte die Schlussfolgerung, dass der primére Bjgauinvon HO, nicht die Enzyme der Elekt-
ronentransportkette, sondern nichtespiratorische Flavoproteine darstelléKorshunov & Imlay, 2010;
Seaver & Imlay, 2004)
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Neben der endogenen Ré@Hdung als Nebenprodtiknetabolischer Prozesse existieren weitere exogene
Ursachen fir die Entstehung von ROS. Hierzu zéahlen unter anderem Hyperoxie, Redoxreaktionen einge-
hende Substanzen, die externe Zugabe ve@:idnd Schwermetalle. Dartiber hinaus wird derzeit die ver-

starkteBildung von ROS als Ursache der letalen Wirkung bakterizidictiké diskutiert (Kapitel 1.3).

1.2.1.1 DieElektronentransportkette voi.coli

Als fakultativ anaerober Erreger EBtcoliin der Lage sowohl bei Anwesenheit von Sauerstoff als auch unter
anoxischen Bedingungen zu tberleben. Ist Sauerstoff vorhanden,Eiatdidie aerobe Atmung, den Stoff-
wechselweg der héchsten Energiegewinnung. Bei Abwesenheit von Sauerstoff wird auf die weniger ener-
gieliefernden Wege der anaeroben Atmung oder der gehen Sauregarung zuriickgegriffen. Die Verwen-
dung der jeweiligen Energiequelle ist abhangig vom Angebot an Elektronenakzeptoren, wobei immer der
Stoffwechselweg mit der maglichst groRten ARilsbeute und Energiegewinnung genutzt wird. Das Um-
schalten auf de jeweiligen Stoffwechselweg erfolgt in Abhéangigkeit der vorliegenden Elektronenakzepto-

ren durch die Regulation auf transkriptionaler Ebene.

Bei der Elektronentransportkette vda. coli handelt es sich um eine verzweigte Form, die je nach Sauer-
stoffangebd und Vorliegen entsprechender Elektronenakzeptoren gddnatoren ein Uberleben unter
verschiedenen Umweltbedingungen ermdglicht. Die Komponenten der Elektronentransportkette bilden
Dehydrogenasen, die cytoplasmatische Elektronendonatoren oxidieren lekttdben in die Transport-

kette einspeisen, membranassoziierte Chinone|chedie Elektronen weiterleiten und terminale Reduk-
tasen, die die zu Chinolen reduzierten Chinone wieder oxidieren und die terminalen Elektronenakzeptoren
reduzieren. Die CytochromtReduktase bzw. der Cytochrena-Komplex, wie in der mitochrondrialen
Atmungskette vorhanden, liegt i&.colinicht vor. Fur die Elektronentransportkette kagncoli auf insge-

samt 15 verscdledene primare Dehydrogenasen, df@inone sowie 10 terminalReduktasen zurlickgrei-

fen, wobei im Folgenden nur auf die dominierenden Vorgange und Enzyme unter aeroben Bedingungen
eingegangen wirgUnden & Bongaerts, 1997ie wichigsten Dehydrogenasen unter aeroben Bedingun-
gen bilden die NADBehydrogenasen | und Il sowie die Sucebahydrogenase, die eine direkte Verbin-
dung zwischen dem Citratdyks und der Atmungskette vermitteftHenkelet al., 2014) Entscheidende ter-
minale Oxidoreduktasen sind die Cytochrbiz-Oxidase, die Cytochrotmdl-Oxidase und die Cytochrom
bdIFOxidasgHenkel et al., 2014Als Chinon der aeroben Atmung wird Ubichinenwvendet. Die einzigen
Protonen translozierenden Enzyme, die somit zur Ausbildung eines Protonengradienten flhren, stellen die

NADHDehydrogenase | und die Cytochrdms-Oxidase dar.

Die NADFDehydrogenase | ist ein aus 13 Untereinheiten bestehender kKombomolog zum Komplex |
der mitochrondrialen Atmungskette, der durch das 15 kb gnoGeOperon kodiert wird. Das Enzym wird
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sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen exprimiert. Der Komplex besitzféine L
mige Proteinstrukturbestetend aus einem peripheren ins Cytosol hineinreichenden Arm und einer in der
Membran eingelagerten hydrophoben Bag&uenebaut et al., 1998)nnerhalb dieser-ibrmigen Protein-
struktur lasst sich der Komplex der Di&Dehydrogenase in drei Module einteilen: das hydrophile NADH
Dehydrogenasemodul, kodiert durch die GaneoEFGwelches den Elektroneneingang darstellt und das
Flavoprotein FMN sowie sechs EissethwefelCluster (Fe€luster) tragt, das amphiphile Hydetasemo-

dul, welches aus dem Verbindungsfragment (NuoBCDI) mit drei weitere@l&si®rn und den zwei memb-
ranstandigen Untereinheiten NuoH und NuoN besteht sowie das Transportmodul, kodiert durch die Gene
nuoAJKLMdessen Beteiligung an der Translokatia@r &rotonen vermutet wirdFriedrich, Dekovic, &
Burschel, 2016)Der Elektronentransfer beginnt mit der Bindung von NADHanter Untereinheit NuoF

und der Ubertragung von jewsikwei Elektronen und zwei Protonen auf FMN. Die Elektronen werden wei-
ter entlang der Fe&luster auf Ubichinon Ubertragen, wodurch dieses zu Ubichinol reduziert wird. An der
NADHDehydrogenase | findet pro Molekil NADH*elde Translokation von vi€&traonen tber die Cyto-
plasmamembran stattentsprechend einem e~ -Veraltnis von zweiUnden, Steinmetz& Degreif
Dunnwald, 2014)Der hierbei stattfindende Mechanismus der Translokation ist noch nicht vollstandig ge-
klart (Friedrich & Pohl, 2007)

Im Gegensatz zur komplexen Struktur der NAR#Hydrogenase | handelt es sich bei der NABHydro-
genase Il um ein einzeda membranstandiges Protein, kodiert durch das @amDas Enzym besitzt weder
FeSCluster noch FMN, einzig€ofaktorist FAD Da die NADiDehydrogenase Il auch keine metallischen
prosthetischen Gruppen tragt, wird eine direkte Ubertragung der Elektramen reduzierten FADHwuf
Ubichinon vermutet. Eine Translokation von Protonen findet nicht statt. Wahrend die Expression nur unter
aeroben Bedingungen erfolgt, ist sie unter anaeroben Bedingungen durch den Transkriptionsaktivator FNR
reprimiert (Green & Guest, 1994; Spiro, Roberts, & Guest, 1#88¥prechend liegen beide NADidhyd-

rogenasen unter aeroben Bedingungen vor.

Die SuccinaDehydrogenase stellt eine weitere unter aeroben Bedingungen exprimierte Delgrdisg

der Elektronentransportkette dar. Den Elektronendonator bildet hier Succinat, das unter Reduktion von
Ubichinon zu Fumarat oxidiert wird. Die SucciDatydrogenase wird durch dadh-Operon kodiert und
besteht aus den vier Untereinheiten SdhA, S C und SdhD. Wahrend die hydrophilen Untereinheiten
SdhA und SdhB fur die Oxidationsreaktion von Succinat essentiell sind, bilden die hydrophoben Unterein-
heiten SAhC und SdhD die entscheidenden Doméanen der CBixicloreduktaseAktivitat sowie den Anker

in der CytoplasmamembrafTomasiak, Cecchini, & Iverson, 200Xs Cofaktoren dieneRAD, welches
kovalent gebunden mit der SdHAntereinheit vorliegt, ein HaAviolekil vom Typ b, das in der Membran-

domane lokalisiert ist sowie drei F€Ruster innerhalb von SdhB.
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Als terminale Reduktasen nutgtcolidie Cytochrorrbos-Oxidase und die Cytboom-bd-Oxidasen, wobei
Erstere bei hohem Sauerstoffangebot und @xidation von Ubichindbevorzugt wird. Bei Abnahme der
Sauerstoffkonzentration wird die Cytochrdmdl-Oxidase verstarkt exprimiert, die zusatzlich die Fahigkeit
zur Oxidation von Menachwl besitzt, das bei geringem Sauerstoffangebot vermehrt vorliegt. Fir die Re-
duktion von Qzu zwei HO werden vier Elektronen, welche von zwei Molekiilen Ubichinol auf der periplas-
matischen Seite der Membran geliefert werden sowie vier Protonen aus dersdCyienotigt. Die hierbei
freiwerdende Energie wird von der Cytochrdims-Oxidase zur Translokation von vier Protonen aus dem
Cytosol genutzt, sodass eiri/ét-Verhdltnis von zwei resultiert. Im Gegensatz zur CytocHrogrOxidase

ist die Cytochronbd-Oxidase nicht zur Translokation von Protonen féahig und tbertragt die Elektronen von
NADH + Hiiber FAD auf die respiratorischen ChingRgedrich & Pohl, 2007; Unden et al., 2Q14)

Neben der Cytochrorbdl-Oxidase wule inE.colieine zweite Oxidase, die CytochrdidIFOxidase nach-
gewiesen, die durch die GeogxAund cyxBkodiert wird. Bedingungen fur die Expression der Cytochrom
bdIFOxidase sind Phosphatmangel, der Ubertritt in die stationdre Phase sowie anaezdingigen
(Atlung & Brondsted, 1994; Brondsted & Atlung, 1996)

Cytochrom-bo;-
NADH-I Oxidoreduktase
a/ma Cytoch bd!
@ et
QH,/MQH, Xi u
Succinat- Cytochrom-bd|i-
Dehydrogenase Oxidoreduktase

Abbildungl.4: Vereinfachte Darstellung der Elektronentransportkette #noli unter aerobenBedingungen nac(Borisov
et al., 2011) Q = Ubichinon, QH Ubichinol, MQ = Menachinon, M@H Menachinol

1.2.2 Schaden durch ROS

RO%hedingte Schaden der Zelle sind vielseitig und reichen von Mutationen, S&rway Biosynthese-

wegen oder Stoffwechselwegen bis hin zum Zelltod. Das Ausmalf3 der Schadigung ist dabei von der jeweili-
gen ROS abhangig. Ein direktes Ziel wudd HO; stellen die FeEluster von Dehydratasen dar, deren
[4Fe4St*-Cluster direkt an der Substratbindung und Dehydratisierungsreaktion beteiligt sind und daher
frei zuganglich und somit angreifbar fir ROS sind. Beispiele hierfiir bilden die Dilsgdm@yehydratase

aus dem Biosyntheseweg verzweigteminosauren und Enzyme des T@#4e die Aconitase B und die
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Fumarasen A und @&lint, Tumindo, & Emptage, 1993pie Fumarase C, die im Gegensatz zu den Fumara-
sen A und B keine F&3uster enthéltsowie die gegen £2unempfindlichere Aconitase A ersetzen bei
oxidativem Stress daher die sensitiveren Enzyiméay, 2013; Liochev & Fridovich, 1992; Varghese, Tang,
& Imlay, 2003)Die Oxidation des [4F&SF*-Clusters durch @&flihrt unter Bildung von b0, Giber das in-
stabile Zwischenprodukt [4F&SF* zur Freisetzung von Fauind zum [3FelSt-Cluster. @s freigesetzte Fé
bildete im Cluster das kdtgische FeAtom und vermitteltdie Substratbindung des Enzyms. Die Freisetzung
von Fé&* hat die Inaktivierung des Enzyms und die Storung des jeweiligen-SigaalStoffwechselweges

zur FolgdFlint et al., 1993; Imlay, 2013; Varghese et al., 20B8) der Oxidation durch.B, werden dem
[4Fe4StP*-Cluster zwei Elektronen entzogen, sodas€ldu Wasser reduziert und unter Freisetzung von
Fe* ebenfalls, wie unter er Oxidation durch @& der [3Fe4St-Cluster gebildet wird. Durch Reduktion und
unter Anwesenheit von Pésind sowohl durch @&als auch durch ¥, geschadigte Cluster wieder voll-
stéandig regenerierbafimlay, 2013)Im Gegensatz zu den ungeschutzt lokalisierten Clustern der Dehydra-
tasen sind die FeSluger respiratorischer Enzyme von dem Angriff durci@nd HO, weitestgehend

geschutzt.

Die Inaktivierung von Enzymen mit einem zweiwertigen Eisenatom athetische Gruppe stellt ein wei-
teres direktes Ziel von ROS dar. Analog der Dehydratasen istdaeiFgen entsprechenden Enzymen an
der Substratlidung beteiligt. Die Inaktivierung kann sowohl durch&@ls auch durch #D, erfolgen. Die
Oxidation durch @gfiihrt zur Freisetzung von Faund der Bildung von 40, ohne das F&-lose Apoenzym
irreversibel zu schadigen. Durch Metallisation kann dagrnzieder vollstandig regeneriert werden, wo-

bei der sich wiederholende Prozess aus Oxidation und Regenerierung die Wahrscheinlichkeit zur Substitu-
tion von Fé* gegen Z# erhoht. In Abhangigkeit des jeweiligen Enzyms kann dieses zu einer reduzierten
Enzymativitat fihren(Imlay, 2013; Sobota & Imlay, 201Dje Oxidation der Enzyme durcbQdverlauft

als FentorReaktion (Kapitel 1.2) und fuhrt zur Bildung von F&d 2 6 A S h | “®Eindzyidktiviérung

des Enzyms kann durch die Oxidation des katalytischié F&8* sowie aus der teilweisen Zerstérung von
Polypeptiden durch das gebildete @¢tfolgen. Im Gegensatz zOxidation durch @gist eine vollstandige
Regnerierung des Enzyms nur bedingt moglich und von der Beteiligung zusatzligheodtdinierender
Cysteinreste abhangig. Diese werden durch das Zwischenprodukt der Feeattion [Fedt zu Sulfen-
sauren oxidiert, wodurch die Reaktion vor der proteingtipénden OFBildung unterbrochen wir@Anjem

& Imlay, 2012; Imlay, 2013\ach Reduktion der Sulfensduren durch zellulare Reduktionsmittel und Reme-
tallisierung kann das Enzym in seiner Aktivitat wiederhergestelftlen. Die langere Exposition mit®4

fuhrt, vermutlich aufgrund der weiteren Oxidation zu Sulfind Sulfonséuren, zu irreversiblen Schaden
(Anjem & Imlay, 2012)

Die Cysteinund Methioninreste von Proteineohne Cluster oder Féstellen vermutlich kein priméares Ziel
der ROS dar. Obwohl die Reste oxidierbar sind, ist die Geschwindigkeitskonstante der Oxidation sowohl fir

Cystein als auch fur Methioninreste zu gering um Wachstumsdefizite erklaren zu kdiméay, 2013)
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Eine Ausnahme hiervon bilden die Thidés Reguatorproteins OxyR (Kapitel 1.2,4lie eine ungewoéhnlich
hohe Reaktivitat aufweisen und durch®i leicht oxidiert werden kdnnefAslund et al., 1999Die Ursa-

chen hierfur sind bisweilen ungeklart.

Im Gegnsatz zu @&und HO,, die DNA nicht direkt schadigen, reagiert“@iit nahezu allen organischen
Molekilen, inklusive den Basen uRiboseresten der DNA. Hiervishinsbesondere Guanlyetroffen, das
aufgrund ines niedrigen Reduktionspoteals leicher als die anderen Basen oxidierbar ist. Eines der héu-
figsten Produkte bei der Oxidation von Guanin i€@>Guanin (7,8ihydro8-Oxoguanin), das aufgrund
seiner moglichen Fehlpaarung miénin ein hohes mutagenes Potéltaufweist(Foti et al., 2012; Neeley

& Essigmann, 20068Die Folgen der Basenfehlpaarung sind je nachdéras sich bei dem Guanin um freies

oder bei der Replikation im Matrizenstrang gebundenes Guanin handelt, eine Transversion von A nach C

bzw. von G nach T.

In Eukaryoten stellt die Peroxidation von Lipiden eine haufige Konsequenz von oxidativem Stress dar. Im
Gegensatz hierzu sind die meisten Prokaryoten, einschlieBladii, zur Synthese mehrfach ungesattigter
Fettsauren, welche leichted Peroxidreaktion unterliegemunfahig(Nichols & McMeekin, 2002pie Per-
oxidation von Lipiden i. colidurch ROS wurde daher zunachst als unwahrscheinlich betra@hikty,

2003; Imlay, 2013Untersuchungen zur Reaktivitat von migtth ungesattigten Fettsduren und deinfach
ungesattigten Olsédure mit PeroxiRadikalen unterstiitzten zusatzlich diese HypothéBielski, Arudi, &
Sutherland, 1983)Weiterflihrende Ergebnisse, die einen direkten Zusammenhang zwischen dem Anteil an
einfach ungeséttigten Fettsauren in der Membran und oxidati&ness aufzeigen sowie Ergebnisse mit
dem Nachweis von Abbauprodukten der Lipidperoxidation sprechen jedoch fir eirecR(D§te Lipidper-
oxidation(Joshi et al., 2011; Pradenas et al., 2012)

1.2.3 Enzymatische Detdiiierung von ROS

Die kontinuierliche Reduzierung von ROS, hervorgerufen durch metabolische Prozesse als auch bedingt
durch oxidativen Stress, stellt eine unverzichtbare Voraussetzung fir das Uberleben unter aeroben Bedin-
gungen dar. Die Detoxifizierung dROS erfolgt durch Superoxiddismutasen (SODs) -thalidangen und

in HO, Uberfihren sowie durch Peroxidasen bzw. Katalasen, gi® #u Wasser reduzieren. Enzyme zur
Inaktivierung von O®bkind nicht bekannt, wodurch neben der hohen Reaktivitat auch das AusmaR der star-
ken Schadigung begriindet ist. Zur lingkrung von G®besitzt E.colidrei Superoxiddismutasen: die cy-
toplasmatischen Isoenzyme MnSOD (SodA) und FeSOD (SodB) sowie die periplasm&isSiabg$odC).
Wahrend es sich bei der FeSOD um eine konstitutiv exprimierte SOD handelt, die saeohhaeroben

als auch aeroben Bedingungen vorhanden ist, wird die MNnSOD nur unter aeroben Bedingungen und oxida-
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tivem Stress induziert und ist als Mitglied desFS8Regulons (Kapitel 1.2.4ktiv an der oxidativen Stres-
santwort beteiligt. Die GZnSOD wit aufgrund ihrer Lokalisation als Schutz gegen periplasmatisches O

vermutet (Korshunov & Imlay, 2006)

Die Detoxifizierung vonZ in E.coli erfolgt durch die AlkyHydroperoxidReduktase (Ahp) sowie durch
die Katalasen KatG und KatE. Die AflgdroperoxidReduktase Ubertragt Elektnen von NADH H auf

HO,, wodurch dieses zu Wasser reduziert wird. Das Enzym ist sowoleaktion mit organischen
Hydroperoxidenfahig, als auch mit #» und stellt unter normalen Wachstumsbedingungen das primére
Enzym zur Eliminierungon endogenemHO, dar (Seaver & Imlay, 2001pie Katalase KatG besitzt im Ge-
gensatz zu KatE bifunktionale Eigenschaften, indem sie sowohl eilad¢adits auch eine Peroxidaseakti-
vitat aufweist. Gemeinsam mit der Ahp wird die Expression der KatG unter oxidativem Stress stddsiibe
OxyRSystem (Kapitel 1.2)4dhduziert. KatE wird dagegen in der stationdren Phase oder unter hyperosmo-

tischen Bedingngen vermehrt exprimiert.

1.2.4 Das OxyRund SoxRSystem Aktivierung von Schutzsystemen als Antwort auf oxidativen Stress

Als Antwort auf oxidativen Stress besiitcoli zwei primare Schutzsysteme, das OxyRd das SoxRS
System, welche die Expressiomv@enen zur Detoxifizierung von ROS, zur Reparatur entstandener Scha-
den, zum Erhalt bzw. Wiederherstellung der ReBalance und zur Adaption metabolischer Prozesse indu-

zieren.

Das OxyFSystem wird Uber dedurch Anwesenheit von 4@, stimulierten Transkriflonsaktivator OxyR
aktiviert, welcher die Transkription der Gene des Regulons induziert. Die Aktivierung erfolgt durch die Oxi-
dation eines Cysteinrestes zur Sulfensaure, der mit einem weiteren Cysteinrest unter Ausbildung einer in-
tramolekularen Disulfidhircke kondensiert und zur Konformationsdnderung von OxyR fuhrt. Das oxidierte
OxyR bindet als Tetramer an die DNA und induziert darlber die Transkription der Gene d&eQXgRS.

Zu den Mitgliedern des Regulons zahlen etwa 40 Proteine, wie zum Beisgildiogenperoxidase I, die
Alkylhydroperoxidase, die GlutathigReduktase und Glutaredoxin I. Dartiber hinaus aktiviert OxyR die Syn-
these von OxyS, einer nickbdierenden regulatorischen sRNgm@llRNA), welche als Komplex rdém
RNAbindenden ProteirHfg an die Ribosomenbindestelle der regulierten Glimelet (Zhang et al., 1998)

Eine Zielstruktur von OxyS stellt RpoS dar, wodurch eine Verbindung zur generellen Stressantwort vermit-

telt wird.

Das SoxRSystem ist ein Zwé{omponenterSystem bestehend aus dem Sensorprotein SoxR und dem
Transkriptionsaktivator SoxS, welches bei Anwesenhg&igenerierender RedeyclingSubstanzen, wie

zum Beispiel Paraquat oder Menadion sowie Stickstoffmonoxid (NO) aktivieGuir® Imlay, 2011; Imlay,
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2008) Untersuchungen mit SOMutanten undsodBUberexpressinsplasmiden zeigten, dass entgegen
vorheriger Annahmen £eselbst nicht den direkten Induktor des Systems dargfélit & Imlay, 201150xR

liegt als Homodimer vomit je einem [2Fe&S}Cluster pro Monomer. Bei Anwesenheit entsprechender

Stimuli unterlaufen gk Cluster eine reversible EilektronerOxidation, wodurch die Transkription von
soxSaktiviert wird. Der Transkriptionsaktivator SoxS induziert daraufhin die Transkription der Gene des
SoxR$Regulons. Hierzu zéhlen unter anderem die MnSOD (SodA)udiese6-phosphatDehydrogenase

(Zwf), die Fumarase C (FumC), die Aconitase A (AcnA), die SRNA MicF, der Eisenrepressor Fur sowie die
Komponentender Effluxpumpe AcrABolC(Imlay, 2008; Zheng & Storz, 2008ach Bendigung des oxi-

dativen Stresses wird SoxR reduziert und SoxS durch Proteolyse dedi@diéith, Shah, & Wolf, 2004;

Koo et al., 2003)Als Teil demarRAB/soxS/rofRegulons ist SoxS neben der Abwehr von dixiela Stress

zusétzlich an Prozessen zur Antibiotikaresistenz beteiligt.

1.2.5 ROS als Ursache der letalen Wirkung bakterizider Antibiotika

Im Jahr 2007 vertffentlichten Kohanski et al. einen neuen, revolutiondren und zum Teil stark umstrittenen
Ansatz zum Vet&ndnis des Wirkmechanismus bakterizider Antibio{Kahanski et al., 2007ie Verifi-
zierung dieser Hypothese wirde zu einem weiterfiilhrenden Verstandnis der letalen Wirkung beitragen und
eine Moglichkeitzur Entvicklung neuer Zielstrukturen aus Reparatund Schutzsystemen sowie zur Po-
tenzierungder Wirkungbereits eingesetzterAntibiotika bieten. Die Grundlage der Hypothese bildet ein
gemeinsamer, von der primaren Zielstruktur unabhangiger, Wirkmechanismusrizider Antibiotika,
welcher als Endprodukt einer metabolischen Kaskade in einer verstarkten Bildung YoesQltert. Die
erhohte Konzentration intrazellularer hochreaktiver @tthrt zur irreparablen Schadigung an Biomoleku-

len und wird als Ursache fiie letale Wirkung angesehen. Die Untersuchungen wurden vorwiegertd. mit
coliund den bakteriziden Antibiotika Ampicillin, Norfloxacin und Kanamycin als Vertreter der umfangrei-
chen und relevante\ntibiotikaklasserder (FLaktame (Kapitel 1.3.2.4), Chiook (Kapitel 1.2.1.1)und
Aminoglykoside (Kapitel 132.1) durchgefuhrt. Als Negativbeispiel fur die Abwesenheit einer verstarkten
OHBildung wurden die bakteriostatischen Antibiotika Speatigoin, Erythromycin (Kapitel 12323),
Chloramphenicol @pitel 1.32.2.2), Tetracyclin und das ebenfalls von Kohanski et al. den bakteriostati-
schen Antibiotika zugprdnete Rifampicin (Kapitel 121.3), verwendet. Nach Ansicht deutorenliegt die
Ursache der verstarkten OiBildung in einem massiven tempoedir Verbrauch an NADH und einem hier-
durch provozierten Anstieg any@durch die Elektronentransportkette. Ergebnisse eines NAWDHAS-

says zeigten fur mit bakteriziden Antibiotika versetProben eine halbe Stunde nach ZugafeVergleich

Zu einer unindzierten und einer mit Spectinomycin versetzten Probin mehr als Hach erhohtes
NAD/NADHVerhaltnis. Dieses sank jedoch nach einer weiteren halben Stunde wieder auf das Niveau der

uninduzierten Kontrolle zurtick. Unterstiitzt wurde dieser Ansatz zudtdurch einen Mikroassay, der
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eine erhohte Expression nach Behandlung mit bakteriziden Antibiotika im Vergleich zu einer mit Spectino-
mycin behandelten Probe fir die Untereinheiten NuoC/DEF der NAaébyidrogenase | nachwies. Des Wei-
teren zeigten Knoadut-Mutanten des TCA igdA>~ acnB nach Zugabe von Ampicillin, Norfloxacin und Ka-
namycin im Vergleich zu einer uninduzierten Kontrolle eine erhohte Uberlebensrate, was mit der Reduzie-
rung des allgemeinen NAERbols begrindet wird. Das durch den hohen UmsatdADH in der Elektro-
nentransportkette vermehrt gebildete @&fiihrt anschlieend zur Schadigung von EiSehwefelClustern
(FeSCluster) und zur erhohten Freisetzung vorR*FMlithilfe von Deletionsmutanten, die Defekte in der
FeSSynthese undReparaturo iscS bzw. der externen Aufnahme von’Fe dza RSY do8BRaudzY 6 n
weisen, zeigten Kohanski et al., dass es sich bei dem vermehdeunkéntrazellulares und nicht um ex-
ternes Eisen handelt. Dieses flihrt Uber die StimuliedegFentorReaktion(Kaptel 1.21) zu einer ver-

mehrten Bildung von OMind zum Tod der Zellen.
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Abbildungl.5: Postulierte Hypothese zur letalen Wirkung bakterizider Antibiotika durch(R@fanski et al., 2007)
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1.3 Klassifizierung von Antibiotika
1.3.1 Einteilung nach Wirkungstyp

Eine Mdglichkeit zur Klassifizierung von Antibiotika stellt die Einteilung anhand ihres Wirkungstyps dar.
Hierbei wird unterschieden zwischen bakteriostatischen Antilkéo die lediglich eine Hemmung, jedoch
keine Abtétung der Bakterien erzielen und bakteriziden Antibiotika, die eine direkte abtdtende Wirkung
besitzen und zur Reduktion der Keimzahl fiihren. Bakterizide Antibiotika kdnnen einen konzentrationsab-
hangigen odr zeitabhangigen bakterizid wirkenden Effekt aufweisen. Ein Beispiel fir eine zeitabhangig
bakterizide Antibiotikaklasse stellen did_Bktamantibiotika dar, die ihre starkste Wirkung bei einer-drei

bis vierfachen MHK (iber eine konstante Zeit vermittBler Einsatz hoherer Konzentrationen bringt hierbei
keinen therapeutischen Nutzen. Anders als bei zeitabhangigen bakteriziden Antibiotika flhrt die Erhéhung
der Antibiotikakonzentration bei konzentrationsabhéngigen Antibigtikater Beriicksichtigung deruZ
nahme unerwiinschter Arzneimittelwirkungezu einer Steigerung der Wirksamkeit. Beispiele hierfir stel-
len die Aminoglykoside als auch die Gruppe der Fluorchinolone dar. Eine andere Mdoglichkeit zur Einteilung
von Antibiotika erfolgt anhander Zielstruktuen (Kapitel 1.2). Die Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tiber

den Wirkungstyp der in dieser Arbeit eingesetzten Antibiotikaklassen.

Tabellel.1: Einteilung unterschiedlicher Antibiotikaklassen nach Wirktypgentsprechende Vertreter der Antibiotikaklas-
sen sind in Klammern dargestellt

Antibiotikaklasse Wirkungstyp

3-Laktamantibiotika (Ampicillin, Cefoxitin) | zeitabhangig bakterizid

Fluorchinolone (Norfloxacin) konzentrationsabhangig bakterizid
Aminoglykaide (Kanamycin) konzentrationsabhangig bakterizid
Ansamycine (Rifampicin) bakterizid

in geringen Konzentrationen

Aminocumarine (Novobiocin) bakteriostatisch, in hohen Konzentrationen bakterizid

PolypeptidAntibiotika (Polymyxin B) bakterizid
Makrolide (Erythromycin) bakteriostatisch
Oxazolidinone (Linezolid) bakteriostatisch

Chloramphenicol bakteriostatisch
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1.3.2 Einteilung nach Zielstruktur
1.3.2.1 Storungen der DNReplikation und der RN8ynthese
1.3.2.1.1 Fluorchinolone: Norfloxacin

Fluorchinolone sind vollsynthetis hergestellte Antibiotika mit Chinolin bzw. vom Chinolin abgeleiteten
AzaAnaloga als Grundgertuist. Die Ausgangssubstanz der heutigen Fluorchinolone stellt die 1962 entwi-
ckelte Nalidixinsaure dar, die mittlerweile therapeutisch als obsolet gilt. Nakdinme selbst weist keine
Fluorierung auf und zahlt daher chemisch betrachtet zur Gruppe der Chinolone, den Vorlaufern der Fluor-
chinolone. Mit der Entwicklung von Norfloxacin gelangte 1982 das erste in Position 6 fluorierte Chinolon
und damit das erste eigliche Fluorchinolon auf den Markt. Als Fluorchinolon der ersten Generation weist
Norfloxacinim Vergleich zu den Fluorchinolonen folgender Generain, ein schmales, nur auf grare-

gative Bakterien beschranktes Erregerspektrum auf.

Die Angriffspunkte e Fluorchinolone stellen die bakteriellen TyyT opoisomerasen Gyrase und Topoiso-
merase IV dar. Hierbei handelt es sich um Enzyme, die unteWé&MPauch durch Spaltung und Wieder-
verkniipfung des DNRoppelstranges die Topologie&dnderung der DNA bei Bserewie der Replikation,

der Transkription oder der Rekombination katalysieren. Die Gyrase katalysiert die Relaxierung positiver
Uberspiralisierung und ist zusatzlich zur Einfiihrung negativer Uberspiralisierung in relaxierfaHiNA
(Nollmann et al., 2007; Sissi & Palumbo, 201 6jzteres stellt ein einmaliges Charakteristikum der Gyrase
unter den Topoisomerasen défliggins, 2007; Knippers, 2006; Sissi & Palumbo, 2DafM)ber hinaus exis-

tiert fur die Gyrase ein ATihabhangiger Mechanismus zur Relaxierung negativer Uberspiralisierung
(Gellert et al., 1977; Higgins, 2007; Nollmann et al., 2007; O'Dea, Tamura, & Gellert, 186 Rzxwell,

1991) Die Aufgaben der Topoisomerase IV umfassen die Trennung der Catenane nach erfolgter Replikation
sowie die Relaxierung positiv und negativ Uberspiralisierter [Bigsi & Palumbo, 2010)ypll-Topoiso-
merasen vorE.coliliegen als Heterotetramere £X) vor, wobei die Untereinheiten der Gyrase durch die
GenegyrAund gyrBbzw. die der Topoisomerase IV durch die GpagCund parEkodiert werden. Die
Hemmung der Topoisomerasen durch die Fluorchinolone erfolgt durch diergjraes Fluorchinolons an

den aus gespaltener DNA und Enzym gebildeten Komplex, welcher zusatzlich deirstabllisiert wird.

Die Bildung dieses ternaren Komplexes fuhrt zur Konformationséanderung des Enzyms und zur Komplexsta-
bilisierung, welche die furas Uberleben der Zelle essentiellen Ablaufe, wie die Transkription und Replika-
tion inhibiert. Die Praferenanit der die jeweiligen Topoisomerasen gehemmt werdshdabei substanz-
abhéangig. Bezogen auf die Wirksamkeit zeigen in der Regel Substanzetimdiedie Topoisomerase IV
hemmen eine starkere Wirkung bei grgrositiven Erregern, wahrend die Hemmung der Gyrase einen Wir-

kungsvorteilgegentber Erregern aus dem gnaegativen Bereich erzielt.
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Abbildungl.6: Strukturformel von Norfloxacin

1.3.2.1.2 Aminocumarine: Novobiocin

Das Antibiotikum Novobiocin ist ein Vertreter der Aminocumarine, eine Antibiotikaklasse, die uber die
Hemmung derGyraseund mit geringerer Affinitat der Topoisomerase |V, die Replikatidnibiert
(FujimotoNakamura et al., 2005; Peng & Marians, 1998% primare Zielstruktur der Aminocumarine bil-

det die GyrBUntereinheit derGyrase(Lewis et al., 1996; Maell & Lawson, 2003Dort konkurrieren sie

mit ATP um die Bindungsstelle und inhibieren die-Abtfangige Spaltung des Doppelstranges. Strukturell
charakteristisch fir diese Gruppe ist dag\@ino-4,7-Dihydroxycumaringrundgerist, welches an Position

7 miteinem Zucker und an Position 3 mit einem Benzoeséurederivat substituiert ist. Die einzige in Deutsch-
land fir die Humanmedizin zugelassene Substanz bildet das Novobiocin. Novobiocin wird vom Stamm
Streptomyces spheroidggoduziet und fir Infektionen mitgranmpositiven Erregernwie zum Beispiel
Staphylococcus aureemgesetzt. Aufgrund des Nebenwirkungsprofils, der geringen oralen Resorption und
schlechten Wasserloslichkeit der Substanz findet Novobiocin jedoch nur eingeschrénkt klinische Anwen-

dung.

]
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Abbildung1.7: Strukturformel von Novobiocin

1.3.2.1.3 Ansamycine: Rifampicin

Ansamycine, auch als Rifamycine bezeichnet, sind eine Gruppe antibakterieller Substanzen, die urspriing-
lich als Stoffwechselprodukte vaimycolatopsis rifamycinicaittels Fermentation erhalten wurden. Von

dem hieraus hervorgegangenen Rifamycin B, welches als einzige Verbindung eine ausreichende Stabilitat
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bei Isolierung aufwies, wurden weitere Derivate halbsynthetisch mit verbesserteritakntwickelt.
Heutzutage relevante Vertreter stellen das 1966 als erstes orales Ansamycin auf den Markt gebrachte
Rifampicirdarsowie das spater entwickelte Rifabutin. Wegen seiner Wirksamkestgixgr granpositiven
Bakteriensowieinsbesondere gegellykobakterien, wird Rifampicin vor allem zur Behandlung der Tuber-
kulose und Lepra eingesetzt sowie prophylaktisch bei Meningokeklamngitis. Des Weiteren besitzt es

eine Ativitat gegeniber einigen gramegativen und atypischen Erregern. Strukturell zeén sich die An-
samycine durch einen planaren aromatischen Kern mit aliphatischer Briicke aus. Ihr Wirkmechanismus ba-
siert auf der Hemmung der RNPolymerase und der dadurch inhibierten Transkription. Hierfiir bindet
Rifampicin an dief®ntereinheit der RNAolymerase und verhindert durch sterische Effekte die Elongation
nach zwei bis drei Nukleotidd@ampbell et al., 2001)

Abbildungl.8: Strukturformel von Rifampicin

1.3.2.2 Inhibitoren der Proteinbiosynthese
1.3.2.2.1 Aminoglykoside: Kanamycin

Aminoglykoside sind biosynthetisch oder semisynthetisch aus Bakterien der G&tiamjomyceoder
Micromonosporajewonnene antibakterielle Substanzen mit einem mit Aminogruppen substituiertem Cyc-
litol als Aglykon, welches mit Aminozuckern glykosidisch gebunden vorliegt. Sie zahlen zu den Breitbandan-
tibiotika und weisen eine konzentrationsabhangigk®rizidie mit postantibiotischem Effekt auf. Das Wir-
kungsgektrum umfasst vor allem gramegativeEnterobacteriaceasowie Staphylokokken. Die meisten
grampositiven Erreger wie beispielsweis&tBeptokokken und Enterokokken sowie alle Anaerobier weisen

nur eine mafige Sensibilitdt auf bzw. besitzen eine natlrliche Resistenz gegenlber KaliARigdies,

2005) Die Aufnahmén die Bakterienzelle erfolgt direkt durch die Lipiddoppelschicht der aueren Memb-
ran durch die Verdrangung von Ktgind C&*, die zur Stabilisierung der Quervernetzung von Lipopolysac-
charidmolekilen beitragen sowie mittels Diffusion durch Poren der d@rm3étembran(Aktories, 2005;

Craig, 2004; Hancock et al., 1991; Mingeetlercq, Glupczynski, & Tulkens, 1999; Nakae & Nakae, 1982)
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AnschlieBend wird die Cytoplasmembran in Abhangigkeiteinemhohen Potenialgdélle als protonierte

Form UberwunderfAktories, 2005; Mingeeltteclercq et al., 1999)m Cytosol hemmen die Aminoglykoside

die Proteinbiosynthese durch Bindung an die Aminoacyldoméne delJB@8einheit. Die Binang fuhrt

zur Stérungen bei der Elongation der entstehenden Polypeptidkette und zur Bildung fehlerhafter oder ver-
kiurzter Proteine. Diese werdamter anderemin die Zellmembran eingebaut und fiihren zu einer veran-
derten Zellpermeabilitat, welche die Aufnalerweiterer Aminoglykosidmolekiile in die Zelle begiinstigt und

die Hemmung der Proteinbiosynthese verstgiidingeotLeclercq et al., 1999; Vaara, 1992)
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Abbildungl.9: Stukturformel von Kanamycin

1.3.2.2.2 Chloramphenicol

Chloramphenicol ist ein bakteriostatisch wirkendes Breitbandantibiotikum, welches 1947 erstmals aus
Streptomycegiewonnen wurde. Das Egerspektrum umfasst sowohl graoositive Erregerwie zum Bei-

spiel Streptokokken oder Pneunkokken als auch gramegative Erreger wiSalmonella typhind Haemo-

philus influenzaeAufgrund seines Nebenwirkungsprofils mit zum Teil lebensbedrohlichen Knochenmarks-
schadigungen und neurotoxischen Reaktionen wird Chloramphegystémisch nur noch in begriindeten

Ausnahmefallen als Reserveantibiotikum eingesetzt.

Chloramphenicol bindet an das Peptidyltransferasezentrum defBi€reinheit der Ribosomen und inhi-
biert die Elongation der Peptidkette. Dies fuhrt zur BlockierungTdanslation essentieller Proteine und

zur Hemmung desditerienwachstums.

Cl

Cl

Abbildungl.10: Strukturformel von Chloramphenicol
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1.3.2.2.3 Makrolidantibiotika: Erythromycin

Bei den Makrolidantibiotika handelt es siam eine bakteriostatisch wirkende Antibiotikaklasse, welche
biosynthetisch austreptomyce®der semisynthetisch gewonnen wird. Ihr struktureller Aufbau, ein min-
destens l12gliedriger makrozyklischer Lactonring, ein sogenannter Makrolid, welcher glykbsidis
Zuckergebunden ist, bildet das charakteristische Strukturelement und die Grundlage zur Namensgebung
dieser Antibiotikaklasse. Die erste Substanz stellt das 1952 erstmalig isolierte Erythromycin dar, von dem
ausgehend chemisch optimierte Derivate mirbesserter Saurestabilitéat und Bioverflgbarkeit entwickelt
wurden. Makrolidantibiotka wirken vorwiegend gegen grawsitive Erreger, sind aber auchgen Anae-

robier und einige gramegative Erreger wirksam. Der Wirkmechanismus basiert nach Bindung 50Slie
Untereinheit auf der Hemmung der Translokation der PeptiBydA von der Akzeptezur Donorstelle und

fuhrt zur Inhibierung der Proteinbiosynthese.
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Abbildungl.11: Strukturformel von Erythromycin

1.3.2.2.4 Oxazolidinone: Linezolid

Oxazolidinone sind eine in der Humanmedizin eingesetzte vergleichsweise junge Antibiotikaklasse synthe-
tisch hergestellter Verbindungen, bestehend aus der Leitsubstanz Linezolid und der erst 2015 in der EU und
Schweiz zugelassen&ubstanz Tedizolid. Namensgebend und fiir die antibakterielle Wirksamkeit essenti-
ell, ist der 1,30xazolidinor2-on-Heterozyklus, der mit einer fluorierten Arylkomponentestibstituiert

vorliegt. Linezoliavirkt ausschlie3lich gegen grawsitive Erreger, v Streptokokken, Staphylokokken und
Enterokokken. Die natliche Resistenz gegentiber gmaegative Bakterien beruht auf der Eliminierung
durch Effluxpumpen. Durch die Bindung an die-B@%ereinheit der Ribosomen hemmt Linezolid die Bil-

dung des Initiationskmplexes bei der Translatidhivermore, 2003)
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Abbildungl.12: Strukturformel von Linezolid

1.3.2.3 Storung der Permeabilitéat der Cytoplasmamembran: Polypeftitibiotika

Das bakterizide Antibiotikum Polymyxin B gehdrt zur Klasse der Polygeritinotika und wird als Gemisch
verschiedener Polymyxine mit der Hauptkomponente Polymyxin B1 aus dem BakBaailhas polymyxa
biosynthetisch gewonnen. Die Struktur dedy®oyxine basiert auf einem zyklischen Heptapeptid mit einer
TripeptidSeitenkette, welche mit einer Fettsédure acetyliert vorliegt [171]. Das Wirkungsspektrum umfasst
mit Ausnahme der Gattundleisseriaalle grannegativen Erreger; gegen grpositive Erregessind Po-
lymyxine dagegen wirkungslos. Als Wirkmechanismus werden zwei Wege postuliert: der klassische und all-
gemein anerkannte MembrahysisWeg und der alternative VesikgkesikelKontaktWeg [171, 172]. Po-
lymyxin bindet Uber protonierte freie Aminreste aegativ geladene Phosphatreste vom Lipid A der Lipo-
polysaccharide (LPS) der auReren Membran. Dies fuhrt zur Verschiebung?vondJdg*, die zur Stabi-
lisierung beieinanderliegender LPS dienen und erméglicht das Uberwinden der duRReren Membran. An der
inneren Membran zerstort Polymyxin die Integritat der PhospholgildyerStruktur, welches zur Lyse und

zum Zelltod der Bakterien fuhrt (MembrduyseWeq) [171, 172]. Nach dem alternativen Wirkmechanismus
(VesikelVesikelwWeg) verursacht Polymyxin B einerbindung zwischen den dem Periplasma zugewandten
Monolayer der Lipiddoppelschicht von &ufRerer und innerer Membran und fihrt zum Austausch von Phos-
pholipiden. Der Austausch von Phospholipiden aus innerer und auf3erer Membran tber einen direkten Vesi-
kelKontakt bewirkt einen Verlust der spezifischen Phospholipidzusammensetzung und fiihrt zur osmoti-

schen Disbalance und zur Zelllyse [171, 173].

[¢]

HaC
L-DTB -L-Thr - L-DA|B

R NH, NH,

|_L»DAB - L-DA|B -D-Phe - L-Leu

NH,

R = CH3, CH2CH3

L-Thr - L-DAB——L-DAB

NH, NH,

Abbildungl.13: Strukturformel von Polymyxin
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1.3.2.4 Inhibitoren der Zelhandsynthese: die {Raktamantibiotika Ampicillin und Cefoxitin

Die ZLaktamantibiotika bilden die gro3te Gruppe innerhalb der Antibiotika. Kennzeichnend fur diese Sub-
stanzklasse ist der-Baktamring, welcher fur die antibakterielle Wirkung essentiell italkamantibiotika
werden unterteilt in Penicilline, Cephalosporine, Monobactame und Carbapeneme. Untergruppen der Pe-
nicilline bilden die Oralpenicilline, die Penicillinagesten Isoxazolylpenicilline, die Acylamisowie Ami-
nopenicilline, wobei Ampidih Letzteren zugeordnet wird. Aufgrund seines umfassendtungsspekt-

rums, welches grapositive Erreger wie Streptokokke8taphylococcus aurewsd Enterokokken sowie
gramegative Erreger wie zum Beispit¢hemophilusund E. coli beinhaltet, wird Ampidiin zu den Breit-
bandantibiotika gezahlt. Eine Besonderheit in der Klassifizierung stellt das Cefoxitin (Mefoxin) dar, ein Ce-
phalosporinartiges Antibiotikum, welches semisynthetisch aus Cephamycin C hergestellt wird und haufig
der Gruppe 2 der Cephalospioe zugeordnet oder als Cephamydintibiotikum bezeichnet wird. Das Wir-
kungsspektrum von Cefoxitin ist sehr umfangreich und umfasst mit Ausnahm@seardomonas aerugi-

nosaund Enterokokken, die meisten gramnegativen und gpasitiven Erreger sowie divergemaerobier

(Nair & Cherubin, 1978)
HO O
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Abbildungl.14: Strukturformel von Ampicillin (links) und Cefoxitin (rechts)
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[3-Laktamantibiotika besitzen eine bakterizide Wirkung, welche auf eine Stérung der Zellwandsynthese zu-
rickzufuhren ist. Ihre Zielstruktur stellen Transpeptidasen dar, baktefglryme, die die Quervernetzung

im Peptidoglykan der Zellwand katalysieren und essentiell zum Aufbau und zur Stabilisierung der Zellwand
beitragen. Die Struktur des Peptidoglykans bilden Glykanketten, aufgebaut aus sich abwechselnden Bau-
steinen an NAcetymuraminsaure und\-Acetylglucosamin, die Uber vdtAcetylmuraminsdure ausge-
hende Oligopeptide miteinander quervernetzt sind. Die Proteinsequenz der quervernetzten Oligopeptide
ist hierbei abhéngig von der jeweiligen Bakterienspezies, wabdilfolge beden meisten gramegativen
Bakterien EAlanin- ‘-D-Glutaminsaure mesal,6-Diaminopimelinsaure; D-Alanin ¢ D-Alanin betragt.
Bezogen auf die Zellwandsynthese Betoli erfolgt die Quervernetzung tber die Verkniipfung zwischen

der Aminogruppe demescl,6-Diaminopimelsaure des einen Glykanstranges mit der Carboxylgruppe

des nicht endstandigen-Blanins des anderen Glykanstranges. Nach erfolgter Quervernetzung wird der
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endstandige BAlaninrest abgespalten. Die strukturelle Ahnlichkeit deAl@nytD-Alaninrestes vor de
Quervernetzung mit den-RBaktamantibiotika fiihrt zur Acylierung eines enzymatischen Serinrestes und zur
irreversiblen Bindung des Antibiotikums an das Engohnson, Fisher, & Mobashery, 2013; Konaklieva,
2014) Im Rahmen der kontinuierlichen Zellwanderneuerung fiihrt der die Hemmung der Zellwandsynthese

bei gleichzeitigem Abbau zur Lyse der Baktefi@naklieva, 2014)

1.4 R-Laktamasen

Der Resistenzmechanismus von grof3ter Bedeutung gegenibaktBmantibiotika ist die Bildung von 3
Laktamasen. {Raktamasen sind bakterielle Enzyme, die plaskoidiert oder chromosmal vorliegen und

den fur die Wirkung der-Raktamantibiotika essentiellenBaktamrng hydrolysierenAbbildung 1.1% Die
Hydrolyseeffektivitat ist dabei von der jeweiliged8ktamase und dem zu hydrolysierendehdktaman-
tibiotikum abhangig Fir die iteilung der BLaktamasen existieren zwei gangige Systeme: die Klassifikation
nach Ambler anhand der Aminosauresequenz und die Klassifikation nach Bush et al. auf Basis der Funktio-
nalitét, welche auf die Substraind Inhibitorprofile zurtiickgeRtAmbler, 1980; Bush & Jacoby, 2018nb-

ler unterteilt die ALaktamasen in die vier KlasseibAWahrend es sich bei den Klassen A, C und D um Serin
[3-Laktamasen handelt, besitzen die Vertreter der Klasse Bi@ek als &tives Zentrum und werden daher

als Metallef3-Laktamasen bezeichnet. Im Gegensatz zur Einteilung nach Ambler erfolgt die Einteilung nach
Bush et al. in die Gruppen 1 bis 3, die jeweils zur genaueren Spezifizierungaldafasen zusatzlich in
verschieder Subgruppen unterteilt werden. Hierbei umfasst die Gruppe 1 (entsprechend der Klasse C nach
Ambler) Cephalosporinasen, die Gruppe 2 (entsprechend den Klassen A und D nach Ambler)regigsit

tente ESBLs (Kapitel 113 sowie SeriCarbapenemasen undeliGruppe 3 (entsprechend Klasse B nach

Ambler) die Metallel3-Laktamasen.
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1.4.1 Klinische Relevanz und Klassifizierung whalBamasen

Eine in den vergangen Jahren stetig zunehmende Problematik bildelhaRtamasen mit einem im Ver-
gleich zu klassischenlUaktamasen erweitertem Substratspektrum, die als sogenannte EEREesded
Spectrum A_actamasesbezeichnet werden. Ihr Wirkspektrum reicht von Aminopéimen und Cephalos-
porinen, inklusive der dritten und vierten Gruppe bis zu Aztreonam [123]. Die Entstehung von ESBLs beruht
vorwiegend auf Punktmutationen klassischeld&tamasen, die zur Veranderung des aktiven Zentrums des
Enzyms fihren. Abkémmlingem Typ TEM, SHV und @W¥ilden den grof3ten klinischen Anteil an ESBLSs.
Die Resistenzgene liegen vorwiegend auf mobilen ElementienTransponsons oder Plasmiden vor. Die
erste plasmiekodierte sLaktamase, TEM, wurde Anfang der 60er entdeckt und vettelt eine Resistenz
gegenuber Penicillinen und den frihen Cephalosporinen [124]. Mutationen irlTiENtten zur TEMB,
welche das gleiche Resistenzprofil wie TERUfweist, sowie zur TEBI die den ersten Vertreter der ESBLs
dieses Typs darstellt. Mlierweile existieren Uber 200 Varianten der TEMLaktamasen, wobei der grofi3te
Anteil denESBLsugeordnet werden kann [125, 126}L@ktamasen vom TEWp sind Serinproteasen und

zahlen nach der Klassifizierung nach Ambler zur Gruppe A [127].

Der Ursprug der SH\?-Laktamasen wird in der SHVausKlebsiellavermutet, die wahrscheinlich ur-
sprunglich chromosomal vorlag und sich im Laufe der Evolution als plasdigtte Varianten verbreitet

hat. Nach Angaben der Datenbank der LaBdénic Burlington exigtren mittlerweile fast 200 verschiedene
3-Laktamasen vom SHWp [125].

Eine im Vergleich zu den TEMNnd SHWM3-Laktamasepneuere Gruppe an ESBLs bilden die Ende der 80er
erstmalig entdeckten CTM-3-Laktamasen. Die rasante Entiliung neuer Variantean CTXV und der

einer weltweiten Pandemie gleichenden Verbreitung dieser Enzyme fuhrt zur Verdrangung vearntEM
SHVESBLSs und cléit die CTXM zunehmend in den Fokus der aktuellen Resistenzlage [128]. Anhand ihrer
Aminosauresequenz werden die CMXn Quster eingeteilt, innerhalb derer mittlerweile tGber 170 Varian-
ten bekannt sind [125]. Analog der TEMindelt es sich auch bei den SHiid den CT¥-3-Laktamasen

um Serinproteasen. Phylogenetische Analysen lassen vermuten, dasd-@Laktamasen nicht utch
Punktmutationen klassischerlBaktamasen entstanden sind, sondern auf der Mobilisierung von chromoso-

malen RLaktamasegenen adduyveraspp. zurii&zufiihren sind

Eine weitere groRe Gruppe arLaktamasen stellen die OxXALaktamasen dar. Sie gehdrdar Gruppe D

nach Ambler an. lhr Resistenzspektrum kann von einem schmalen Spektrum mit Penicillinen, inklusive Oxa-
cillin und frihen Cephalosporinen bis zum erweiterten Spektrum mit spateren Cephalosporinen und Carba-
penemen reichen. Ausgehend von der Ansidioresequenz Carbapenemydrolysierender RLaktamasen

(CHDIg CarbapenenrHydrolyzing Class DUactamaseswurde eine Untergruppierung vorgenommen, in

der 3Laktamasen der Untergruppen O3, OXA24/40, OXA48, OXA 1, OXA8 und OXA 43 die groldte

klinische Relevanz aufwiesen [129].
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Dariiber hinaus existieremochweitere Gruppen an ESBLs mit geringerem Vorkommen, wie zum Beispiel
GES, BES, PER, TLA und VEB [130].

1.4.2 AmpCR-Laktamase

Eine weitereh&ufig in gramegativen Bakterien vorkommendellaktamasestellt die Amp&ER-Laktamase

dar. Das Enzym kann sowohl plastkadliert als auch chromosomal vorliegen und ist mit Ausnahme von
Psychrobacter immobilisn Periplasma lokalisiert. Bezogen auf die Klassifizierung nach Ambler wird die
AmpGR-Laktamase der Klas C zugeordnet bzw. nach Bush et al. der Grup@enibler, 1980; Bush &
Jacoby, 2010)AmpGR-Laktamasen sind wirksam gegentber Penicillinen und Cefamycinen (Cefoxitin) mit
einem Schwerpunkt gegeniiber Cephalospen. Im Vergleich zu denliaktamasen der Klasse A sind
AmpCR-Laktamasen gegenuberlaktamaseinhibitoren wie Tazobactam oder Sulbactam verhaltnismaRig

unempfindlich.

1.4.2.1 Induzierbarkeit der Amp@-Laktamase

Die Expression von AmpC, ist Abhangigkeit deproduzierenden Bakterienspezies und der genetischen
Ausstattungkonstitutiv oder induzierbar. Gut untersuchte Beispielorganismen fir eine Induzierbarkeit von
AmpC stellen die Enterobakteriegditrobacter freundiund Enterobacter cloa@dar. Die Induktia von

AmpC erfolgt durch Zellwandbausteine, den sogenannten Anhydromuropeptiden, die im Rahmen des na-
turlichen Zellwandrecyclings oder vermehrt bei der Behandlung +hikdamantibiotika anfallen und durch

die Permease AmpG ins Cytoplasma transportiertderr Untersuchungen zur Substratspezifitdt von
AmpG zeigten, dass fir den Transport das Motiv désétylglucosamianhydreN-Acetylmuraminsaure
Disaccharids (GlcNAnhMurNAeDisaccharids) essentiell (€heng & Park, 20022AmpG vermittelt daher
effizient den Transport von GlcNAohMurNAc und seinen FriTetra und Pentapeptiden. Im Cytoplasma
werden die Peptide des Disacchariddveeder direkt durch die Amidase AmpD abgespalten oder nach er-
folgter Hydrolyse durch die Glucosaminidase NazG. Uber anschlieRende Reaktionen erfolgt aus GIcNAc
anhMurNAc und dem Monosaccharid AnhydtéAcetylmuraminsdure die Bildung der Vorlaufermolekiile

fur die Zellwandsynthese. Der verstarkte Antibiotika induzierte Zellwandabbau fiihrt zur Akkumulation der
Anhydromuropeptide im Cytoplasma, die mit dem ZellwandvorlaufermolekiHirBminsaurePenta-

peptid (UDPMurNacPentapeptid) um die Bindungsstelle an piRy dem Repressor dampGExpression,
konkurrieren(Johnson et al., 2013pas genaue Signalmolekdl ist nicht bekannt, vermutet wird jedoch, dass

es sich hierbei um das AnhMurNAd- oder das;Pentapeptid bzw. um das freie Pentapeptid handelt. Wird
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UDRMurNacPentapeptid durch das Signalmolekil vampR verdrangt, durchlauft AmpR eine Konforma-
tionséanderung, welche zur Transkription vampCfihrt (Johnson et al., 2013Pie Gene von AmpR und

AmpC liegen als divergent organsiertes Operon vor und werden beide Uber AmpR reguliert.

Fur die Induktion von Amp@erden neben dem Regulator Ampgowadhl die Amidase AmpD als auch die
Permease AmpG sowie die Glucosaminidase NazG bendtigt. Mutationen in diesen Genen kdnnen zu einer
veranderten Induzierbarkeit derBaktamase fihren, wobei MutationenampDdie haufigste Ursache fir

eine Uberexpression dehromosomal kodierten AmpC darstellghuan et al., 2005; Kaneko et al., 2005;

Lindberg, Lindquist, & Normark, 1987)

Im Gegensatz zu vielen anderen Enterobakterien ist die chromosomale ArEpEimicht indwierbar,
sondern erfolgt als schwache konstitutive Expression ohne Vermittlung eibektBmresistenz. Die Ursa-

che hierfir liegt in dem Fehlen des Regulatorproteins AmpR sowie aufgrund eines schwachen Promotors
und der Regulation Uber einen Attenuatormexctismus. Neben der erworbenenlfaktamresistenz tber
mobile Elemente, wie zum Beispiel Plasmide, sirtel@oliin der Regel Mutationen in der Promotarder
Attenuatorsequenz der chromosomal kodierten AmpC ursachlich firr eine Uberexpressichalktafae.

Des Weiteren wurden Mutationen in dem GampCnachgewiesen, die zu einer veréanderten Sekun-
darstruktur des Enzyms fihren und eine Resistenz gegenithak@men, einschliel3lich Carbapenemen,

vermitteln (Alonso ¢ al., 2016; Guillon, Tande, & Mammeri, 2011)

Abbauprodukte des Peptidoglykans
(GlcNAc-anhMurNAc-Peptide,
GlcNAc-anhMurNAc)

Cytoplasmamembran

NagZ ( GlcNAc-
AnhMurNAc- — anhMurNAc-
Peptide Peptide
UDP-MurNAc-

Pentapeptide
J- AmpD AmpD
— — N Peptide

. ampR | [ ampC. p—

Peptide
L Vorlaufermolekiile fiir Zellwandsynthese J

Abbildungl.16: Induktion von AmpCJohnson et al., 2013AmpR = Regulatorprotein; AmpC-tdktamase, NazG = Glucosa-
minidase, AmpG = Permease; GIcNAc-Adetylglucosamin, anhMurNAc = AnhyddeAcetylmuraminséure
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1.5 Ziel der Arbeit

Die steigende Anzahl resistenter, vor allem multiresistenter Erreger, sowohl im humanen als auch veteri-
narmedizinischen Bereich ist alarmierend. Aufgrund der in den letzten Jahren nur geringen Anzahl neuer
antibakteridler Wirkstoffe ist der Erhalt der antimikrobiellen Wirksamkeit derzeitiger Antibiotika sowie das
weitere Bestreben nach der Entdeckung und Entwicklung neuer Substanzen mehr denn je von Bedeutung.
Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einesehiorischen Messsystermam Nachweis von
antibiotischenWirkungen, wodurch Beitrédge sowohl zur Entdeckung neuer antibakterieller Substanzen ge-

leistetwerden sollenals auch zur Detektion antibiotischer Kontaminationen in der Umwelt.

Dieses Messsystem Ite die folgenden Eigenschaften aufweisen:

- eine hohe Sensitivitat fir antibiotische Aktivitat,
- eine breite Anwendungsmoglichkeit auf verschiedene Wirkstoffgruppen

- sowie eine einfache und schnelle Anwendbarkeit

Die Basis des Nachweissystems soll dabajegeniber Antibiotika hypersensitiver Sensorstamm sein, wel-
cher die Wirksamkeit mittels Fluoreszelpasierter Reporterplasmide anzeigen und tiber Anderungen der
Fluoreszenzintensitat die Anwesenheit von Antibiotika aufzeigen sollte. Als SensorstamndwudedG n
Mutante von E. coli C600 konstruiert, welche aufgrund des Funktionsverlustes des zentralen auf3eren
Membranproteins TolC und dem daraus resultierenden reduzierten Efflux, eine intrazellulare Akkumulation
der Antibiotika und eine erhdhte Sensitétigegenlber diesen aufwei@Rosner & Martin, 2013Der Ver-

gleich der Fluoreszenzintensitat einer mit Antibiotika behandelten Probe mit der einer uninduzierten Kon-

trolle stellt das Prinzip des Messsystems dar.
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2 Material und Methoden

2.1 Materia

2.1.1 Bakterienstamme

In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme aufgefihrt. Dargestellt sind die
stammspezifische Bezeichnung, die laborinterne NummerierundN{GKder Genotyp swie die Referenz

bzw. Herkunft.

Tabelle2.1: Verwendete Bakterienstamme in dieser Arbeit
Bezeichnung GKNr. Genotyp Referenz/ Herkunft
Prof. Schuster, MPI

F, thr-1, leuB6, thil, lacY1, ginVv44,

E.coli C600 617 Belin; (Appleyard,
tonA21 1954)
E.coli R7 4085 ntolG-Mutante vonE.coliC600 diese Arbeit

endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17-(rk
E.coli IM109 623 mk?), relAl, supE44(lac-proAB), [F Promega
traD36, proAB, la§ZnM15]

(Normark & Burman,

E.coli SNO3 65 ampAl, ampC8, recA, rpsL, pyrB 1977)

E.coli SN0302 64 ampD2Derivat vonE.coli SNO3 (Lindberg et al., 1987)

E.coli MG1655 2110  FX -, kG, rfb-50, rphl Universitét Danzig, Po
len, J.Potyleus

E.coli RFM443 915 rpsL, galk2, dlac74 (Drolet et al., 1995)

E.coli DE112 914 Isogene Tol®Mutante vonE.coliRFM443 (Van Dyk et al., 1994)

(tolC::miniTn10)

E.col ATCC 25922 | 1114 Klinisches Isolat aus Seattle (1946); Ser: (Lehn et al., 1996)
typ O6

Citrobacter freundii | 100 - Laboreigene Stamm-
Strain [H1-3 sammlung

2.1.2 Plasmide

In Tabelle 2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgefiihrt. Dargestellt sind die Bezeichnung,
die GroRRe, Charakteristika sowie die Referenz bzw. Herkunft. Die in dieser Arbeit konstruierten Plasmide
wurden anhand der laborinterneNomenklatur pHPKEXY bezeichnet. Hierbei steht p fur Plasmid, HP fir

Hamburg Pharmazie, KC fiir Katja Carstens, X fir die laborinterne Nummerierung des fiir die Konstruktion
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verwendeten Ausgangsplasmides und YY fur die fortlaufende Nummerierung degetisn Rahmen des

Projektes.

Tabelle2.2: Verwendete Plasmide in dieser Arbeit

Bezeichnung [C;g;ge Charakteristika Referenz/Herkunft
PACBSCE ca. 7000 CIM <RedRekombinasesystengdm, bet, | . ot 5 2000)
exo), araC,|-Scé

Addgene(Subach
pBADmMTagBFP2 | 4701 Am@ mTagBFP2araC etal, 2011)

(Bolivar et al.,
pBR322 4361 Am®R Tef 1977)

(Cherepanov &
pCP20 9400 Am@, CInR flp Wackernagel,

1995)
pDOGK 7233 Am@? Kar®, sacB FRTSequenzen (Lee et al., 2009)
pETmCherry Lic 5472 Am@ mChery Addgene
cloning vector
pHPJufo3 5389 TefR precAgfpmut2 Dr. A. Heisig
pHPKC1P2a 7714 pDOGK::HXFragment diese Arbeit
pHPKC122b 8136 pHPKC1®2a::H2Fragment diese Arbeit
pHPKC®2 5115 TefR pPBR322ieuB diese Arbeit
pHPKC®3 6076 pHPKC®2::srp-gfpmut2 diese Arbeit
pHPKC®4 6935 pHPKC®2::psdhBgfpmut2 diese Arbeit
pHPKCR5 5842 pHPKC®2:: gfpmut2 (ohne Promoto) diese Arbeit
pHPKC®6 6138 pHPKC®2::precAgfpmut2 diese Arbeit
pHPKC®7 6541 pHPKC®2::pcpxPmCherry diese Arbeit
pHPKC®8 6299 pHPKC®2::pcpxPRgfpmut2 diese Arbeit
pHPKC®9 8220 pHPKC®6::pampCGampRmTagBFP2 diese Arbeit
pHPKC3.0 6267 pHPKC®2::srpmCherry diese Arbeit
pHPKCA31 6090 pHPKC®2::mCherryohne Promoto) diese Arbeit
pHPKC32 7197 pHPKCR®2::pampGampRmTagB-P2 diese Arbeit
pHPKCA33 6906 pHPKC®2::pampCGampRgfpmut2 diese Arbeit
pHPKC34 9646 pHPKC®9::pcpxPmCherry diese Arbeit
pHPKC35 6316 pHPKC®2::srp-mTagBFP2 diese Arbeit
pHPKC36 6139 pHPKC®2::mTagBFP2Zohne Promota) diese Arbeit

(Cormack,

Idivia, & Falkow,
pKENgmut2 3531 AmpR srp-gfpmut2 )6: Ezahlikpay et

1994)
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2.1.3 Oligonukleotide

Die in Tabelle 2.3 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden Uber Invitrdggaogen und in dieser Arbeit ver-
wendet(Thermo Fisher Scientifidh der Tabelle sind die Bezeichnung, die Basenanzahl, Sequenz sowie der

Verwendungszwecket Oligonukleotide dargestellt.

Tabelle2.3: Verwendete Oligonukleotide in dieser Arbeit

Bezeichnung Lange[bp] Sequenz (5~ 3") Verwendung
aceA _E.coli_fw_+1058 RT 19 CAGGTATCCACAGCATGTG gRTFPCR
aceA_E.coli_rv_+1189 RT 20 ACTTCCTGCTGGTGAGATAC gRFPCR
acnA _fw_+2223 RT 20 TTTACCTGACAGCGARG gRFPCR
acnA _rv_+2357 RT 20 CACACGAATACCAAGCAGAC gRFPCR
acnB_E.coli_fw_+2469 RT 19 GGAAGAGTACCAGACCTAC gRFPCR
acnB_E.coli_rv_+2553 RT 19 ATCGGCTTTCTCGGTGTAC gRFPCR
ampC_Cf _rv_+36 22 AAACGTGGAGAAAGAGGCTGTC Sequenzierung
ampR_Cf_fw_+910 30 CGTA/TCTCGGGACCATCTAAGT! Klonierung
GCG
ampR_Cf _fw_+910_ Aval 30 CGTAGTCTCGGGACCATCTAAGT Klonierung
GCG
ampRgfpmut2_-109_rv 48 GAAAAGTTCTTCTCCTTTACTCAT Klonierung
ATCAGTTCCGTAATTAAAAGC
ampRmTagBFP2109 rv 48 GTGATGGTGATGGTGGCTCCCC. Klonierung
AATCAGTTCCGTAAAAAGC
ampRmTagBFP2109 rv 48 GTGATGGTGATGGTGGCTCCCC. Klonierung
AATCAGTTCCGTAATTAAAAGC
arcA_E.coli_fw+596_RT 20 GTACTGTAGACGTGACGATC gRFPCR
arcA_E.coli_rv+696_RT 20 AATCTTCCAGATCACCGCAG gRFPCR
clpB_E.coli_fw_+2485 RT 20 CTGGCACAGEATACTGTC gRFPCR
clpB_E.coli_rv_+2535 RT 21 CGGTCTTCATTAACTTCCAGG gRTFPCR
cpxP_E.coli_fw_+346_RT 20 GTCCGCAACCAAATGTATCG gRFPCR
cpxP_E.coli_fw451 Nsil 34 ATTGCAATGCATGGTTTCGGGAC Klonierung
GTCATCTG
cpxP_E.coli_rv_+416 RT 19 TCACGCAACTGCTCCATTC gRT-PCR
cpxP_Eco_rv_+41 22 GCGTGGCTTAATGAACTGACTG Sequenzierung
cpxP_EcoK12_5i51 34 ATTGCACTGCAGGGTTTCGGGA( Klonierung/
GTCATCTG Sequenzierung
cpxRgfpmut2_3 +25 50 TGAAAAGTTCTTCTCCTTTACTC/ Klonierung
TTGCTCCCAAAATCTTTCTGTC
cpxRgfpmut2_5 -25 50 GACAGAAAGATTTTGGGAGCAA/ Klonierung
TGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
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cpxPmCherry_3_+25 50 TGTTATCCTCCTCGCCCTTGCTC Klonierung
TTGCTCCCAAAATCTTTCTGTC
cpxPmCherry_5-25 50 GACAGAAAGATTTTGGGAGCAA/ Klonierung
TGAGCAAGGGCGAGGAGGATAA
cyoD_E.coli_fw +8BRT 20 AATGGCAGTGGTACAGGTTC gRTFPCR
cyoD E.coli_rv_+253 RT 20 AGGATAGCGATGATTAGCAC gRTFPCR
cysG_fw_+932 RT 22 GCGAAGAGCTGGAAACACTGTG gRTPCR
cysG_rv_+1019 RT 23 GAATAGGCAGAGCAACCAGAAG gRTPCR
del _tolC_E.coli_rv_+66H2 21 GGAAGAATGCGGCAGATAACC Sequenarung
dinB_E.coli_fw+763_RT 20 CACTGGTCTGAATGTGAAGC gRTFPCR
dinB_E.coli_rv+835_ RT 20 CGAGCAATCAGTAAATCAGG gRTFPCR
dnaK_E.coli_fw_+1019 RT 20 TTGGTGGTCAGACTCGTATG gRTFPCR
dnaK_E.coli_rv_+1115 RT 19 TGAACAGCAGCACCGATTG gRTFPCR
gapA_E.coli_ fw_+712 RT 22 GTATCTGTAGTTGACCTGACCG (gRTPCR
gapA_E.coli_rv_+788 RT 22 CCTTTCATTTCGCCTTCAGCAG (gRTPCR
gdhA_E.coli_fw_+1187 RT 20 AGAAAGTTGACGCACGTTTG gRTFPCR
gdhA_E.coli_fw_+1250 RT 19 GTTTGCTCACCTTCACCAC gRTFPCR
GFP_fw-178 Pstl 34 CTGGACCTGCAGCGATTAAGTTC Klonierung/
AACGCAG Sequenzierung
GFP_rv_+757 Pstl 34 TGCAAGCTGCAGAGGCTGAAAA’ Klonierung
TCTCATC
ofpmut2_Eco_rv_+58 20 TTGTGCCCATTAACATCACC Sequenzierung
ofpmutzampR_-23_fw 48 GCTTTTAATTACGGAACTGATTT( Klonierung
AGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
groL_E.colivi_+1287 RT 19 GCGTGGTCAGAACGAAGAC gRTFPCR
groL_E.coli_rv_+1363 RT 20 TCTTCGCCGCAGTTCAATAC gRTFPCR
hslV_E.coli_fw_+355 RT 20 GCCTTTTCAGCAATTTCACG gRTFPCR
hslV_E.coli_rv_+436_RT 20 GATCTTATTGCTATCGGCTC gRTFPCR
htpG_E.coli_fw_+1521 RT 19 ACTGACTCCGTTCANTG gRTFPCR
htpG_E.coli_rv_1638 RT 20 GTTTCGCCATCTGAGTGCTC gRTFPCR
ibpB_E.coli_fw_+274 RT 21 CCATTTAGCCTGAGCTTTACG gRTFPCR
ibpB_E.coli_rv_+436_RT 20 GATGGGTTCAGGCTCATTAC gRFPCR
iscS_fw_+892 RT 20 CCGAACATTCTCAACGTCAG gRTFPCR
iscS_rv_+985 RT 20 GAACCTEBAGAAACTGCGAG gRTFPCR
leuB_rv_+1274 34 CGATATCTGCAGGGTAGAGACG' Klonierung
GATCCATG
marA_for+253 EcoK1RT PCR | 20 GCTTCGAGTCGCAACAAACT gRFPCR
marA_rev+342 EcoK12 RT PCR 20 GGATGTAAAAAGCGCGATTC gRFPCR
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mCherry_Eco_rv_+948 Nsil

mCherry_EcoK12_3 +948
mCherry_fw_+1_Pstl

mCherry_rv_+60
mTagBFP2_fw_+1_ Pstl

mTagBFP2_fw_+201
mTagBFP2_rv_+1018_Aval

mTagBPFampR_fw-23

nuoF E.coli_fw_+933
nuoF_E.coli_rv_+1015

pBR322_fw_+3977_BamH

pBR322euB_fw_SOEing

pBR322euB_rv_SOEing

pDK4Kanares_[K2]_5 +162_pKLC

pDOGK_fw_+2178
pDOGK_fw_+7584

pDOGK _rv_+2365

pDOGK rv_+88

phoA E.coli fw +1312 RT
phoA_E.coli_rv_+1383 RT
pHPKC®2_fw -413
proC_E.coli fw +675 RT
proC_E.coli_rv_+759 RT
proC_EcoK12 3 +387_RT
proC_EcoK12_5 +272_RT
Rollingcircle_fw_E.coli_Neg

Rollingcircle_rv_E.coli_Neg

sdhB_E.coli_fw_+525 RT
sdhB_E.coli_rv_+636_RT

34

34

34

21
35

22
30

48

20
20
34

50

50

20
22
22
21
22
22
22
20
22
22
21
21
48

48

20
19

AGCATAATGCATACTTGGAGTAT
CGACTAC

AGCATACTGCAGACTTGGAGCC!
CGACTAC

ATCGTTCTGCAGGTGAGCAAGG!
GGAGGATA

TTCACGGAGCCCTCCATGTGC

CATGGACTAGATGGGGAGCCAC
TCACCATCA

GAAGCTAGTAGCCAGGATGTCG

CTTGACCCCGAGTTCACCGACA!/
CAG

GCTTTTAATTACGGAACTGATTT(
GGGAGCCACCATCACCATCAC

CGAAAGTATCGGTAAAGCGG
AACTCTTCCAGGTTACGCAC

GATTACATTCAAGCGTAGAGGAT
AGGACGG

TCAATAATATTGAAAAAGGAAGA!
TGTCGAAGAATTACCATATTGCC

CGGCAATATGGTAATTCTTCGAC
TCTTCCTTTTTCAATATTATTGA

CGGTGCCCTGAATGAACTGC
CACACAGGAAACAGCTATGACC
GGATCTCATGCTGGAGTTCTTC
TACGTGTTCCGCTTCCTTTAG
GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG
CAGTTGCGTATTGCGGCGTATG
CAGAGCGGCTTTCATGGTGTAG
GATAACTACGATACGGGAGG
GAAAGATATGGTCTGCTCACCG
CATACACTTCGTCATCGCTTCG
TTTGGCGTTACGGAGGTCATC
CTCTGGTCGTTATIGCTG

GTTTGCGCAACGTTGTTGCCATT
AGTAAAGGAGAAGAACTTTTC

CAATGGCAACAACGTTGCGCAA/
TAACTGGCGAACTACTTACTC

GTTAGCGGCATATCGTTTCC
CTTCGGACATACACTGACG

Klonierung

Klonierung
Klonierung

Sequenzierung

Klonierung

Sequenzierung

Klonierung

Klonierung

gRTPCR
gRTPCR

Klonierung

Klonieung
Klonierung

PCR
Sequenzierung
Sajuenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
qRTPCR
gRFPCR
Sequenzierung
qRTPCR
gRFPCR
gqRTPCR
gRFPCR

Klonierung

Klonierung

gRTPCR
qRTPCR
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sdhB_Eco_fw679
sdhB_fw-1047_Pstl

sdhD _Eco rv_+113
[sodA_for(rt)] 5' +321 SalTyph
[sodA_rev(rt)]_3'_+412_SalTyph
SOE_gfp_sdhB_fw

SOE_sdhB_gfp_rv

soxS_E.coli_fw_+141 RT
soxS_E.coli_rv_+242 RT

srpmCherry _EcoK12_3 +25
srpmCherry_EcoK18 -25
srpmTagBFP2_3 +25
srpmTagBFP2_525

SucA_E.coliw_+2269 RT
SucA _E.coli_rv_+2334 RT
tolC_E.coli_fw_+1297

tolC_E.coli_fw_+1471bp
tolC_E.coli_fw-468bp
tolC_E.coli_fw-576
tolC_E.coli_rv_+1881
tolC_E.coli_rv_+1972

tolC_E.coli_rv_+41
tolC_E.coli_n+2

yegV_+596 fw RT
yegV_+725 rv_RT

zwf E.coli fw +13 RT
zwf E.coli_rv_+1447 RT

21
33

22
20
18
50

50

19
19

50

50

50

50

19
19
22

34

32

21

34

22

22
30

20
20
20
20

CTGTTCAGGATAAAACCCGAC

CTTAGCTGCAGCGCACATCAAC(

TTTACC
TATGTCAGCTCGCCACTGGTAG

CGGTTCCGTTGACAACTTCA
TGTCGCCTTTCAGCACCA

TTTCACTTCTCGCAGGAGTCCTC
GAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA

TGAAAAGTTCTTCTCCTTTACTC/

AGGACTCCTGCGAGAAGTGAAA
TCAGACGCTTGGCGATTAC

GTCTGCTGCGAGACATAAC

TGTTATCCTCCTCGCCCTTGCTC

TATATCTCCTTCTTAAATCTAG

CTAGATTTAAGAAGGAGATATAC
GAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC
GGTGATGGTGATGGTGGCTCCC
TGTATATCTCCTTCTTAAATCTAC

CTAGATTTAAGAAGGAGATATAC
GGGGAGCCACCATCACCATCAC

GTTTACCACATGCTGCGTC
ATGACGCAGCAGGGATTTC
GATCTGCTGGCACTGAACAATG

ACTATGCTCGAGTTCCGTAACTC

CGACGAC

CTCGATGAATTCAACATCTCCAG

CAAGG
GGTCCGTTTGACTATCAGTCC

GCTTCAGTCGACTTCAGCAACAC

TTCACGG
AGAAACTCCCGCTGGATTGCTG

TGGCTCAACGAACTGAACCCAG

TAGGTAGATCCCATTCCTGTGGT

CAG
GTCACTCAATCGTCAAGAGG

CCTTCTTTATCGAGGCGAAC
AGAAGCCTGGAAATGGGTAG
TCATTCCAGGAACGACCATC

Sequenzierung

Klonierung/
Sequenzierung

Sequenzierung
gRFPCR
gRTFPCR

Klonierung

Klonierung

gRTPCR
gRTPCR

Klonierung

Klonierung
Klonierung
Klonierung

gqRFPCR
gRFPCR

PCR/
Sequenzierung

Klonierung
Klonierung

Klonierung/
Sequenzierung

Klonierung

Klonierung
Sequenzierung

Sequenzierung

Klonierung

gRTPCR
gRTPCR
gRTPCR
gRTPCR
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2.1.4 Enzyme

In Tabelle 2.4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sowie die bendétigtenuPuifider Hersteller

aufgefuhrt.

Tabelle2.4: Verwendete Enzyme und Puffer in dieser Arbeit

Enzym

Puffer

Hersteller

Antartic Phosphatase

Dream Ta§DNA Polymerase

Eonuclease |

Fast AP Alkaline Thermosensitive

Phosphatase
FastDigesAval (Eco88l)
FastDigesBamHI
FastDigest Dpnl
FastDigesEcoRl
FastDigest Hincll
FastDigesNdel
FastDigesNsil
FastDigesPstl
FastDigest Sall
FastDigest Xhol
Lysozym
Maxima&®Reverse Transcriptase

Phusiof High-Fidelity
DNA Polymerase

RiboLockRNase Inhibitor
RNase A (10 mg/ml
T4 DNALigase

10 x Antartic Phosphatase
Reaction Buffer

10 x Dream T&Buffer

10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDige®uffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
10 x FastDigest Buffer
5 x RT Buffer

5 x HF Buffer, 5 x GC Buffer

10 x T4 Ligase Buffer

New England BioLabs

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scierific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Carl Roth
Thermo Scietific

Thermo Scientific

Thermo Scientific
Fermentas

Thermo Scientific
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2.1.5 GroRenmarker fir DNA

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten GroRenmarker fir DNA sowie@lgif@anbereich

und der Herstelleaufgefihrt.

Tabelle2.5: Verwendete GroRBenmarker fir DNA in dieser Arbeit

Bezeichnung GroRenbereich [bp] Hersteller
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder ‘ 100¢ 3000 Thermo Scientific
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder ‘ 75¢ 20000 Thermo Scientific
100 bp DNA Ladder H3 RTU ‘ 100¢ 3000 GeneDirex

2.1.6  Nahrmedien

In Tabelle 2.6 sind die in dieser Arbagtwendeten Nahrmedien sowie die Zusammensetzung und der Her-
steller angegeben. Die Nahrmedien wurden mit Wasser aus der Wasseraufbereitungsanldyyé Riiis

pore hergestellt und bei 121 °C und 2 bar fur 15 min autoklaviert.

Tabelle2.6: VerwendeteNahrmedienin dieser Arbeit

Nahrmedium Zusammensetzung Hersteller

LBAgar (Miller) Trypton (10 g/L), Hefeextrakt (5 g/L), NaCl (10 g/L), Carl Roth
AgarAgar (15 g/L)

LBMedium (Miller) Trypton (10 g/L), Hefeéakt (5 g/L), NaCl (10 g/L) Carl Roth

M9-Agarmit Glukose 1 M MgS@ (2 miL), 1 M Ca@Gl (0,1 mIL),10 x M9 eigene Herstellung
Salzé (100 miL), 20 %ige Glukodedsung (20 miL),
AgarAgar (18 g/L)

M9-Mediummit Glulose | 1 M MgS@* (2 miL), 1 M Ca@Gl (0,1 mIL), 10 x M9 eigene Herstellung
Salzé (100 miL), 20 %ige Glukodsdsund (20 mlL)

Muller-HintonBouillon Rinderinfus (2 g/L), Pepton aus Casein (saures Hyd' Carl Roth
sat) (17,5 g/L), Maisstarke (1,5 g/L)

SO@Medium Trypton (20 g/L), Na@,58 g/L), KCI (0,18 g/L), MgCl eigene Herstellung
(0,95 g/L), MgS£x2,47 g/L), Hefeextrakt (5 g/L), Glu-
kose (3,6 g/L)

StandardNahrmedium | | Pepton (15 g/L), Hefeextrakt (3 g/L), NaCl (6 g/L), GI Carl Roth
kose (1 g/L)

1siehe Puffer und Losungen
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2.1.7 Pufer und Lésungen

In Tabelle 2.7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Loésungen sowie deren Zusammensetzung
aufgefuhrt. Die Puffer und Losungen wurden bei 121 °C htd fir 15 min autoklaviert oder tiber Mi-

nisartFilter mit einem Porendurchesser von 0,2 um steril filtriert.

Tabelle2.7: Verwendete Puffer und Lésungen in dieser Arbeit

Bezeichnung/ Anwendung

Zusammensetzung

Alkalische Lyse
GTEPuffer

Lysepuffer

Neutralisationspuffer (pH 4,8)

Puffer fir die Gelelektrophorese
50 x TAPuffer

5 x DNALadepuffer

Herstellung kompetenter Zellen
TFB 1

TFB 2

Antibiotika-StammlIdsungen

AmpicillinStammldsung
CefoxitinStammlésung
ChlorampheniceStammldsung
CiprofloxacifsStammlésung
ErythromycirStammlésung
GentamicinStammldsung
KanamycirStammlésung
LinezolidStammldsung
NalidixinsaureStammlosung
NorfloxacinStamml&sung
NovobiocirStammldsung

PolymyxinStammlésung

50 pl 1 M Glukose, 25 pl 1 M Tris/HCI §H20 pl 0,5 M EDTA
(pH8), 20 ul RNase A (10 pg/jad 1000 puH0

200 pl 1 M NaOH, 100 pl SDS (10 %) ad 106804l

60 mI5 MKaAc, 11,5 nitisessig ad 100 rHO

2 M TrisBase, 50 mM EDTaingestellt mit Essigsaure auf pH 8

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 15 % Polysucro
sung

0,5 g KaAc, 1 g Mg(0,75 g KCI, 1,6 M CaG| 17ml Glycerin
87 % ad 100 nH,O (autoklaviert)

1 g MOPS, 3,8 iIM CaG| 0,0375 g KCl, 8,5 ml Glycerin 87 %
50 mIHO (autoklaviert)

1 mg/mlin HO (steril filtriert)
2mg/mlin KO (steril filtriert)
5 mg/mlin Ethanol abs.

1 mg/mlin HO (steril filtriert)
1 mg/mlin KO (steril filtriert)
1 mg/mlin KO (steril fitriert)
1 mg/mlin KO (steril filtriert)
1 mg/mlin KO (steril filtriert)
1 mg/mlin BO + wenige Tropfen 0,1 N NaOH (steril filtriert)
1 mg/mlin BO (steil filtriert)
5 mg/mlin KO (steril filtriert)
1 mg/mlin HO (steril filtriert)
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RifampicirStammlésung

TetracyclinStammlésung

1 mg/mlin DMSO (steril filtriert)

5 mg/mlin Ethanol abs.

Herstellung voMM9-Medium (inkl.
Gluloseund Supplemente)
10 x M9Salze

5 g NaCl, 128 gaHPQ x 7H.O, 10 gNH,C| 30 gKHPQ ad 1 L,
eingestellt mit NaOH auf pH 7,4 (autoklaviert)

5,55 g in 50 mHO (steril filtriert)
6,02 g irb0 mIHO (steril filtriert)
50 g in 250 mH,O (steril filtriert)
20 mg/mlin HO (steril filtriert)

1 M CaGltLésung

1 M MgS@-Losung

20 %ige Glukoseldsung
ThiamirStammlésung
ThreonirStammlésung 20 mg/mlin KO (steril filtriert
UracitStammldsung 5 mg/mlin RO (steril filtriert)

Sonstigd_6sungen

Arabinosel.dsung 50 mg/mlin HO (steril filtriert)

Fallungsreagen@&tOHFallung) | pro Probe: 2 u8 M NaAc (pH 5,2), 2 00 mM EDTApH 8,0),
1 plGlykogen

Isotonische Kochsalzlésung 9 g NaCl ad 1 L@ (autoklaviert)

2.1.8 Chenikalien

In Tabelle 2.8 sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowiewdeitige Hersteller aufgefiihrt.

Tabelle2.8: Verwendete Chemikalien in dieser Arbeit

Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Merck
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) SigmaAldrich
AgarAgar Carl Roth
Ammoniumchlorid Merck
AmpicillinrNatrium SigmaAldrich
Bromphenolblau Bio-Rad
CalciumchlorieDihydrat Merck
CefoxitinNatrium MSD Sharp & Dohme
Chloramphenicol Signa-Aldrich
CiprofloxacirHCI Bayer
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) Thermo Scientific
Dimethylsulfoxid (DMSO) Finnzymes
di-Natriumhydrogenphosphabihydrat Merck

Erythromycin ABBOTT Laboratories
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Essigsaure konz.
Ethanol 70 %

Bhanol abs.
Ethidiumbromid 1 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Gentamicinsulfat
GlukoseMonohydrat
Glycerin 99,5 %
Glykogen

Hefeextrakt, granuliert
Kaliumacetat
Kalumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat
L-Alanin

L-Arabinose

L-Arginin

L-Asparagin
L-Asparaginséure
L-Cystein

L-Glutamin
L-Glutaminsaure
L-Glycin

L-Histidin
LiChrosofWasser
Linezolid

L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Prolin

L-Serin

L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin
MagnesiumchlorieHexahydrat
MagnesiumsulfaHeptahydrat
Nalidixinsaure
Natriumacetat
Natriumchlorid

VWR Prolab®
Merck
Merck
Merck

Carl Roth
SigmaAldrich
Merck

Carl Roth
Thermo Scientific
Merck
Merck
Merck
Merck
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Fluka
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Merck Millipore
Pfizer
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Carl Roth
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Merck
Merck
SigmaAldrich
Merck

VWR Prolab
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Natriumdihydrogenphosphéatlonohydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydrogensulfat Merck
Natriumhydroxid Grissing
Norfloxacin SigmaAldrich
NovobiocirNatrium SigmaAldrich
Polymyin BSulfat Carl Roth
Polysucrose SigmaAldrich
Rifampicin Fluka
RNase Away MBP Molecular BioProducts
RotiPhenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) Carl Roth
Saccharose Carl Roth
TetracyclirHCI SigmaAldrich
ThiamirHCI SigmaAldrich
Tris(hydoxymethylaminomethan (TridBase) Carl Roth
Trypton/ Pepton aus Casein Carl Roth
Uracil Interne Abflllung der Pharmazie
Xylencyanol Merck

2.19 Kits

In Tabelle 2.9 sind die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhéltlichen Kits sowie deren Verwendung

und Hersteller angegeben. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben der HetstdlistdemMetho-

denteil Kapitel 2.2) sowie den jeweiligen

Handbichern mtnehmen.

Tabelle2.9: Verwendete kommerziellrbaltliche Kits in dieser Arbeit

Bezeichnung Verwendung Hersteller

Agilent RNA 6000 Nano Kit Konzentrations Agilent Technologies
Reinheitsmessung von RNA

GenomelLab DTCS Quick Start Kit Sequenzierung Beckmann Coulter

Hi Yiel@Plasmid MinDNA Isoliasngskit | Plasmidisolierung Sudlabor

Maxima@SYBR Green gPCR Quantitative Reatime PCR Thermo Scientific

Mastermix, ROX provided

NucleoSpifiGel and PCR Cleap
NucleoSpifiRNA I

Reinigung von DNRragmenten  MachereyNagel

Isolierung von RNA MachereyNagel
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2.1.10 Geréate und Verbrauchsmaterial

In Tabelle 2.10 sind die in dieser Arbeit verwendeten Geréate und Verbrauchsmatemaliendse Herstel-

ler aufgefuhrt.

Tabelle2.10: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaddien in dieser Arbeit

Bezeichnung Hersteller
96-WelkMikrotiterplatten Mikrotiterplatten fir MHK VWR
96-WelkMikrotiterplatten, schwarz Mikrotiterplatte fiir Mithras Nunc A/S

Agilent Bioanalyzer 2100
BioDocAnalyze

Biofuge pico

Biofuge stratos
Biometr& T Gradient
Biometr& T personal
Biometré T3

Biosphere Filter Tips
(20 pl/ 200 pi/ 200 pl/ 1000 jl

C25 incubator shaker

Cary 100 U\Wis
Cary 50

Certoma®

ComPhor Midi
ComPhor Mini
ComPhor Mt Maxi
ConsortE 143
CryoPure Tubes
Dispensett@Organic
EinmalKivetten

Electroporation Cuvette 2 mm

Emission filted0096

Emission filter 40273

LB 940
Bioanalyzer

Geldokumentationssystem
Zentrifuge

Zentrifuge

Thermocycler
Thermocycler
Thermocycler

gestopfte Pipettenspitzen

Schiittelinkubator

U\WVisSpektralphotometer
U\-VisSpektralphotometer

Schiittelinkubator

Gelelektrophoresekammer
Gelelektrophoresekammer
Gelelektrophoresekammer
Spannungsgeber
Kryoréhrchen
Dispensierpipette
U\V-Kivetten

Elektroporationskivetten

Emissionsfilter fir
Mithras LB 940 (610 nm)

Emissionsfilter flr
Mithras LB 940 (535 nm)

Agilent Technologies
Biometra

Heraeus

Heraeus

Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena
Sarstedt

New Brunswick Scientific
(Eppendorf Vertrieb)

Agilent Technologies
Varian

B. Braun Biotech
International

Bioplastics BV
Bioplastics BV
Bioplastics BV
Biozym
Sarstedt
Brand

Brand

Eurogentec

Berthold Technologies

Berthold Technologies
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Emission filter 40272

Excitation filter 37997

Excitation filter 40088

Excitation filter 40271

GenePuler II/ Pulse Controller Il
GenomelLab"'GeXP

Glasperlen

Glasstabe

Heraeus function line B1226
HeraeusM Picol7 Centrifuge
Heraguar®

Herasafé

Hitzesterilisator

IKAMS 3
inoLabpH Level 1
Julaba MWB

Kern PLJ 2162M

Kimtech Sciences Wipers

Klebefolien, optisch klar

Labmate Diceery comfort
@ul, 20
Labopette

Microamp Fast 96 Well Reaction Plate

Milli-Q®Reference A+ System

Minifuge T
Minisart 0,2 um, 26 mm
Mithras LB 940

Emissionsfilter fir
Mithras LB 940 (460 nm)

Anregungsfilter fur
Mithras LB 940 (550 nm)

Anregungsfilter fur
Mithras LB 940 (405 nm)

Anregungsfilter fur
Mithras LB 940 (485 nm)

Elektroporationsgerat
Sequenziergeréat

Glasperlen fur Glycerkulturen

Glasstabe zum Ausstreichen

Brutschranke
Zentrifuge
Sicherheitswerkbank

Sicherheitswerkbank

Trockenschrank/
Hitzesterilisation
Vortexer

pHMeter

Wasserbad

Waage

Labortiicher

Verschlussfolie flr
gRFPlatten

Kolbenhubpipette
Multistep-Pipette

gRTFPlatte nit 96 Vertiefungen

Wasseraufbereitungsanlage
(Wasserqualitat Typ 1)

Zentrifuge

Sterilfilter

Multitechnologie
Mikroplattenleser

Berthold Technologies

Berthold Technologies

Berthold Technologies

Berthold Technologies

Biorad
Beckmann Coulter

Bastelbedarf

Glasblaserei
Uni Hamburg

Heraeus
Thermo Scientific
Heraeus
Heraeus

Heraeus

IKA
WTW
Julaba Labortechnik Gmbt

Kern & Sohn

KimberlyClark Professio-
nal

Sarstedt

Abimed/ HTL
Hirschman®EM Techcolor

Applied Biosystems
Millipore

Sepatech
Sartorius stedim biotech

Berthold Technologies
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MR2 Magnetrihrer Heidolph
Re&tionggefalle (Eppendorf Sarstedt

Multiply Biosphere Pfo
(02 ml/ 0,5 m)

Nanodrop NELOOO, Nanodrop 2000
Navigator™

Omnifix (5 ml/ 20 ml/ 20

tI N FALY aad

Peglab primus 25 advancgd

Perfect spin P

Petrischalen mit Nocken, 92 x 16 mm
Pipetman P100, P1000

Pipettenspitzen (2 pl/ 10 ful
20 pl/ 100 pl/ 1000 I

PS304 Power Supply

RCT basic IKAMA&afety control
Reax top

RIO$V5

Safe Seal Gefae (1,5 ml/ 2,0 mi

Sartorius LA120S
Scanspeed 1524M

Schraubréhren (15 b0 ml,
Spitz und Flachboden)

Sprout™

Serican_ 0,90 x 70 mm

Sterile polystyrene loop (10)pl
Systec 3870 EL\:98, Mediaprep
ViiAM7 Realtime PCR System

VortexGenie 2

Caps)
U\-VisSpektralphotometer
Waage

Einmalspritzen

Parafilm

Thermocycler
Plattenzentrifuge
Petrischalen
Kolbenhubpipette
Pipdtenspitzen

Spannungsgeber
Magnetrihrer

Vortexer

Wasseraufbereitungsanlage
(Wasserqualitat Typ 3)

Re&tionsgefalie
(EppendoriCaps)
Analysenwaage

High-Speed Mikrozentrifuge

Falcons

Tischzentrifuge
Kanilen
Enmalimpfosen
Autoklaven
gRTFGerat

Vortexer

Thermo Scientific
Ohaus Corporation
B. Braun/ VWR
Bems

peqglab

peglab

Sarstedt

Gilson

Sarstedt

Biometra
IKA
Heidolph
Millipore

Sarstedt

Sartorius AG
LaboGene

Sarstedt

Heathrow Scientific LLC
B. Braun

Kuhnle GmbH

Systec

Applied Biosystems

Scientific Industes
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2.1.11 Software

In Tabelle 2.11 ist die in dieser Arbeit verwendete Software sowie die Verwendung und der Abbieter

die Referenz aufgefihrt.

2.11: Verwendete Software in dieser Arbeit

Bezeichnung

Verwendung

Anbieter/ Referenz

Nanodrop® N2000 V3.5.2

Nanodrop 2000/ 2000c
Software

Varian Cary Series WinUV
+S0G2NI be¢L 'R

Endnote X7.2
Office 2010/ 2013

+tAAlnw T {2F09%

Agilent Bioanalyzer 2100
Software

BiodocAnalyze Software
PCR Miner 4.1
LinReg PCR 2014.5

MikroWin 2000

Genomelab Software
Cary WinUV Software

ChembDraw Professional 16
Trial Version

Nanodrop NBELOOO

Nanodrop 2000

Cary 50

Planung fur Klonierungen,
Auswerturg von Sequenzdaten

Literaturverwaltung
Textverarbeitung

ViiAM 7 Realtime PCR System

Agilent Bioanalyzer 2100

BioDocAnalyze
Auswertung von gRDaten

Auswertung von gRDaten

Erfassung von Fluoreszenzdaten

GenomelLaB" GeXP
Cary 100 UWis

Zeichnen von Strukturformeln

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Varian

Invitrogen

Thomson Reuters
Microsoft

Invitrogen

Agilent Technologies

Biometra
(Zhao & Fernald, 2005)

(Pfaffl, 2017; Ruijter et al.,
2009)
Mikrotek Laborsysteme GmbH

Beckmann Coulter Inc.
Agilent Technologies

PerkinElmer
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2.2 Methoden

2.2.1 Lagerung und Kultivierung von Bakterienstammen

Fur die langfristige Aufbewahrunwgn Reinkulturen wurden die Bakteriemittels Kryokonservierung bei

80 °C gelagert. Hierfir wurden Kryoréhrchen mit caKlifststoffgerlen sowie einer Mischung aus Stan-
dard-Nahrmedium | und 87 % Glycerin im Verhéltnis 1.1 hergestellt und bei 121 *Zhardtir 20 min
autoklaviert. In die Kryordhrchen wurden von einer frischen Platte einer Reinkultur drei bis vier Kolonien
mit einem sterilen Glasstab eingeriihrt und 30 min unter der Sicherheitswerkbank bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end wurde daslycerirMediumGemisch vollstéandig mit einer Pipette abgezogen und

die Zellen bei80 °C gelagert.

Bei Bedarf einer frischen Bakterienkultur wurde aus den Kryoréhrchen unter sterilen Bedingungen mit einer
Einmalimpfdse eine Perle entnommen und aufAdar, gegebenenfalls unter Zugabe von Antibiotika, aus-
gestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C im Brutschrank tber Nacht inkubiert. Die Lagerung auf Platte er-

folgte im Kihlschrank bei 4 °C fir maxima2Nochen.

Fur das Anlegen von Ubernachtkulturen ) wurde direkt aus dem Kryoréhrchen eine Perle verwendet
oder eine Kolonie mit einem sterilen Glasstab von einer frischéPlatBe gepickt und in das entsprechende
Medium eingerthrt. Anschliel3end erfolgte die Inkubation GbectNam Schuttelinkubator & 37°C und

130 rpm bzw. 180 rpm.

2.2.2 Bestimmungler Keimzahl

2.2.2.1 Bestimmung der Lebendkeimzahl

Die Lebendkeimzahl, auch als KBE(Kdloniebildende Einheiten/ml) bezeichnet, gibt die Anzahl an ver-
mehrungsfahigen Bakterien pro Milliliter an. Abgestorbene unikties Zellen werden nicht erfasst. Die
Bestimmung basiert auf der Erstellung einer Verdinnungsreihe der zu untersuchenden Bakteriensuspen-
sion und dem anschlieRenden Auszéhlen der nach Inkubation gebildeten Kolonien pro Verdinnung. Von
einer Bakteriensuspesion wurde eine serielle Verdiinnung vor? bis 168 in physiologischer Kochigéd-

sung hergestellt und 50 der Verdiinnungen auf jeweils einem Drittel einerAgarplatte ausgestrichen.

Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiertligninzahl der Kolonien am néachsten

Tag fur jede Verdiinnung gezahlt. Die Barasg der KBE/marfolgte mit der Forme2.1.

m
>

. ' TUABIOI 1T 1 E
mmd 16 AOAT 11 O1 COOOOAEA

Formel2.1: Berechnung deKBE/ml
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2.2.2.2 Naherung mitels Optischer Dichte

Im Gegensatz zur KBE/mfasst die Naherung der Keimzahl tGiber die Optische Dichte (OD) die Gesamt-
keimzahl und schliel3t neben den vermehrungsfahigen Bakterien auch die abgestorbenen und lysierten Zel-
len ein. Effeke, wie die Filamentierung von Bakterien oder die Zellgrof3e beeinflussen zusatzlich das Ergeb-
nis der OBEBestimmung. Aus diesem Grund wird die Methode auch lediglich als N&herung der Keimzahl
betrachtet. Der Vorteil der Naherung tiber die Optische Dicht¢ iieder schnellen und einfachen Abschat-

zung der Keimzahl wahrend eines Wachstumsvorganges.

Fiur die gtische Dichtemessung wurde 1 Bhkteriensuspension enthnommen und die Absorption bei
600nm in einer Einmalkiivette gegen das verwendete Medium als Leemgemessen. Die Abschatzung
der Keimzahl erfolgte nach McFarlafidc Farland, 1907)Verwendet wurden die UVisSpektralphoto-
meter Cary 100 U¥Vis und Cary 50.

Die Methode wurde bei der Amicht von Flussigkulturen fiir die zeitliche Abschéatzung der Antibiotikazugabe
sowie zur Kontrolle des Wachstumsverlaufs verwendet. Des Weiteren wurde die optische Dichte zur Nivel-

lierung der Fluaeszenzdaten herangezogadapitel 2.2.15.2).

2.2.3 Bestimmung deMinimalen Hemmkonzentration mittels Mikrodilutionsverfahren

Die Minimale Hemmkonzentration (MHK) ist definiert als die niedrigste Konzentration einer antibakteriel-
len Substanz, die unter festgelegten Bedingungen ein sichtbares Bakterienwachstum verliiieBrrch-
fuhrung nach dem Mikrodilutionsverfahren erfolgte nadbn Standards des CLSI (Clinical and Laboratory
Standards InstitutefClinical and Laboratory Standards Institute, 2012, 2088)veichend hiervon wurde
ein Inokulum von 7,5 x 2&XBE/mleingesetzt swie in M3Medium die Inkubationszeit aufgrund der ver-
ringerten Wachstumsgeschwindigkeit auf 24 h verlangdg.Kohlenstoffquelle fur das Mdedium wurde

Glukose verwendet.

Die Empfindlichkeitsbestimmung nach dem Mikrodilutionsverfahren wurde in eindW&eéMikrotiter-

platte durchgefuhrt. Hierflir wurde eine serielleld¥erdiinnung einer Lésung des zu untersuchenden An-
tibiotikums mit M3Medium bzw. MullefHinton-Bouillon (MH-Bouillon) angesetzt und 50 jeider Verduln-

nung in jeweils drei Kavitéaten der Rlavorgelegt (Dreifachbestimmung). Als Wachstumskontrolle dienten
drei Kavitdten mit Medium ohne antibakteriellen Zusatz. Durch das Einriihren von Kolonien einer frisch
angesetzten Agarplatte oder ausgehend von einer UNK wurde in physiologische KochgatiodvicFar-
land-Standard 0,5 entsprechend einer Keimzahl von etwa 1,5 KRB/mEkingestellt. Die eingestellte Bak-

teriensuspension wurde miledium 1:100 verdinnt und 50 der Verdiinnung zu den mit Antibiotika ver-
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sehenen Kavitaten bzw. den Wachstumdikolten gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Klebefo-
lie verschlossen und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Inkubationszeit fiB&H#tiKomungen in
MH-Bouillon betrug 16 It 20 h, fir Bestimmungen in M®ledium 24 h. Als Kontrolle fiir dieekéuchs-
durchfihrung und der zugesetzten Antibiotikakonzentrationen diente der Referenzstanmwli ATCC
25922.

2.2.4 Morphologische Betrachtung von Bakterien

Die Lichtmikroskopie ermdglicht durch die bis zu 1&he VergréRerung die morphologische Betrach-
tung und Differenzierung von Bakterien. Zur bildlichen Darstellung und Abhebung der Bakterien vom Hin-
tergrund wurden diese auf einem Objekttrager mittels Hitze fixiert und nach Gram angefarbt. Die von dem
Bakteriologen Hans Christian Gram entwickelte Farlibode differenziert die Bakterien anhand eines un-
terschiedlichen Zellwandaufioa in die zwei Gruppen der grampositiven und der gramnegativen Bakterien.
Granpositive Bakterien besitzen eine dicke Peptidoglykanschicht, welche aus bis zu 40 Schichten bestehen
kann und vorLipoteichonséuremnind Teichonséuren durchzogen. iBlie Peptidoglykanschicht graegati-

ver Bakterien ist mit bis zu drei Schichten wesentlich dinner und wird zusétzlich von einer aul3eren Memb-
ran umgebenauf deren Oberflache Lipopolysaccharicerankert sind. Der unterschiedliche Zellwandauf-

bau bestimmt dabei das Farbeverhalten der Bakterien.

Im ersten Schritt der GrasRarbung wird zu den auf einem Objekttrager fixierten Bakterien eine basische
KarbolGentianaviolettldsung gegeben. Durch Zogaines Tropfens Lugolscher Lésung bilden sich gréere
Farbkomplexe ausyodurch grampositive und gramegative Bakterien blau angefarbt werden. Anschlie-
Rend erfolgt durch Zugabe von Ethanol 96 % die diffeegerde Entfarbung. Bei den grawsitiven Bak-

terien bleibt aufgrund der Ansammlung von Farbkomplexen in den Zwischenrdumen des vielschichtigen
Peptidoglykans die blaue Farkperhalten, wohingegen bei graragativen Bakterien diese durch den Al-
kohol entfernt wird. Die Zugabe von Fuchsider Safraninléung fihrt zur rétlichen FBung der zuvor

entfarbten granmegativen Bakteen, die blaue Farbung der grawsitiven Bakterien bleibt unbeeinflusst.

In dieser Arbeit wurde ausschlieR3liElcolials granmegatives Bakterium unter dem Mikroskop betrachtet,
sodass auf die Farbung mit Karli®kntianaviolett und Lugolscher Losung sowie der Entfarbung durch Etha-
nol verzichtet wurde. Die Zellen wurden direkt nach der Fixierung mit Saftésiumg fur 1 min inkubiert,
welche anschlieRend vom Objekttrager abgegosserde. Der Objekttrager wurde vorsichtig mit Leitungs-
wasser abgespult, an der Luft getrocknet und die angefarbten Bakterien b&dio€r Vergrolerung unter

dem Lichtmikroskop betrachtet.
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2.2.5 Isolierung von DNA

2.2.5.1 Isolierung von chromosomaler DNA mittels Kigsit-Methode

Die KoclysatMethode stellt eine schnelle und einfachedoch qualitativ nicht besonders hochwertige
Isolierungsmethode der GesafdNA dar. Fur die Isolierung wurden von einer frischen Bakterienkultur vier
bis fiinf Kolonien mit einem steriteGlasstab gepickt und in 100qemineralisiertem Wasser (LiChrosdlv
resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde im Thermocycler fur 15 min bei 99 °C erhitzt und anschlie-
Rend fur 5 min bei 13.000 rpm und RT abzentrifugi2utch die hohen Temperaturenenden die Zellen
beschadigt, sodass die DNA aus den Zellen austritt. Nach der Zentrifugation wurde der DNA emthaltend

Uberstand in ein neues Reaktigegal tiberfiihrt und bel0 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.5.2 Plasmidisolierung

2.2.5.2.1 Isolierung durch AlkalisehLyse

Das Prinzip der Alkalischen Lyse basiert auf dem unterschiedlichen Vermdgen zur Renaturierung von Plas-
mid- und chromosomaler DNA nach alkalischer Denaturierung. Die Methode wurde urspriinglich von Birn-
boin und Doly 1979 beschriebéBirnboim & Doly, 1979)

Fur die Isaerung von Plasmiden wurden 3 aiher UNK des plasmidtragenden Stammes fiir 3 min bei 5.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde weorfen und das Pellein 100 plkaltem GTEPuffer Gukose
Tris-sBEDTA) vollstandig resuspendiert. Die Zugabe von Glukose urddlIrigihrt zur Stabilisierung der Os-
molaritat und des pHVertes und verhindert eine friihzeitige Zelllyse und eine dadurch bedingte verringerte
Plasmicwusbeute. Die Komplexierung zweiwertiger Kationgie Mg?* und Ca&* durch EDTAbewirkt die
Destabilisierung der Bakterienhtille. Zusatzlich enthalt derBifter das Enzym RNase A, das die bei der
Isolierung frei werdende RNA durch hydrolytische Spalabigut. Zu dem Ansatz wurden 200Lylsepuf-

fer hinzugegeben und das Reaianggefal’ sofort invertiert. Durch die Zugabe von SDS und NaOH im Lyse-
puffer wird die Zellwand lysiert und sowohl Plassaits auch chromosomale DNA durch Brechen der Was-
serstoffbri&kenbindungen denaturiert. Anschlielend wurden 13®&alter Neutralisationspuffer hinzuge-
geben, der Ansatz gevortext und fir 3 min auf Eis gestellt. Der leicht saure Kaliumacetatpuffer flhrt zur
Neutralisation des pfVertes und Renaturierung der DNA. Wahdedie PlasmidDNA aufgrund ihrer Kon-
formitat in der Lage ist vollstandig zu renaturieren, fallt die durch Praparationsschritte zerstiickelte chro-
mosomale DNA gemeinsam mit Zellwandbestandteilen, Proteinen und Kaliumdodecylsulfat aus. Die Zell-
trimmer sowiedie chromosomale DNA wurden fir 5 min bei 18.0pm abzentrifugiert und 400 jdes
plasmidenthaltenden Uberstands in ein neues Rieasgefal tiberfiihrt. AnshlieRend wurden 800 jHtha-

nol abs. hinzugegeben und der Ansatz fiir 15 min bei 15.000 rpm zeigrifuDer Uberstand wurde vor-

sichtig abgenmmen und das Prazipitat mit 1 fathanol 70 % gewaschen. Der Ansatz wurde fiir 5 min bei
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15.000 rpm zentrifugienind der Waschschritt mit 1 niithanol 70 % sowie die Zentrifugation wiederholt.
Der Uberstand wurdeollstiandig abgenommen und das Pellet zur Entfernung des Ethanols bei 37 °C fiir
etwa 20 min im Brutschrank getrocknet. Das Losen des Pellets erfolgteuii A0 verdiinntem E®uffer

aus dem Hi YiefdPlasmid Mini DNA Isolierungskit. Die PlasBiMIA wude bei-20 °C gelagert.

2.2.5.2.2 Isolierung mittels Hi YietdPlasmid Mini DNA Isolierungskit

Die Methode der Plasmidisolierung tiber das Hi Pieldsmid Mini Kit bedient sich der modifizierten Form
der Alkalischen Lysgit RNaseBehandlung und dem Einsatz voag&asermatrix zur Bindung der DNA nach
Zugabe chaotroper SalZBirnboim & Doly, 1979; Vogelstein & Gillespie, 1978¢ RNase A wurde dem
PDZtPuffer zugegeben, die chaotropen Salze zur verbesserten Bindung dearDtile Matrix sind in den
Puffern PD3 und W1 enthalten.

Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des HerstdfBiidlabor SLG, 2014) mIUNK des plasmid-
tragenden Stammes wurden fiir 1 min bei 15.000 x g zentrifugiert, derstand verworfen und das Pellet

in RNaseéhaltigem PD4Puffer resupendiert. Nach Zugabe von 200 RID2Lysepuffer wurde der Ansatz
mehrmals invertiert und fir 2 min bei RT inket. AnschlieRend wurden 300 giés Neutralisationspuffers

PD3 hinzugegebeunler Ansatz erneut invertiert und fiir 3 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf eine Saule des Kits gegeben, fiir 30 s bei 15.000 x g zentrifugiert und der Durchflugenerwo
Anschlielend wurden 400 W1-Puffer auf die Saule gegebenneut fiir 30 s bei 15.000 x g zentrifugiert

und der Durchfluss ebenfalls verworfebie PlasmidDNA wurde mit 600 pgthanolhaltigem Wash Buffer
gewaschen und der Durchfluss nach der Zentrifugation von 30 s bei 15.000 x g verworfen. Zur Entfernung
von Puférriickstanden erfolgte ein Trocknungsschritt fiir 3 min bei 15.000 x g. Die Saule wurde in ein neues
Re&tionggefal® Gberfuhrt und 15 11:10 verdiinnter Efuffer mittig auf die S&ule gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 2 min bei RT wurde fir 2 min 5000 x g zentrifugiert. Elutiongnd Zentrifugations-

schritt wurden mit weiteren 15 piederholt. Die eluierte PlasmiDNA wurde bei20 °C gelagert.

2.2.6 PolymeraseKettenreaktion

Die Polymeras&ettenreaktion (PCRpolymerasechainreactior) wurde 1983 wn Kary Mullis entwickelt
und stellt bis heute eine der gréf3ten revolutiondren Entwicklungen in der Molekularbiologie dar. Mit der
Erfindung der PCR war es erstmalig moghetsgehend von geringsten Mengen an DNA, BRgchnitte
gezielt und in hoher Kopieahlin vitrozu amplifizieren. Mittlerweile wurde die Polymerakettenreaktion

methodisch weiterentwickel{Saiki et al., 1988Eine deutliche Verbesserung brachte der Austausch der
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anfanglich verwendeten DNRolymerase | aus.coligegen die Polymerase aus dem thermophilen Bakte-
rium Thermus aquaticudVahrend die Polymerase alscolibei der Denaturierung zerstort wurde und
nach jedem Zyklus neu ergénzt werden musste, ist die Polymerasehausus aquaticukitzestabil um
bleibt selbst bei den hohen Temperaturen der Denaturierung intakt. DieThaemus aquaticussolierte
Polymerase wird alsagPolymerase bezeichnet und ermdglichte die Automatisierung der Methode. Eine
weitere hitzestabile Polymerase stellt ddu-Polymerase aus dem hyperthermophilen ArcloaePyrococ-

cus furiosuslar. Gegeniiber deFagPolymerase hat diefu-Polymerase sowie ihre Weiterentwicklung die
High Fidelity PhusiiDNAPolymerase, den Vorteil einer Korrekturlesefunktipnopf reading, wodurch

die Fehlerrate bei der Amplifizierung minimiert w{fthermo Scientific, 2011, 2013

Tabelle2.12: Gegenuberstellung der verwendeten DRAlymerasen in dieser Arbeit

DreamTa&Polymerase PhusiorPHigh Fidelity Polymerase
Gewinnung Isoliert ausThermus aquaticus  Modifizierte Form dePfuPolymerase
ausPyrococcus furiosus
Syntheseleistung 1 min/kb (Thermo Scientific, 15- 30 s/kb(Thermo Scientific, 2011)
2013)
Korrekturlesefunktion | nein ja (3’ —» 5-Exonukleasé\ktivitat)
Fehlerrate 2,2 x 16 (Thermo Scientific 4,4 x 10 (Thermo Scientific 2015)
2015)
Erden Adenosylrestiberhanffhermo  glatte Ender(Thermo Scientific, 2011)
Scientific, 2013)

Das Ausgangsmaterial fur die PCR bilden ein-Didplate, zwei spezifisch bindende Oligonukleotide (Pri-
mer), Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), eine-Bib¥ngige DNAPolymerase sowie der zur Poly-
merase gehorige Mdrhaltige Puffer. Die Amplifizierung des DRAagmentes findet in den drei aufeinan-

der folgenden und in sich wiederholenden Phasen statt: Denaturierdingealing und ElongatioAbb.

2.1). In der esten Phase, der Denaturierung, wird die als Template dienende dsDM#iruEstens95 °C
denaturiert, sodass die Wasserstoffbriickenbindungen der Doppelhelix aufgebrochen werden und die DNA
als komplementare Einzelstrange vorliegt. AnschlieRend erfolghdasaling der Primer an die einzelstran-

gige DNA. Hierfur wird die Temperatur in Abhéngigkeit der Schmelztemperatur der Primer au€ @2 50

°C gesenkt, sodass diese an die komplementéaren Bereiche der Einzelstrange hybridisieren kdnnen. Durch
die Bindungler Primer werden freie 30HENnden generiert an die die DNolymerase in der dritten Phase

bei 72 °C die dNTPs anbaut und den neu synthetisierten zur Matrize komplementaren Strang verlangert.
Die drei Phasen werden in der Regel in bis zu 30 Zyklenni@tjevobei die im vorausgegangenen Zyklus
generierte Menge an P@Rodukt als Template fur den folgenden Zyklus fungiert. Die Kopienzahl liegt auf-
grund der anndhernden Verdoppelung der FRZBduktmenge pro Zyklus nach 30 Zyklen bei etwa 1 Milli-

arde.
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In dieser Arbeit fand die Methode der PCR Verwendung bei der Klonierung von Reporterplasmiden, der
Selektion von Transformanten und Rekombinanten, der Sequenzierung sowie bei der Bestimmung von Ex-

pressionsniveaus in der gi*CR.

1. Phase: Denaturierung

5'- -3
I g
5 3
ESl 1-5

2. Phase: Annealing

Zyklus 1
5'- 3
—
£ -5
3. Phase: Elongation
5" -3
3-4 - 5
5'- I -3
3. -5
1. Phase: Denaturierung
5 -3 5’ - »-3
3.4 - 5 3 -5
5 -3 5’ p— >-3
3¢ T - 5 3¢ 1-5
2. Phase: Annealing
Zyklus 2
5- -3 5’ - E— -3
3-qum-5' 3-4mm-5
S-mm - 3 5'-mmmmp - 3°
3.4 -5 EN 1-5
3. Phase: Elongation
5" 3 5'- >-3
374 - 5 3¢ 5
5 - »-3 5 - y-3
34 -5 3 1.5
Zyklus 3 - 30

Abbildung2.1: Prinzip der Polymeragéettenreaktion
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2.2.6.1 StandardPCR

2.2.6.1.1 StandardPCR mit der DreamT&QNA Polymerase

Fur die Durchfihrung von PCRs mit der DrearfiDiA Polymerase wurde folgendes Standardprotokoll
verwendet und diesesrgsprechend den Bedingungen des zu amplifizierenden Produktes angepasst. Die
Schmelztemperatur der Primer (Tm) wurde mit der Form2b2rechnet. Als Annealingtemperatur wurde

die Schmelztempatur abziglich 5 °C verwendet.
Y& TWO ¢ CHRQY i W& W & FCHN'QD i QEY

Formel2.2: Berechnung der Schmelztemperatur (Tm) der Prime

Tabelle2.13: Verwendetes Standardprotokoll fir PCRs mit der DreafDbid\ Polymerase

Reaktionsansatz Volumina

10 x DreamT&tBuffer 5ul

dNTPs (2 mM) 1,5l

ForwardPrimer 1 pl(0,2 uM)
ReversePrimer 1 pl(0,2 uM)
DreamTa§DNA Polymerase 0,25 ul

Tenplate-DNA (KoctDNA unverd. bzw. 2.ul

PlasmidDNA aus Alkalischer Lyse 1:300 verd.)

Wasser ad 50 pl

Reaktionsschritt Programm

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing Tmg¢5°C 30s x 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min/kb
Finale Elongation 72 °C 5 min

Pause 4°C
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2.2.6.1.2 StandardPCR mit der Phusi®hligh Fidelity DNA Polymerase

In Tabelle 2.14 ist das Standardprotokotl PCRs, die mit der Phusfitigh Fidelity DNA Polymerase durch-
gefuhrt wurden, dargestellt. Die P&edingungen wurden an das jeweils zu amplifizierende RG&ukt
angepasst. Fur die PhusfoHigh Fidelity DNA Polymerase stehen die zwei PuffeuhifFf GGPuffer zur
Verfugung. Der HPuffer diente, wie nach Herstellerangabempfohlen, als StandardpuffgiThermo
Scientific2011) Fur DNATemplates mit einem hohem G&ehalt oder komplexen sekundéren Strukturen
wurde der GePuffer unter Zusatz von DMSO verwendet. Die Schmelztemperatur der Primer wurde mit der
Formel 22 berechnet und die Annealingtemperatur nach den Empfep&mdes Herstellers angepasst
(Thermo Scientific, 2011)

Tabelle2.14: Verwendetes Standardprotokoll fir PCRs mit der Ph@silogh FidelityDNA Polymerase

Reaktionsansatz Volumina

5 x HF Buffer/ 5 x GC Buffer 10 pl

dNTPs (2 mM) 5ul

ForwardPrimer 1,5 pl(0,3 uM)

ReversePrimer 1,5 pl(0,3 uM)

DMSO (optional) 15l (3 %)

PhusioffHigh Fidelity DNA Polymerase 0,5 pl

TemplateDNA (KoctDNA unverd. bzw. 2ul

PlasmidDNA aus Alkalischer Lyse 1:300 verd.)

Wasser ad 50 pl

Reaktionsschritt Programm

Initiale Denaturierung 98 °C 30s

Denaturerung 98 °C 10s

Annealing xt °C (Thermo 30s x 30 Zykle
Scientific, 2011)

Elongation 72 °C 30 s/kb

Finale Elongation 72°C 5 min

Pause 4°C

labhé&ngig von der Primerléange
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2.2.6.2 GradienterPCR

Die GradientefPCR diente zur Optimierung von PB¥lingungen und wurde zur Ermittlung der optimalen
Annealingtemperatur von Primerpaaren verwendet. Hierfiir wurde ein-Ri@germix nach dem Standard-
protokoll fir die DreamTd&tPolymeraseTabelle 213) angesetzt und jeweils 10 pl auf einzelne 0,Rey
aktionggefalie verteilt. In einem Thermocycler wurde eirisprechendes Gradientenprogramm gefahren,
sodass die Annealingtemperatur im Gerat von links nach rechts zunahm. Die Proben wurden im Agarosegel
aufgetrennt und anhand der Produktausbeute und depezifitat die optimale Annealingtemperatur ge-

wahlt.

2.2.6.3 SOHigPCR

Die SOEIR§CRgplicing byoverlapextensior) ist eine spezielle Form der P®Ri der zwei PGRrodukte
durch homologe Bereiche der Primer basengenau zu einerPiRatiRkt fusioniert werderfHorton, 1995)
Hierflr wurden die Primer der zu fusionierenden HEBdukte sagewahlt dass der Reverderimer des
vorderen PCHRroduktes und der Forwasrimer des hinteren PCGRoduktes komplementar zueinander
sind. Sie bestehen beide jeweils zu 20 bp aus dem vorderdrdem hinteren PGRrodukt und ermégli-
chen dariiber die Fusion zum SOH#rgdukt. Bei dem ForwarBrimer des vorderen PERoduktes und

dem Reversérimer des hinteren PGRoduktes handelte es sich um zwei Standardprimer, an die Erken-
nungssequenzen vdRestriktionsenzymen fir die Plasmidkonstruktion angehangt wurden. Die zu fusionie-
renden PCHrodukte wurden nach dem Standardprotokoll fiir die PhugkdighFidelity DNA Polymerase
(Tabelle 2.14) amplifiziert und die Primer anschlieBend tber eine Regnhigitrdem NucleoSpftGel and

PCR Cleanp entfernt. In einem molaren Verhéltnis von 1:1 wurden die Einzelfragmente in einer Gesamt-
menge von 100 ng als Template fur die SOPIGR eingesetzt. Mit Ausnahme der Primer wurden alle fur
die PCR bendétigten Reagien zum Ansatz gegeben und das SGFingramm 1 gefahre(irabelle 2.15)
Hierbei wurde Uber die Hybridisierung der homologen Primer und der anschlieRenden Elongation durch die
Phusio® DNAPolymerase das SOEiRgodukt generiert (Abb. 2.2). Nach Beenatig des Programmes
wurden die auReren Primer (ForwaRtimer des vorderen PERoduktes und Reverderimer des hinteren
PCRProduktes) zu dem Ansatz gegeben und das SGEaggamm ZTabelle 2.15)nit 30 Zyklen gefahren.

Das fusionierte PGRrodukt dientenun als DNATemplate fur die Amplifizierung.
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vorderes PCR-Produkt hinteres PCR-Produkt
5 I 1-3’ 51 T -3’
31 T 1-5° 3. T 1-5
ﬂ Denaturierung
5-1 T 1-3 51 T 1-3
3-1 | 1-5 3'-1 I 1-5
ﬂ Annealing
5t T 1-3
3.1 T 1-5
5.1 T 1- 3
3-1 T 1-5
ﬂ Elongation

- . . ':g: =) Template fir PCR
zur Amplifizierung

wu

Abbildung2.2: Generierung des SOEiRgoduktes Tabell.15: Verwendete Programme in der SOERQR

SOHig-Programm 1 SOEingProgramm 2
Reaktionsschritt Programm Reaktionsschritt Programm
Initiale Initiale
Denaturierung 98 °C, 2 min Denaturierung 98 °C, 2 min
Denaturierung 98 °C, 20 s Denaturierung 98°C, 20 s

X 6 3
Annealing/ Elongation | 72°C, 30 sk Annealing/ Elongation  x!°C, 30 s/kb
Finale Elongation 72 °C, 5 min Finale Elongation 72 °C, 5 min

1 abhangig von der Schmelztemperatur der auBeren Primer

2.2.7 AgaroseGelelektrophorese

Bei der Agaros&elelektrophorese handelt es sich um eine molekulddgische Methode, welche zur Gré-
Renauftrennung von Nukleinsduren und zur Konzentrationsabschéatzung genutzt wird. Das Prinzip der Auf-
trennung basiert auf der Wanderung der durch die Phosphatgruppen negativ geladenen Nukleinsaure in
einer Gelmatrix im elekischen Feld. Dabei verhalt sich die Wanderungsgeschwindigkeit linearer dsDNA
umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekulargewicfitedling, Goodman, & Boyer, 197Z)-

satzlich wird die Wanderungsgeschwindigkeit von der Stromstarke und der Kutdfobeeinflusst. Als
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Gelmatrix diente Agarosein Polysaccharid, welches aus den Baustein€Galktose und 3;:8nhydrol-
Galaktose aufgebaut ist und durch Aufkochen in 0,5 xHuU{ter nach anschlieBendem Erkalten eine Gel-
struktur ausbildet. Die Konz@ation der Agarose in dem Puffer bestimmt die Porengrof3e der Gelmatrix,
wobei hohe Konzentraticean zu kleineren Poren und niedrige Konzentragarzu grof3eren Porefuhren.
Demnach wurden hochprozentige Gele fir niedrig molekulare Nukleinsduren undgpiedentuale Gele

fir Nukleinsauren mit einer grof3eren molekularen Masse verwendet. Gangige Gelkonzeetmdéigan

im Bereich von 0,5 42 %. Die Detektion der Nukleinséduren erfolgte tUber Ethidiumbromid (EtBr), einen in
die DNA interkalierenden Fluoreszzfarbstoff, der unmittelbar vor dem GielRen zu dem Agarosegel gege-
ben wurde. Die eingesetzte EtRonzentration betrug 1 pL einér%igerEtBrLosung pro 100 nilgarose-

gel. Die mit EtBr versetzte und in 0,5 x FAHer geldste Agarose wurde in eine Eteghoresekammer
transferiert und nach dem Polymerisieren mit 0,5 x “PAlfer vollstandig bedeckt. Die Probentaschen wur-
den mithilfe einesKkamnesgebildet,welcherin dasflissigeAgarosegel getaucht und nach dem Polymeri-
sieren wieder gezogen wurde. AnseRlend wurden die Nukleinsaureproben im Verhéltnis 5:1 mit 5 x-DNA
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die in dem-Déiepuffer enthaltene Polysucrose
fuhrt aufgrund einer Dichtezunahme zum Absinken der Nukleinsdure in den TascheneDébenfalls in

dem DNALadepuffer enthaltenen Farbstoffe Xylencyanol und Bromphenolblau dienten zum Abschéatzen
des Laufverhaltens wéahrend der Elektrophorese. Xylencyanol lauft in einem 1 %igen Agarosegel auf Hohe
eines linearen 300 bp groRen dsDNWlekis, Bromphenolblau auf Hohe eines linearen 3000 bp grof3en
dsDNAMolekils. Nach dem Anlegen einer Spannung und der Auftrennung der Nukleinsauren wurde das
Gel bei 254 nm in dem Geldokumentationssystem BioDoc Analyze fotografiert. Anhand eines Nukleinsau-
remarkers, der im Gel maufgetrennt wurde, wurden Molekullgroe und Nukleinsaunekentration abge-

schatzt

2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.2.8.1 Bestimmung mittels AgarosBelelektrophorese

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte vorwiegend Uiegdnzentrationsabschatzung anhand
eines DNAViarkers in einer Agaros@elelektrophorese. Hierflur wurde die Bandenintensitat der Probe mit
der Intensitéat der vom DNMarker entsprechenden Bande gleicher FragmentgrdfRe mit definierte- DNA
Konzentration vergthen und die Ausgangskonzentration der Prdizogen auf das aufgetragene Volu-

men, zurtickgerechnet.
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2.2.8.2 Bestimmung mittels Agilent Bioanalyzer 2100

Der Agilent Bioanalyzer 2100 von Agilent Technologies wurde zur KonzentratimhQualitatsbestim-

mung vOonRNA verwendet. Das Prinzip der Messung basiert auf der traditionellen Agaetslektropho-

rese, welche auf einen Chip transferiert wurde. Die Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgt tiber das
Verhaltnis der Peakflachen eines GroRenmaskerden Pealkdichen der 16S und 283BNA der Proben. Ein
interner Standard, bestehend aus einem kurzen Bi¥#gment (< 25 nt), dient zur Bestimmung des Start-

punktes der Analyse sowie zur Erkennung von Degradierungen der isolierten RNA.

Zur Vorbereitung der Elektrophase wurde das Gel mit einem Fluoreszenzfarbstoff gemischt und in die
Mikrokanéle des Chips mithilfe einer speziellen Vorrichtymgning statior) gedriickt. Nach der Polymeri-
sation wurde der interne Standard in jede Kavitat pipettiert und anschlieRendediatdrierten RNAPro-

ben sowie der entsprechende RNGkORenmarker erganzt. Der Chip wurde in den Bioanalyzer eingesetzt
und die Elektrophorese gestartet. Das Ergebnis wurde als Elektropherogramm mit Konzentrationsangaben,
23S/16SVerhaltnis undNAIntegrity Number(RIN) erhalten. Die detaillierte Durchfiihrung ist dem Hand-
buch des Herstellers zu entnehmghgilent Technologies, 07/2013)

2.2.8.3 Bestimmung mittels NR200O Spektralphotometer

Mit dem U\WVisSpektralphotometer NELOOO wurden die Konzentration und die Reinheit von RNA sowie
von PlasmieDNA nach Saulenisolierung bestimmt. Die Messung der Proben erfolgt tiber eine Flissigkeits-
brucke, die sich zwischen einem unteren und oberen Messsockel ausbildet und erméglicht dadurch die
Vermessung kleinster Probenvolumina ohne den Gebrauch von Kivetten. Fir die MessNogldmsau-
reproben wurden 2 phuf den unteren Messsockel pipettiert undedAbsorption gegen den vorher be-
stimmten Leerwert gemessen. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt tiber eine Absorptionsmessung
bei 260 nm und der anschlieBenden Berechnung libetdathertBeer sche GesetE¢rmel2.3). Die Mes-
sung der Reinheit wird @ Quotienten aus den Absorptionen bei 230 nm, 860und 280 nm angegeben.
Bei einem Absorptionsverhaltnisefy2so von etwa 1,8 fir DNA und 2,0 fir RNA wird die Nukleinsdure als
aNBAya o0ST SAOKYySiGd . SA 2SNUSYy dzyidn SinBdteinén z@2nfiu- m X y
ten. Fur das Verhéltnis vonedzsoliegt der erwartete Wert fir Nukleinsduren bei 2;@,2 Ein niedriges
Verhaltnis von SsozoWeist auf Verunreinigungen mit organischen Bestandteddar chaotropen Salzen
hin.

E- = wellenlangenspezifische Extinktion

.= wellenlangenspezifischer

Formel2.3: LambertBeer sches Gesetz Extinktionskoeffizient [fimol]
¢ = Konzentration [mol/L]

d = Schichtdicke [m]
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2.2.9 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren

Die Reinigung von DN#&agmenten fir die Klonierung umfasste die direkte Reinigung, welche zur Entfer-
nung vonOligonukleotiden und Restriktionsenzymen genutzt wysievie dieGelextraktion die die pra-

zise Isolierung und Reinigung des gewiinschten Fragmentes bei Anwesenheit von Nebenprodukten ermog-
lichte. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem Kit NucleoSpin® Gel@Rd®eaqp der Firma MachereNagel
(MachereyNagel, 07/2014.)

Fur die Reinigung eines Di¥fagmentesaus einem Agarosegel wurde das Fragment mit einem Skalpell
prazise aus dem Gel ausgeschnitten, das Zweifache der extrahierten Gelmasse an Binding Buffer NTI hinzu-
gegeben und im Wasserbad fig a0 min bei 50 °C zum Lésen der Agarose erwarmt. Fir dideliReini-

gung wurde zu dem PE&Rodukt das Zweifache des Probenvolumens an Binding Buffer NTI pipettiert. Der
Binding Buffer besitzt einen plddikator, der den optimalen pMert fir die Bindung der DNA an die Sili-
kamembran von pH &6 anhand einer gelbeRarbung anzeigt. Der Ansatz wurde vollstandig auf die Saule
gegeben, wobei die hohe Konzentration an chaotropen Salzen im Binding Buffer NTI die Bindung der DNA
an die Membran vermittelte. Anschlie3end erfolgte die Zentrifugation bei 11.000 x g fib80Burchfluss

wurde verworfen, die DNA mit00 plethanolhaltigem Buffer NT3 gewaschen und der Durchfluss nach
Zentrifugation bei 11.000 x g fur 30 s erneut verworfen. Zur verbesserten Entfernung des chaotropen Salzes
und Erhdéhung des Reinheitsgrades B&A wurden der Wasehind Zentrifugationssaitt mit 250 plwie-

derholt. Anschliel3end wurde die Membran tber die Zentrifugation fir 5 min bei 11.000 x g getrocknet. Die
Saule wurde in ein neues Reianggefal® tberfihrt und die DNA mit 1:10 verdinntem fBulNE in zwei
Schritten a 15 pbei 11.000 x g fur 1 min eluiert. Zur Erhéhung der Ausbeute wurde der Elutionspuffer bei

Fragmenten tber 1000 bp zuvor auf 70 °C erwarmt.

2.2.10 Enzymatische Behandlung von Nukleinsauren

2.2.10.1 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme bzw.eRtriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die den-Dbdfpelstrang

anhand spezifischer Erkennungssequenzen schneiden. Sie dienen den Bakterien als Abwehrsystem, indem
sie FremeDNA erkennen und zerstdren. Die eigene DNA liegt aufgrund von Moidifikahzymen methy-

liert vor und ist somit vor den zelleigenen Endonukleasen geschitzt. Restriktionsenzyme werden anhand
ihres Energieverbrauchs und der Spezifitat der Schnittstelle in drei Typen eingeteiltbdiyjitigt fiir die
Spaltung ATP und besitztvgohl eine Endonukleasals auch eine Methylaseaktivitat. Die Schnittstelle liegt

etwa 1000 bp von der Erkennungssequenz entfernt und ist daher unspezifisch. Bebildgt mit Abstand

den groRten Teil der in der Molekularbiologie verwendeten RestrikBnzyme. Da die Erkennungssequenz
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gleichzeitig die Schnittstelle darstellt, ist eine prazise Restriktion vonm&nenten moglich, was insbe-
sondere fir Klonierungen oder RFARalysen entscheidend ist. Die Spaltung derFRestriktionsenzyme
erfolgt ATRunabhangig. Twlll-Restriktionsenzyme besitzewie Enzyme vorniypl, eine ATRabhangige
Endonukleaseund Methylaseaktivitat. Ihre Erkennungsd Schnittstellen liegerb ¢ 20 bp voneinander

entfernt.

Die Restriktionsenzyme vom Fjipfanden Verwedung bei der Konstruktion und Uberpriifung von Re-
porterplasmiden. Bei den hierfir verwendeten Restriktionsenzymen handelte es sich um FadHdigest
zyme, die im Vergleich zu konventionellen Restriktionsenzymen eine verkirzte Inkubationszeit und eine
verringate Staraktivitat aufweisetfThermo Fisher Scientifidpas verwendete Standardprotokoll fir den
Verdau mit FastDigeginzymen ist in Tabelle 2.16 dargestellt. Die Inkubationszeit fiir den Verdau von Plas-
miden betrug30min, fir den Verdau von PE€RRodukten 45 min. Eine Besonderheit stellt das FastDigest
EnzynDpn dar, welches abweichend zu anderen Restriktionsenzymen, gezielt methylierte DNA schneidet.
Diese Eigenschaft wurde fir die Konstruktion des Kontralipldes pHPKGB5 genutzt Kapitel 2.2.12.1).

Fur den Verdau der methylierten DNA wurde eine Inkubationszeit von 3 h verwendet. Laut Herstelleranga-
ben liegt fir das FastDigeBhzymDpnrl bis zu einer Inkubationszeit von 16 h keine Staraktivitat vor, sodass

keineunspezifische Restriktion trotz langer Inkubation zu erwarten(Whermo Scientific, 2®).

Tabelle2.16: Standardprotokoll fur den Verdau mit FastDigEszymen

Reaktionsansatz PlasmidDNA PCRProdukt
Wasser (Nukleastei) 15 ul 17 u

10 x FastDigest Buffer 2 ul 2 ul

DNA 2 pl(bis zu Jug) 10 pl(~0,2 pg}
FastDigesEnzym 1l 1l
Gesamtvolumen 20 ul 30 ul

Programm PlasmidDNA PCRProdukt
Inkubation 30 min, 37 °C 45 min, 37 °C
Inaktivierung 5¢ 15 min, 65 80 °C 5¢ 15 min, 65 80 °C

1 Abhangigkeit des zugegebenen Volumears der DNAKonzentration2 abhangig vom jeweiligen Restriktionsenzym

2.2.10.2 Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung bezeichnet die katalytische Abspaltung eines PhosphatresteE e Son Nuk-
leinsduren und diente zur Vermeidung einer Religation von ritieimem Restriktionsenzym linearisierten

Vektoren. Anwendung fand die Dephosphorylierung bei der Vektorvorbereitung fiir die Konstruktion der
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Reporterplasmide. Hierfur wurde direkt zu dem verdauten Vektor das EAmtamtic Phosphatase von NEB
sowie der zm Enzym entsprechende 10 x Antartic Phosphatase Reaction Buffer in den vom Hersteller emp-
fohlenen Konzentrationen hinzugegebédew England BiolahsPer Ansatz wurde fir 2 h bei 37 °C im

Thermocycler inkubiert und anschliel3end das Enfiyrd min bei 70 °C inaktiviert.

2.2.10.3 Ligation

Die Ligation stellt die enzymatisch katalysierte Verkniipfung ein€®h&phatEndes mit einem 30H

Ende von Nukleinsauren dar und wurde im Rahmen der Plasmidkonstruktionen verwendet. Die zu verknip-
fenden Enden &nen sowohl vom selben DNVolekl als auch von unterschiedlichen Molekilen stam-
men. Bei dem verwendeten Enzym handelte es sich um die T4.ig#$e von Thermo Scientific, eine ATP
abhangige Ligase, die sowohl kohasive Endtckfy endsals auch glatt&nden blunt end$ miteinander

verknipfen kann.

Die fur die Ligation eingesetzten Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut
und Uber das Kit NucleoSgi@el and PCR Cleap gereinigt. Vektor und Insert wurden im molaren Ver-
haltnis von 1:3 unter Zugabe des Lig&adfers und der T4 DNIAgase in den vom Hersteller empfohlenen
KonzentrationenThermo Fisher Scientifiggrmengt und im Thermocycler bei 37 °C fur 1 h inkubiert. Das

Enzym wurde & 70°C fur 5 min inaktiviert und der Ansatz direkt fir die Transformation eingesetzt.

2.2.11 Transfer von DNA

Die Voraussetzung fiir die Transformation von Bakterien ist die Fahigkeit zur Aufnahme vorDRtAmMd
Diese Fahigkeit wird als Kompetenz bezeichnen Materscheidet zwischen einer nattrlichen Kompetenz,
die auf bestimmte Spezies reduziert ist und einer erworbenen Kompetenz, welche tber chphyisikta-
lische Malinahmen vermittelt wird. Methoden zum Erwerb der Kompetenz stellen digl@eiBbde sowie

die Elektroporation dar.

2.2.11.1 CaC+Methode

Bei der CagMethode werden die Zellen mit einer CaCbsung behandelt, welche durch den Uberschuss
an Calciurdonen eine erhéhte Permeabilitat der Zellmembran und eine Erleichterung derADfiiahme

bewirkt.
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Ausgelend von einer UNK wurden die Zellen 1:100 miMelium verdiinnt und bis zu einer @ohmvon

etwa 0,5 bei 37 °C angezogen. Die Zellen wurden fiir 10 min auf Eis inkubiert, bei 5300 rpm und 4 °C fiir 15
min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnscRéad wurden sie in einem 1/10 des Ausgangsvo-
lumens eiskaltem Puffer TFB1 resuspendiert und erneut 10 min auf Eis inkubiert. Der Zentrifugationsschritt
wurde wiederholt, der Uberstand verworfen und die Zellen in einem 1/40 des Ausgangsvolumens eiskaltem
Pufier TFB2 resuspendiert. Nach einer weiteren 10 minttigen InkubatibRiawurden die Zellen a 200 pl

aliquotiert und fur die Transformation direkt verwendet oder bis zur VerwenduneBBeiC gelagert.

Fir die Transformation wurden die kompetenten Zelieit 100 ng Plasmi®NA versetzt und fur mindes-

tens 45 min auf Eis inkubiert. Zur Erhéhung der Transformationseffizienz wurde die Inkubationszeit fur die
Transformation mit Plasmiden > 7000 bp bis auf 3 h verlangert. Anschlieend wurden die Zellentfér 90

42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt, 2 min auf Eis @rkubd dann vollstandig in 1 rBIOGVedium Utber-

fuhrt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 130 rpm fiir 45 min inkubiert, auf Selektionsplatten sowie einer LB
Agarplatte zur Wachstumskontrolle ausipiert und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur
Untersuchung der Transformationseffizienz der Zellen wurden diese unter Standardbedingungen mit dem

Vektor pBR322 transformiert.

2.2.11.2 Elektroporation

Die Elektroporation stellt neben der Ca®lethode eine weitere Methode fiir den Transfer von DNA dar.
Hierbei werden die Zellen einem elektrischen Impuls ausgesetzt, der zu einer kurzzeitigen Erhéhung der
Zellmembranpermeabilitat fihrt und die Zellen zur Aufnahme von FrBéd befahigt. Entscheidendrfi

den Erfolg der Elektroporation und zur Vermeidung eines elektrischen Durchschlages ist eine geringe Salz-

konzentration der Zellsuspension.

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden diese #MEBium bei 37 °C und 130 rpimeinem
Schiittelinkipator bis zu einer O&onmVvon 0,5 angezogen und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wur-
den fiir 15 min bei 4 °C und 3000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in einem 1/10 des Aus-
gangsvolumens eiskaltem, demineralisiertem Wasser resuspénBier Zentrifugationsschritt wurde wie-
derholt und die Zellen in einem 1/25 des Ausgangsvolumens eiskaltem, demineralisiertem Wasser resus-
pendiert. Nach einem dritten Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingungen wurden die Zellen in einem
1/100 des Asgangsvolumens einer 15 %igen Glydésiang resuspendiert und a 50aliquotiert. Die Zel-

len wurden direkt fur die Elektroporation verwendet.

Fur die Transformation wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen mit 50 ng Plasmid versetzt und
fur 10 mh auf Eis inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde in die vorgeklhlte Elektroporationskivette pipet-

tiert und der elektrische Impuls mit den Bedingungen 2,5 kV, 25 puF und 200 dz& 3 S f Ubeifiihingb | O K
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des Ansatzes in 1 rBlO@edium wurden die Zellen fir 1 h bei 37 °C und 130 ipminem Schittelinku-
bator inkubiert und anschlieRend auf Selektionplatten sowie eineAg8rplatte zur Wachstumskontrolle

ausplattiert. Die Inkbation der Agarplatten erfolgte Giber Nacht in einem Brutschrank bei 37 °C.

2.2.12 Ortsspezifische Mutagenese

Der Begriff ortsspezifische Mutagenese beschreibt die gezielte Einfihrung von Mutationen, welche auf
Grundlage von einzelnen Basensubstitutionen, Ingaen oder Deletionen basieren kann. Es gibt verschie-
dene Methoden, die der ortspezifischen Mutagenese unterliegen. In dieser Arbeit wurde die ortsspezifische
Mutagenese bei der Plasmidkonstruktion von pHRRE & apitel 2.2.12.1) sowie bei der Konstruktaer
ntolG-Mutante E.coliR7 (Kapitel 2.2.12.2) verwendet.

2.2.12.1 Erzeugung einer P&Rrmittelten Deletion in Plasmi®NA

Die gezielte Deletion von Sequenzabschnitten in Plafhid mittels PC&ellt eine Methode dar, bei der
ausgehend von einem zirkular@emplate das Zielplasmid unter Aussparung der zu deletierenden Sequenz
als ein PCIRrodukt vollstandig amplifiziert und anschliel3end tUber die stammeigene Ligase im Zielwirt zu
einem Plasmid ligiert wir@Hansson et al 2008) Der Vorteil dieser Methode gegentber der herkémmli-
chen Klonierung besteht darin, dass auf die Vorbereitung des Inserts und des Vektors wie Reinigung und
Verdau sowie auf die Ligation vitro verzichtet wird. Die Deletion der Zielsequenz wirdatudas Design

der Primer erzeugt, welche aus einer Sequenz vor und hinter dem zu deletierenden Bereich bestehen und
zueinander komplementare Bereiche besitzen. Uber die homologen Bereiche an den Enden-8es-PCR
duktes wird irE.coli in vivadas PCHrodukt zu dem gewiinschten Plasmid ligiert. Die Entfernung der Temp-
late-DNA erfolgt Uber den Verdau nidpr, einem Restriktionsenzym, welches methylierte DNA (Template
Plasmid) erkennt und verdaut. Das nichéethylierte PCHProdukt bleibt vom Verdau unberthand wird

fur die Transformation eingesetzt.

Fur die Konstruktion des Kontrollplasmides pHRB&E & apitel 3.1.2.1) diente das Plasmid pHPBX8ls
DNATemplate, bei dem desrp-Promotor deletiert wurde. Die Amplifizierung des PRIBduktes erfolgte
mit der PhusiofiHigh Fidelity Polymerase nach dem in Thb2I17 aufgefiihrten Protokoll.
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Tabelle2.17: Reaktionsansatz und Programm fur die Amplifizierung desH#P@Riktes zur Konstruktion von pHPKIZ3

Reakionsansatz Volumina

5 x GC Buffer 5l

dNTPs (2 mM) 25u

ForwardPrimer 0,75 pl(0,3 puM)

ReversePrimer 0,75 pl(0,3 uM)

DMSO 0,75 pl(3 %)

PhusioffHigh Fidelity DNA Polymerase 0,25 ul

pHPKC®3 (1:200 verd.) 1l

Wasser ad 25 pl

Re&tionsschritt Programm

Initiale Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s h

Annealing 64 °C 30s - x5 Zyklen
Elongation 72 °C 2 min )
Denaturierung 98 °C 10s h

Annealing/ Elongation 72 °C 3 min L x 25 Zyklen
Finale Elongation 72 °C 10 min

Pause 4°C

Das PCIRrodukt wurde mithilfe des Kits NucleoSp@el and PCR Cleap gereinigt und Gber den Verdau
mit Dprl das Ausgangsplasd pHPKGB3 aus dem Ansatz entfernt. AnschlieRend wudeoliJM109 mit
100 ng des PCGRroduktes nach dem Standardprotokoll fur die GAGithode transformiert und die Trans-

formanten auf TetrayclinAgarplatten selektiert.
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GCTTACCATC TGECCCCAGT GCTGCAATGA TACCGCGAGE CCCRCGCTCRE CCGGCTCCAG ATTTATCAGC AATARACCAG CCAGCCGGRR GGGCCGAGCE
CGRATGGTAG ACCGGGGICA CGACGTTACT ATGGCGCTICT GGGIGCGAGT GGCCGAGGIC TARATAGTCG TTATTTGGIC GGICGGCCIT CCCGGCTICGC
CRGRAGTGGT CCTGCAACTT TATCCGCCTC CATCCAGTCT ATTRATTGTT GCCGGGAAGC TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG TTAATAGTTT GCGCAACGTT
GTCTTCACCA GGACGTTGAAL ATAGGCGGAG GTAGGTCAGR TAATTAACAR CGGCCCITCG ATCTCATTCA TCAAGCGGIC AATTATCAARA CGCGTTGCAA
GTTGCCATTG CTGCAGCGAT TAAGTTGGGT AARCGCCAGGG TTTTCCCAGT CACGACGITG TARRACGACG GCCAGTGAAT TGTAATACGA CTCACTATAG
CAACGGTAAC GACGTCGCTA ATTCAACCCA TTGCGGTCCC ARBAGGGTCA GTGCIGCAAC ATTTTGCTGC CGGTCACTTA ACATTATGCT GAGIGATAIC
GGCGARATTGA CATTGTGAGC GGATAACAAT ATAATGIGTG GRATTCGAGC TCGGTACCCG GGGATCCTCT AGATTTAAGAR AGGAGATATA CATATGAGTA
CCGCTTAACT GTAACACTCG CCTATTIGITA TATTACACAC CTTAAGCTCG AGCCATGGGC CCCTAGGAGA TCTAARATTCT TCCICTATAT GTATACTCORT
AAGGAGAAGA ACTTTTCACT GGAGTTGTCC CAATTCTTGT TGAATTAGAT GGTGATGITA ATGGGCACAA ATTTTCTGIC AGTGGAGAGG GIGRAGGTGAR
TTCCTCTTCT TOAAMMGTGA CCTCAACAGG GITAAGARACA ACTTAATCTA CCACTACAAT TACCCGIGIT TARRAGACAG TCACCICICC CACTTICCACT

gfpmut2
srpPromoter
Primer2 leuB
Primer 1
&

pHPKC3-03
6o25bp

tetA

Abbildung2.3: Erzeugung der PGRrmittelten Deletion desrp-Promotors in pHPK@EX3; rote Schrift in der Sequenz/ braune
Rechtecke in der Plasmidkarte = vordere und hintere Primersequenz; ggiPromotor; griin = Genanfang ngfpmut2;
der deletierte Bereich befindet sich zwischen der vorderen und hinteren Sequenz der Primer

2.2.12.2 Gene doctoring

Das Gene doctoring basiert auf einer ZR&smidTechnologie, die die Einkreuzung eiesivoerzeugten
linearen DNAFragmentes mitted homologer Rekombination vermittelt und sowohl zur Erzeugung von
chromosomalen Deletionen als auch fir Epitggging genutzt wir(Lee et al., 2009Die Erzeugung einer
ortsspezifischen chromosomalen Deletion basiert auf der Konstrukiias éndividuellen Donorplasmides,
welches die homologen Bereiche fur die Rekombination tragt. Als Ausgangsvektor des Donorplasmides
dient pDOEK, ein von pEX100T abgeleiteter Vektor, der dassaeBgine Ampicillirund eine Kanamycin-
resistenz tragt. [ Kanamycinresistenz wird von den Erkennungssequenzen ddRdkiombinase (FRT
Sequenzen) und der a&accharomyces cerevisisimmenden MeganukleadeSce sowie vormultiple

cloning sitegMCS) flankiert, die fir die Insertion homologer Bereiche vengengrden kénnen. Das Gen
sacBkodiert fur die Levansucrase, ein aacillus subtilistammendes Enzym, welchesErcoliin Anwe-

senheit von Saccharose toxische Levane bildet und nach erfolgter Rekombination und Verdau des Donorp-
lasmides zur Selektionctitiger Rekombinanten herangezogen wird. Die homologe Rekombination wird
Uber das<-RedSystem vermittelt, dessen Gegam, exound bet Uber das zweite Plasmid, das Rekombi-
nationsplasmid pACBSCE, in den Zielwirt eingebracht werden. DaBi@Gtgim schiitztlie lineare DNA vor

der zelleigenen Degradierung durch den RecBGDplex, wahrend das ERyotein, katalysiert vom Bet
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Protein, die fur die Rekombination benétigten Einzelstrangliberhdnge generiert. Neben den Geren des
RedSystems befinden sich auf derek®mbinationsplasmid eine zur Selektion verwendete Chloramphe-
nicolresistenz sowie das Strukturgen und eine Schnittstelle der Meganuklease. Zur gezielten Expression der
Meganuklease und derRedGene stehen diese unter Kontrolle daeBADBPromotors. NacHiransforma-

tion des Zielwirtes mit Donerund Rekombinationsplasmid wird Uber Arabinose die Expression der Me-
ganuklease und det-RedGene induziert. Durch die Expression der Meganuklease wird das Donorplasmid
zweimal geschnitten und das lineare DRFagmen, bestehend aus der Kanamycinresistenz, den&&T
quenzen und den homologen Bereichenzeugt. Did-Scé-Schnittstelle im Rekombinationsplasmid flihrt

zur Zerstorung des Rekombinationsplasmides und verhindert somit eine durch zu lange Exposition hervor-
gerufene unspezifische Rekombination. Durch die homologe Rekombination wird die Kanamycinresistenz,
flankiert von den FR®equenzen, in das Chromosom eingekreuzt und das Zielgen deletiert. Die Entfernung

der Kanamycinresistenz erfolgt Uber das FLP/BREM.

: % L-Arabinose : @% o
f f " ’ f f mrm
pDOC-K pDOC-K '.;o o

':":"'i" Expression der
pacesce [l Meganuklease & (Pl o
und der L-Red- <> T
Gene
Meganuklease
generiert lineares
DNA-Fragment
und zerstort
Plasmide
47
L-Red-System % o
vermittelt S N o
— Rekombination o o
durch homologe G o
Bereiche

Abbildung2.4: Prinzip des Gene Doctorings
K = Kanamycinresistenz, M = Meganukleases-RedGene, Schere = Erkennungssequenz der Meganuklease

2.2.12.2.1 Homologe Rekombination

Fur die Konstruktion dgrtolGMutante E.coliR7 wurde der AusgangsstantircoliC600 mit dem Rekom-
binationsplasmid pACBSCE uber die £d€thode und anschlielend mittels Elektroporation mit dem Do-
norplagnid pHPKC122b (Kapitel 3.1.1.2) transformiert. Die Selektion von Transformamtmit beiden
Plasmiden erfolgte Uber Agarplatten mit den Zusatzen Ampid@lipramphenicound Kanamycin. Von

den erhaltenen Transformanten wurden drei hinsichtlich ihrer Saccharoseempfindlichkeit Gber eine KBE
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Bestimmung auf Kanamyeigarplatten mits5 % Saccharose untersucht und hiervon ein sensitiver Trans-
formant fir das weitere Vorgehen verwendet. Eine Kolonie des selektierten Transformanten wurde fiir 2

bei 37 °C und 130 rpm in 1 b@Medium unter Zusatz von 0,5 % Glukose inkubiert. Die Glukesgedzur

Repression dearaBABt NP Y2 (12 NA dzy R *+ SNXY SA Rdzy 3 SRedGeNd uRdNIBIKT SA G A
Meganuklease. AnschlieBend wurde die Glukose Uber die dreimalige Zentrifugation fiir 10 min bei 5000 x g

und 4 °C mit anschlieRender Resuspension #Me&8ium entfernt. Nach Zusavon LArabinose in einer
Endkonzentration von 0,5 % wurde die Bakteriensuspension fir 4 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Ver-
dunnungen der Bakteriensuspension wurden auf Kanamégerplatten unter Zusatz von 5 % Saccharose
ausplattiert und fuir 24 h B30 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.12.2.2 Agardilutionsverfahren zur Selektion von Rekombinanten

Aufgrund de erhohten Empfindlichkeit votolGMutanten gegeniiber vom Efflux beeinflusster Antibiotika,

wie zum Beispiel Novobiocin, wurde das AgardilutionsverfahtersSelektioriolGnegativer Rekombinan-

ten bei der Konstruktion dgntolGMutante vonE.coliC600 verwendet. Die Methode diente lediglich zur
Selektion und nicht zur Bestimmung einer definierten MHK, sodass die Durchflihrung abweichend von den

CLSBtandadserfolgte (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012, 2014)

Die zu untersuchenden Rekombinanten wurden von einer Agarplatte mit einem sterilestablayepickt

und in mit 100 pLBMedium gefillte Kavitaten einer Mikrotiterplatte @H: 1¢ 6) eingerint. Zur Selektion

wurde Kanamycin iainer Konzentration von 50 pg/mum LBMedium ergénzt. Die Mikrotiterplatte wurde

Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und anschlieBend die zweite Halfte der Miklatieerp
(A¢H: 7¢ 12) mit 100 pphysiobgischer Kochsalzlésung beflllt. Mit einem sterilen Replikator wurde ein
Tropfen der Bakteriensuspension in die physiologische Kochsalzlésung Ubertragen. Der Replikator wurde
abgeflammt, in die Kavitaten mit der verdiinnten Bakteriensuspension getauchdiesd auf Selektions-
platten gestempelt. Verwendet wurden {&jarplatten ohne antibakteriellen Zusatz als Wachstumskon-
trolle, LBAgarplatten mit dem Zusatz von Ampicillin bzw. Chloramphenicol zur Kontrolle des Verlustes von
Donor und RekombinationsplasmitdBAgarplatten mit Kanamycin und 5 % Saccharose zur Selektion von
Rekombinanten, die das Donorplasmid verloren und gleichzeitig die Kanamycinresistenz eingekreyzt haben
sowie LBAgarplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen an Novobiocin zur SetektiG-negativer
Rekombinanten. Die Konzentrationen der Novobiesgarplatten wurden so gewahlt, dass bei intaktem
TolC ein Wachstum bei allen Aititikakonzentrationen [64 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pglmworlag, wahrend

bei Funktionsverlust von TolC fir dad&chstum unter den niedrigeren Konzentrationen die MHK bereits
Uberschritten wurde. Die Agarplatten wurden im Brutschrank bei 37 °C Uber Nacht inkubiert und das

Wachstum am nachsten Tag ausgewertet.
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2.2.12.2.3 Entfernung der Resistenzkassette mittels FLP/&Tem

Das FLP/FR3ystem stellt neben dem Cre/lox8ystem aus dem Bakteriophagen P1 eines der am haufigsten
verwendeten Systeme zur Anwendung der seitenspezifischen Rekombirgitespecific recombinatign

SSR) dar. Das System umfasst dieRdid®mbinase undid FRISequenzenHLPrecombinasdarget), bei

denen es sich um 34 bp lange Erkennungssequenzen handelt, die mit Ausnahme eines Nukleotids aus zwei
palindromischerSequenzen von jeweils 13 bp und einer zentralen asymmetrischen Sequenz von 8 bp be-
stehen. D& asymmetrische Sequenz bestimmt die Orientierung der$&Rjlienz sowie das Ergebnis nach
erfolgter Rekombination. Liegen die FB8quenzen in gleicher Orientierung vor, wird der dazwischen lie-
gende Bereich deletiert. Die entgegen gesetzte OrientierungFR¥Sequenzen fihrt dagegen zu einer

Inversion der Sequer{tacroix et al., 2011)

Das FLP/FRIystem wurde zur Entfernung der Kanamycinresisteriz ¢oli R26 verwendet, woraus der
Sensorstamni.coliR7 resultierte. Hierfiir wurdg.coliR26 mitdemo | S FSNLI | a YRAR@® LY t v N
flp) transformiert, das neben dem Gen der FRékombinasefip) Uber eine temperatursensitive Replika-

tion verfiigt (Cherepanov & Wackernagel, 1996)per die Temperatur wird somit die Expression der FLP
Rekombinase sowie die Eliminierung des Plasmides aus der Zelle reguliert. Die Transformdiaolon
R26 mit pCP20 erfolgte aufgrund der temperatursemsitiReplikation abweichend vom Standardprotokoll
der CaGtMethode. Die kompetenten Zellen wurden mit 50 ng Plasmid versetzt und fir 2,5 h auf Eis inku-
biert. Nach dem Hitzeschritt fir 90 s bei 42 °C wurden die Zellen fir 2 min auf Eis inkubemnsahiéZend
vollstandig in 1 mEO@Vedium Uberfihrt. Die Inkubation der Bakteriensuspension erfolgte fir 1,5 h bei
30 °C und 130 rpm. Der Ansatz wurde auf Ampiglfiarplatten ausplattiert und ftir 43 h bei 30 °C im
Brutschrank inkubiert. Zur Entfernung vonRZD wurden vier der Ampicilliresistenten Transformanten
vereinzelt und auf LBgarplatten bei 42 °C Uber Nacht inkubiert. Mittels Replikaplattierung auf Ampicillin
und Kanamycifgarplatten wurden der Verlust von pCP20 und der Kanamycinresistenz itheDpelivei-

tere Uberprifung der Deletion erfolgte iiber PCR und Sequenzierung (KapitieB.3 und.1.13.4.).

2.2.13 Sequenzierung

Fir die Sequenzierung von DiRFagmenten wurde das Ges&@ystem sowie das GenomelLab DTCS Quick
Start Kit von Beckmann Coulter wemdet. Das Prinzip der Sequenzierung mittels des &géems basiert
aufder Methode nach Sanger, welche durch die Verwendung fluoreszenzmarkierter Nukleotide, das Cycle
Sequencing und der Auftrennung mittels Kapillarelektrophorese weiterentwickelt wBdekman

Coulter)
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2.2.13.1 Cycle Sequencing

Das Cycle Sequencing stellt eine Variante der Sequenzierung dar, bei der die fir die Sequenzierung beno-
tigten PCHProdukte unterschiedlicher Fragmentgrof3e linear amplifiziert und anschlieRenciiteeKapil-
larelektrophorese aufgetrennt werden. Der Begriff lineare Amplifizierung ist auf die Verwendung von nur
einem Primer, dem Sequenzierprimer, zuriickzufihren, wodurch die Synthese nur an einem Strang stattfin-
det. Bei den zugesetzten Nukleotiden hafices sich sowohl um dNTPs als auch um fluoreszenzmarkierte
ddNTPs, welche bei Einbau durch das fehlend®lBEnde den Abbruch in der DMN8ynthese bewirken.

Die dadurch erhaltenen unterschiedlich langen und fluoreszenzmarkiertenHpddfnente werden ihre

GrofRe nach aufgetrennt und das in Abhangigkeit des eingebauten ddNTPs spezifische Fluoreszenzsignal

detektiert. Uber eine Software wird aus den einzelnen Fragmenten die gesuchtS&iN#&nz ermittelt.

Die Sequenzierung wurde zur Uberpriifung von Plaspnistkuktionen, dettolG-Deletion inE.coliR7 sowie

zur Untersuchung von chromosomalen MutationerampRund dem intergenetischen Bereich vampR

und ampCin Citrobacter freundiK100 verwendet. Als DNIBEmplate fur die Sequenzierung dienten PCR
Produke oder tber Saulen isolierte Plasmide. Zur Entfernung von Primern und nicht eingebauten Nukleo-
tiden wurden die PGRrodukte vor dem Cycle Sequencing enzymhtizhandelt. Hierzu wurden 5 pl RCR
Produkt mit 0,5 pl Exonuklease | und IFaktAPM versetztund fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Inakti-
vierung der Enzyme erfolgte bei 85 °C fir 15 min. Das Standardprotokoll fiir das Cycle Sequéncing is

Tabelle 2.18largestellt.

Tabelle2.18: Standardprotokd fur die Generierung der DNFragmente

Reaktionsansatz PCRProdukt PlasmidDNA

DNA 5¢ 100 ng 100¢ 500 ng

Sequenzierprimer 10 pmol 10¢ 30 pmol

Puffer 1¢3 P 1¢3 P

Quick Start Mastermix | 1¢ 3 pP 1¢3 pP

DMSO - 1l

Wasser ad 20 |k ad 20 ul

Programm

Vorinkubation - 96 °C, 5 min (ohne Quick Start)

Inkubation 96 °C, 20 s 96 °C, 20 s
45¢ 60 °C, 20 x 30 Zyklen - x 30 Zyklen
60 °C, 4 min 60 °C, 4 min

Pause 4-°C 4°C

Lenthélt: dNTPs, ddNTPs, DRAlymerase, MgeReaction Buffer, TrbICI, Pyrophosphatase
2abhangig von der FragmentgréRe
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2.2.13.2 EthanolFéllung

Nach dem Cycle Sequencing wurden die #gmente mit Ethaol gefallt. Hierzu wurden 5 allungs-
reagenaund die 20 pSequenzieransatz awdemCycle Sequencing mit 60Fthanol abs. vermengt und 12

min bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen uredieleaii-

mal mit jeweils 200 pEthanol 70 % gewaschen. Die Zentrifugation der Waschschritte erfolgt@ &ib8i

14.000 rpm. Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen und das Pellet im Dunkeln bei RT fiir etwa 20
min getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde zur Stabilisierung der Einzetsfiiirdie Sequenzierung in

30 plFormamid enthaltender SLSanpleloading solution) aus dem DTCS Quick Start Kit gelést und der

Ansatz in einer Mikrotiterplatte in das Sequenziergerat gegeben.

2.2.14 Quantitative Reatime PCR

Die Quantitative Redlme PCR ist eine sensitive Methode basierend auf dem Prinzip der herkdmmlichen
PCR, welche durch Messung von Fluoreszenzsignalen eine Quantifizierung der Ausgangsmenge Uber eine
Echtzeitmessung erlaubt. Die Erzeugung d@rrészenzsignalkann durch unterschiedliche Methoden er-

folgen, wie zum Beispiel durch interkalierende Substan(8YB®sreen |) oder durch fluoreszenzmarkierte
sequenzspezifische Sonden (TagM&8onden, FRESonden, Molecular Beacons). Klassische Anwendungs-
gebiete der gR'PCR sind Untersuchungen zur Genexpression sowie di€&MNRypisierungQiagen,
07/2010)

Die Methode der gqRPCR wurde als Naherung zur Bestimmung der Promotorwahl fiir die Reporterplas-
mide genutzt. Verwendet wurden das VilY Realtime PCR Syem sowie die entsprechendeA A ! v 1 { 2 F i

warevon Applied Biosystems.

2.2.14.1 Anzucht und Zellernte

Fur die Anzucht zur Zellernte wurdiusgehend von einer frischen Agarplaténe UNK deSensostam-

mes in LBVledium angesetzt und diese in einer TageskultufQ:mit frischem Medium verdinnt. Fir Ta-
gesanzuchten, die in M®ledium mit Glukose als Kohlenstoffquekefolgten, wurde der UNKum Erhalt

des Komplementationgasmides Tetracyclin giner Konzentration von 10 pg/rhinzugefiigt. Das Entfer-

nen des Antibitkums erfolgte tber die Zentrifugation flr 10 min bei 3000 x g und anschlielender Resus-
pension in M9Medium. Die Tageskulturen wurden bei 37 °C und 130 rpaVigdBum) bzw. 180 rpm (M9
Medium) bis zur gewiinschten optischerclte angezogen und Proben arl entnommen. Anschliel3end
wurde die Bakteriensuspension bei 3000 x g fur 5 min abzentrifugiert, das Medium vollstandig entnommen

und das Pellet bis zur Isolierung k&0 °C gelagert. Fir die Untersuchung der Genexpression unter Einfluss
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von Antibiotika warde zu der Tageskultur in der friihen exponentiellen PH{&d&oonm= 0,2)das entspre-
chende Antibiotikum in Konzentratiem von1,5 ¢ 4 x MHKhinzugegeben und die Zellernte zu den ge-
winschten Zeitpunktel h, 2 h, 3 h nach Antibiotikaexpositiafyrchgéihrt.

2.2.14.2 RNAlIsolierung

Die RNASsolierung erfolgte tUber das Kit NucleoSHRNA Il von Machereagel nach den Angaben des
Herstellers(Madcherey-Nagel, 06/2015)Zum Schutz vor abbauenden RNasen wurden wahrend der RNA
Isolierung besondere Vorkehrungen getroffen. Hierzu zahlten das Tragen von Handschuhen, die Verwen-
dung von RNasfeien Reaktiongefallen, RNaskeiem Wasser und gestopften Rippenspitzen sowie die

Reinigung von Arbeitsmaterialien mit RNase Away.

Die eingefrorenen Zellpells wurden in 100 piit 1 mg/mlLysozym versetztem FRuffer resuspendiert

und far 10 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach dem Aufbrechen der Zethwesh das Lysozym
erfolgte die Zelllyse durchugabe von 350 (fuffer RA1 und 3,5 |8-Mercaptoethanol. Das irRuffer RA1
enthaltene chaotrope Guanidinthiocyanat sowie das hinzugefiigte Mercaptoethanol fihren zu einer Dena-
turierung der RNasen und schiitzdie RNA vor Degradierung. Zur Reduzierung der Viskositat und Triibung
wurde die Losung durch den violetten NucleoSjiifter fir 1 min bei 11.000 x g filtrieder Durchfluss
wurde mit 350 pEthanol 70 % versetzt, auf die blaue NucleoBRMAS&ule ggeben und bei 11.000 x g

fur 1 min zentrifugiert. Aufgrund der Bindung aller Nukleinsauren an die Silikamembran erfolgte anschlie-
Rend der enzymatische Abbau der DNA. Zur Vorbereitung eindgieéie DNAVerdaus wurden 350 pl
eines Membran entsalzenden Rexfs auf die Saule gegeben und diese fiirs3fei 11.000 x g zentrigiert.
Anschlielend wurden 10 pl rDNase mit 9@@as dazugehérigen Reaktionspuffeermengt und hiervon

95 plmittig auf die Silikamembran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit vomitbbei RT erfolgte die
Inaktivierung der rDNase durch Zibgavon 200 pBuffer RAW2 mit anschlieRender Zentrifugation fir 30 s
bei 11.0000x g. Zur Entfernung von Pufferriickstandenrdei die Silikamembran mit 600 Buffer RA3 ge-
waschen und fir 30 s bell D00 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworferr, \daschschritt mit

250 plBuffer RA3 wiederholt und die Silikamembran zum Trocknen fur 2 min bei 11.000 x g zentrifugiert.
Die Saule wurde in ein neues Nuklefsges RektionggefalR tansferiert tnd die RNA mit 60l RNase

freiem Wasser fir 1 min bei 11.000 x g eluiert. Die Reinheit und Konzentration der RNA wurden uber den
Bioanalyzer ermittelt. Zur Reduzierung von Einfrigrd Auftauzyklerwurde die isolierte RNA a 10 ail-

quotiert und bei-80 °C bis zur Verwendung gelagert.
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2.2.14.3 Reverse Transkription

Der Begriff reverse Transkription beschreibt die Umschreibung von RNA in DNA, welche enzymatisch durch
eine reverse Transkriptase katalysiert wird. Reverse Transkriptasen siraldRE#gige DNARolymeasen,

die neben der Polymeraseaktivitat zusatzlich durch die RNase H Uber eine Nukleaseaktivitat verfiigen. Nach
der Bindung eines Primers an die mRNA beginnt die reverse Transkriptase am fi®@igii3de mit der
cDNASynthese, einem zur mRNA komplementéfgtrang ¢omplementary DN Das Ergebnis der Syn-
these bildet ein mMRNADNAHybridstrang. Der mRNAnteil wird anschlieBend von der RNase H durch

hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbriicken abgebaut und einzelstrangige cDNA erhalten.

Fir die Umschiibung der RNA in cDNA im Rahmen der-BRR wurden die MaxifiReverse Transcriptase
sowie der RiboLo@RNase Inhibitor von Thermo Scientific verwendet. Der RNase Inhibitor fuihrt Gber eine
nicht-kompetitive Hemmung zur Inhibierung von RNasen und schigaih&®NA vor friihzeitiger Degradie-
rung. Die durch die reverse Transkriptase vermittelte RNagéthitat bleibt dabei von der Hemmung
durch RiboLodunberhrt. Die Durchfiihrung der cDMynthese erfolgte nach den Angaben des Herstel-
lers(Thermo Scientific, 2012Hierfir wurden RNA, Primer, dNTR&lWasser in den in Tabelle 2.4uf-
gefuhrten Konzentrationen vermengt und zur Reduzierung von Sekundarstrukturen fir 5 min bei 65 °C im

Thermocycler inkubiert.

Tabelle2.19: Reaktionsansatz der cDMAnthese

Reaktionsansatz Menge/ Volumen
RNA 150 ng

Primer 2 pl (=20 pmol)
dNTPMix (10 mM) 1

Wasser ad 14,5 pl

Die Proben wurden kurz auf Eis gel$tehd anschlieRend jeweils 4 pl 5 x RT Buffer und ORipdLocR
RNase Inhibitor als Mastermix kugefiigt. Als Letztes wurde 1der reversen Transkriptase erganzt und

der Ansatz fur 30 min bei 50 °C inkubiert. Die Termination der Reaktion erfolgte durch Inkubation fur 5 min
bei 85 °C. Die cDNA wurde bis zur Verwendung88eiC gelagert. Fur jede isolierte RNA wurde eine NRT
(noreverse transcriptase contjahingesetzt, bei der ansteltier reversen Transkriptase 1 RNasereies
Wasser hinzugegeben wurde. Die NRT dient in defR{BR zum Nachweis von DK@éntaminationen, die

bei der RNAsolierung nicht vollstandig entfernt wden.
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2.2.14.4 gRTFPCR

Fir die gRPPCR wurde der Maxirfi®YBR Green gPCR Mastermix von Thermo Scientific verwendet, der
den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |, die Mth&tartTagPolymerase sowie die

dNTPs in einem fur die PCR optimiertenf@uénthalt. Bei der Hot StaifaqgPolymerase handelt es sich

um eine chemisch modifiziert€agPolymerase, die aufgrund von hitzelabilen Schutzgruppen an Amino-
saureresten erst bei hoheren Temperaturen eine Enzymaktivitat besitzt und dariiber ein ArbeitRi b
ermoglicht. Als interne passive Referenz zur Normierung des SYBR Green | und zum Ausgleich von Pipettie-
rungenauigkeiten diente der Fluoreszenzfarbstoff ROX. ROX und SYBR Green | besitzen unterschiedliche

Emissionsmaxima, sodass eine Uberschneidungldereszenzsignale vermieden wird.

Die gRTPCR erfolgte nach den vom Hersteller empfohlenen Angéideermo Scientific, 2011Yur Redu-
zierung von Pipettierungenauigkeiten und Pipettierschritten wurde ein $fB&ROXMastermix beste-

hend aus dem SYBR Green Mastermix, verdinntem ROX undiRNaseWasserangesetzt. Der Master-
mixwurde entsprechend der Anzahl der zu untersuchenden Gene und unter Beriicksichtigung der Proben-

anzahl pro Gen auf einzelne RéanggefalRe aufgeteilt.

Tabelle2.20: Reaktionsansatz des SYBRerROXMastermixes

Reaktionsansatz Volumen pro Probe
SYBR Green Mastermix ‘ 12,5 pl
ROX (mit RNasfeeiem Wasser 1:10 verd.) ‘ 0,05 pl
RNasdreies Wasser ‘ 8,45 pl

Zu jedem Mastermixansatz wurden die fiir die Gene entsprechenden Primerpaare hinzugefiigt, sodass spe-

zifisch fir jedes Gen unabhangig von der cDNA ein neuer Mastermix vorlag.

Tabelle2.21: Reaktionsansatz des SYBRenrROXMastermixes zuzuglich der Primer

Reaktionsansatz Volumen pro Probe
SYBRGreenAROXMastermix 21,0 ul
ForwardPrimer 0,75 pl(= 0,3 uMm)
ReversePrimer 0,75 ul(= 0,3 uM)
Gesamtvolumen 22,5 ul

In fir die gqRIPCR geeignete Mikrotiterplattevurden in jede Kavitat 22,5 dés Primer enthaltenen SYBR

GreenROXMastermixes sowie 2,5 gler zuvor mit RNaséreiem Wasser 1:10 verdiinnten cDNA bzw. NRT
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pipettiert. Zur Kontrolle der qRPCR wurden von jedem Gen eine NAi&témplate contrdl, bei der an-

stelle von cDNA 2,5 [#Nasedreies Wasser verwendet wurdsowie fiir jede isolierte RNA eineRN mit

dem Referenzgen angesetzt. Die NTC diente zur Detektion von Kontaminationen und Primerdimeren. Die
Bestimmung der Proben erfolgte als Triplikat. Die befiillte Mikrotiterplatte wurde abzentrifugiert, mit Folie
verschlossen und in das RCRGerat eimgesetzt. Aufgrund spezifischer Vorrausetzungen fir das Design
der gRTPrimerkonnte fir alle gR-Wersuche ein Standardprogramm verwendet wer@&nermo Scientific,

2011)

Tabelle2.22: Standardprogramm fir die gFACR

Programm

Initiale Denaturierung 95 °C, 10 min

Denaturierung 95<C,15s X 40 Zyklen
Annealing/ Elongation 60 °C, 1 min

Schmelzkurve

Nach Beendigung des PERgrammes erfolgte zur Kontrolle auf unspezifische Amplifikate, wie zum Bei-
spiel der Bildung von Primerdimeren, die Aufnahme einer Schmelzkurve. Hierbei wurde die Riabe u
Messung der Fluoreszenzintensitat kontinuierlich erhitzt. Bei Erreichen der fir das Produkt charakteristi-
schen Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang, das SYBR Green | wird frei und eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat wird detektiert. Dagy&bnis der Schmelzkurve stellt fiir das spezifische MGkt

einen Peak bei der charakteristischen Schmelztemperatur dar. Das Vorhandensein weiterer Peaks zeigt die

Bildung unspezifischer Amplifikate.

2.2.14.5 Auswertung der gRPPCR

Fur die Auswertung der gFACR existieren unterschiedliche Quantifizierungsmethoden, wobei generell
zwischen der absoluten und der relativen Quantifizierung differenziert wird. Bei der absoluten Quantifizie-
rung wird mittels eines externen Standards mit bekannter Konzentration edlibriérkurve erstelltan-

hand derer die genaue Konzentration oder Kopienzahl des Zielgenes ermittelt wird. Bei der relativen Quan-
tifizierungsmethode stellt das Ergebnis keine absolut quantifizierbare Menge sondern die relative Genex-
pressionsanderung dawnelche mit einem bei allen Bedingungen konstant exprimierten Gen (Referenzgen)
ins Verhaltnis gesetzt wird. Als Referenzgen fur Untersuchungeb.oaili R7 wurde das GegmroCgewahilt,
welches in einem Vorversuch auf eine konstante Expression tber tlisndeinter Zugabe von Antibiotika

untersucht wurde. Flr Untersuchungen raitcoliMG1655 diente das fir diesen Stamm bereits etablierte
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cysGals Referenzgen. Die relative Quantifizierung erfolgt Uber die Ermittlung vidve@én, den soge-
nanntenthreshotl cyclesdie den Zyklus angebgpei dem sich der AmplifikationsplgatiRn vs. Cycle) mit
dem Threshold kreuzt. Der Threshold stellt einen Wert dar, der sich innerhalb der exponentiellen Phase
entsprechend einem Intervall zwischen Hintergrundsignal (Baseline) und dem Plateau der Amplifikations-
kurve befindet und fiir jedes Géndividuellvondee A A ! v 1T {2F G461 NB Fy3aSLI aai

Die Auswertung der Ergebnisse der ROR erfolgte Gber die relative Quantifizierungsmethode nach Pfaffl
(Pfaffl, 2001) Die Methode nach Pfaffl stellt eine effiziekarrigierte Methode dar, welche von der Ct
Methode abgeleitet wurde. Dig [CtMethode basiert auf der Bildung der Differenzen dei@Girte von
Ziel und Referenzgen im uninduzierten sowie im induzierten Zusta@#\(erte). Hieraus wird den |t
Wert gebildet, der durch die Subtraktion de€tWertes der uninduzierten Probe vonCtWert der indu-
zierten Probe berechnet wir@Livak & Schmittgen, 20Q1)ufgrund der Verdopplung der P@Rodukt-
menge pro Zyklus bei optimalen RB&dingungen wird der negatiye ICtWert als Potenz zur Basig/ei

gesetzt (Forme2 4).

Yo Qg
Y0 Q€

Formel2.4: Bestimmung der relativen Expressionsanderung nachp g€t-Methode

Die Voraussetzung fir die Verwendung gdefttMethode ist die Vergleichbarkeit der PERizienzen von

Ziel und ReferenzgerPCREffizienzen kdnnen u.a. durch die Anwesenheit von-RGiRitoren, beispiels-
weise aus der RNKolierung wie Ethanol oder durch ein nicht optimales Primerdesign beeinflusst werden.
Da die Vergleichbarkeit der PERizienz nicht immer gegeben ist, wlerdas effizienkorrigierte Modell

nach Pfaffl entwickelt. Hierbei flieR3t die fiir jedes Gen spezifischegffizienz in die Formel der CtMe-
thode mit ein (Forme2.5).

O

Y®o Qf
O

Formel2.5: Bestimmung der relativen Expressionsénderung nach Pfaffl

g A
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Die Bestimmung der PcHfizienzen erfolgte tber Standardkurveder Uber die Berechnung mathemati-

scher Algorithmen der Auswertungsprogramme LinR&Rund PCR MinefRuijter et al., 2009; Zhao &
Fernald, 2005)Das Programm LinReg PCR basiert auf dem von Ruijter et al. entwickelten Prinzip zur Analyse
von Fluoreszenzdaten ausgehend von einzelnen Amplifika¢ionen der PCR mit einem interkalierenden
Farbstoff, wie zum Beispiel dem SYBR GréBuiijter et al., 2009)Das Programm nutzt hierfir die nicht
basiskorrigierten auf die passive Kontrolle normierten Fluoreszenzdaten (Rn) und fuhrt fur jede einzelne
Probe eine Basislinienkorrektur durch. AnschlieBend wird der Linearitatsbereich der jeweiligen Kurve er-
mittelt und mittels linearer Regression die Steigung bestimmt. Hiervon ausgehend werden i€fiRieRz

und der CiWert pro Probe berechnet. Verwendet wurde die Version LinReg PCR 2014.5 (September 2014).
Das Progmnam PCR Miner von Zhao und Fediaéstimmt anabg zu Ruijter et al. die PEHizienz und den
CtWert anhand der Ribaten der einzelnen Amplifikationskurvéthao & Fernald, 2009Der Unterschied

zum Programm LinReg PCR liegt in der Art der Ermittlung des Linearitatsbereiches sowie dem Algorithmus
zur Bestimmung der PeRfizienz. Anstéd einer linearen Regression verwenden Zhao und Fernand das
Prinzip der iterativen nicHinearen Regression, welche neben dem Ausgleich der Hintergrundfluoreszenz
eine prazisere Bestimmung des Startpunktes der exponentiellen Phase ermdglicht. Hierféin westelle

eines grof3en Linearitatsbereiches mehrere kirzere Bereiche von mindestens vier Zyklen innerhalb der ex-
ponentiellen Phase definiert und fur jeden Bereich mittels nlotgarer Regression die Effizienz und der
dazugehdorige RVert der Regressiobestimmt. Anhand derfVerte erfolgt die Berechnung eines gewich-

teten Mittelwertes, der die finale PCEffizienz darstellt. Verwendet wurde die Version PCR Miner 4.1
(2013).

Die Bestimmung der P&fizienzen Gber Standardkurven erfolgte durch eine seriellGVerdinnung der
cDNA bestimmt in einer VidtunktMessung. Die @Werte wurden gegen den Logarithmus der Konzentra-
tion aufgetragen und die Steigung der Geraden Uber die lineare Regression ermittelt. DidfiRPiERz

wurde anschlielend Uber die Staigg mit der Forme2.6 berechnet.

-O “Q“Q‘Qd uq .;: ‘T p

Formel2.6: Berechnung der PEizienz Uber die Standardkurve

Zur Bestimmung der Vergleichbarkeit der FEfzienzen wuden die Differenzen der &¥erte jeder Ver-
dunnung von Refererzind Untersuchungsgen gebildet und diese ebenfalls gegen den Logarithmus der
Konzentration aufgetragenmCt). Bei einer Steigung < 0,1 gelten die E@Rienzen als vergleichbar

(Qiagen, 07/2010)
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Abbildung2.5: Bestimmung der Vergleichbarkeit der PEfRzienz Uber die Standardkurve am ¢l vonsdhB(Untersu-
chungsgen) ungroC(Referenzgen)

2.2.15 Fluoreszenzmessung

Der Begriff Fluoreszenz beschreibt die spontane Emission von Licht, welche durch den Ubergang eines Elekt-
rons vom angeregten Zustand in den urspriinglichen weniger energfi@erZustand erfolgt. Der ausl6-
sendeFaktor fiir die Anregung des Elektrons stellt in der Regel die Absorption von Licht spezifischer Wel-
lenlangen dar. Durch die Instabilitat des Systems im energiereicheren Zustand fallt das Elektron nach kurzer
Zeit wieder auflas energiedarmere Ausgangsniveau zuriick und emittiert die Energie in Form von Licht (Flu-
oreszenz). Dabei lassen sich insbesondigektronenaus Doppelbindungen bzw. konjugierten Systemen

leichter anregen, da diese Uber mehrere Atome verteilt vorliegen.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzproteinen handelte es sich um das GFRmautite
Fluoreszenzprotein mCherspwie das taue Fluoreszenzprotein mTagBRE®rmack et al., 1996; Shaner

et al., 2004; @bach et al., 2011Pas GFPmut2 stellt eine Variante des-8HAPs dar, welche aufgrund von

drei Aminosauresubstitutionen im Fluorophor eine bathochrome Verschiebung der Anregungswellenlénge
sowie eine fast 10@ach erhdhte Fluoreszenzintensitatincoliaufweist. Das Fluoreszenzprotein mCherry
wurde von Shaner et al. durch gerichtete Evolutiaasgehend von dem roten Fluoreszenzprotein DsRed

aus der Anemon®iscosomasp. entwickelt. Die Vorteile dieses Protejris Vergleich zu dem naturlichen
Fluoreszazprotein liegen in der verbesserten Fotostabilitat, der monomeren Form und der verringerten
Halbwertszeit zur Proteinreifun@haner et al., 2004pas blaue Fluoreszenzprotein mTagBBtellt eine
Weiterentwicklung des mTagBFPs dar und wurde von Subach et al. entwickelt. Es besitzt gegeniiber seinem

Vorganger eine erhdhte chemische Stabilitat sqQuvieVergleich zu anderen blauen Fluoreszenzprotginen
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eine erhohte LeuchtintensitgiSubach et al., 2011Pie Durchflihrung der Fluoreszenzmessungen erfolgte

mit dem Fluorimeter Mithras LB 940 von Berthold Technologies.

2.2.15.1 Anzucht und Messung

Fur die Fluoreszenzmessungen wurden die Zgdlesgehend von einer UNK 100 in frischem M@/edium

mit Glukosgbzw. LBMedium) bis zur frihen exponentiellen Phase von einggmvon 0,2 bei 37 °C und

180 rpmim Schuttelinkubatoengezogenund auf die gewilinschte Anzahl an Untersuchungskolben aufge-
teilt. Je nach Versuchsziel wurddie Antibiotika in 1 x MHK odén anderen Konzentrationehinzugege-

ben und 1 h, 2 h un@h nach Antibiotikaexposition im Fluorimeter vermessen. Hierfir wurden zu den
Messzeitpunkten von den Proben und vom Medium diedaRbestimmt sowie die Fluoreszenz als Tripli-

kat vermessen. In eine schwarze Mikrotiterplatte wurden jgsv@ x 100 plProbe bzv. Medium pipettiert,

die Mikrotiterplatte in das Gerat eingelegt und das Programm fir das jeweilige Fluoreszenzprotein gestar-
tet. Die Proben wurden in dem Gerét vor der Fluoreszenzmessung zuséatzlich durch Schitteln kurz durch-
mischt. Mit Ausnahme der Vorigiche (Kapitel 3.1.3.1) wurden alle Fluoreszenzversuche in einer Doppel-
bestimmungund als Triplikat durchgefiihrt. Die Maxima der Anregungsl Emissionsspekiren sowie die
verwendeten Anregungund Emissionswellenldngen der jeweiligen Fluceagproteinesind in Tabelle
2.23dargestellt. Als weitere Parameter fir die Fluoreszenzmessungen wurden eine Belichtungszeit von 1 s,
eine Messdauer von 0,1 s und eine Lampenenergie von 14.000 fir GFPmut2 und mTagBFP2 bzw. von 56.000
fur mCherry verwendetDie Lampeanergie ist von Berthold Technologies als eine dimensionslose Grofl3e
angegeben und fiir den Bereich vorg 85.535 einstellbafBerthold Technologies, 2008)lach Angaben

des Hertellers entspricht das Intervall der Lampenenergie 0 bis 75 {Battthold Technologies, 2008)

Tabelle2.23: Fluoreszenzprotaee und ihre Maxima sowie verwendete Anregungsd Emissionswellenlangen

Fluoreszenzprotein Maxima der Anregungsg verwendete Anregungg
Emissionsspektren Emissionswellenlangen
GFPmut2 ‘ 481 nm /507 nm 485 nm /535 nm
mCherry ‘ 587 nm /610 nm 550 nm /610 nm
mTagBFP2 ‘ 399 nm / 456 nm 405 nm/ 460 nm

2.2.15.2 Auswertung der Fluoreszenzdaten

Die erhaltenen Fluoreszenzrohdaten wurden auf digggRzum jeweiligen Messzeitpunkt der Probe nor-
miert, indem der Quotient aus Fluoreszenzintensitat und deggRgebidet wurde (FormeR.7). Die da-
raus resultierenden Fluoreszenzdaten wurden in der Einheit RFtie fluorescence unighgegeben und

dienten zum Ausgleich von Differenzen in der Zelldichte. Zur besseren Vergleichbarkeit des Verhaltnisses
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der Fluoreszersignale von induzierter zur uninduzierten Proben Messungen unterschiedlicher Ver-
suchstagevurden die RFWerte als prozentuale Abweichung zur uninduzierten Kontrolle angegeben und
hierliber der Mittelwert sowie di&tandardabweichung berechnet.

Oao6éi Qi @G Wé
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Formel2.7: Berechnung zur Narierung der Fluoreszenzsignale

Die Bestimmungsgrenzenldén den Schwellenwert, ab dem eine Anderung der Fluoreszenzintensitat als
relevant betrachtet wurde. Diebere Bestimmungsgrenze wurdéer die Leerwertmethode ermittelt, in-
dem die 16fache Standardabweichung der uninduzierten Kontrolle spezifisch figr ggdmmPlasmid
Kombination und den jeweiligen Messzeitpunkt berechnetl zum entsprechenden Mittelwert addiert

wurde (FormeP.8).
€ Q6@ O0'QAG6E QN AN EQ wopitir p®IiQP

Formel2.8: Berechnung deoberen Bestimmungsgrenze

Die untere Besthmungsgrenze wurde aufgrund der prozentualen Angaben anhand von Formel 2.9 aus der
oberen Bestimmungsgrenze berechnés handelt sich hierbei nicht um eine reale statistische Grél3e, son-
dern um eine fiktive Grenze die aufgrund der experimentellen Begelbmheotwendig war.

, QT

0¢€ 0@ 0 QA GO6¢E Q HQEHOQ———2p AR . .
3@ 0 Qaaoe QB aQ

Formel2.9: Berechnung der unteren Bestimmungsgrenze
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Zur Verdeutlichung der Berechnung der Faszenzdaten istiee Beispielrechnungnit fiktiven Messer-

gebnisserangegeben:

Tabelle2.24: Beispielrechnung zur Auswertung der Fluoreszenzdaten

uninduzierte Kontrolle induzierte Robe

als Dreifachbestimmung als Dreifachbestimmung
RFU 1000 /1100/ 900 5000/4900/5200

_ 0 . .
Mittelwert (M) 1000= 100 % 5_033 503%(bezogen auf die unindu
Zierte Kontrolle)

Standardabweichung (s) 100RFU 153 RFU
Standardabweichungn 100 %| 10 % 3,03 %
10x Standardabweichungn % | 100 % 30,3 %
Obere Bestimmungsgrenze 100 % (M) + 100 % (s) = 200 %
Untere Bestimmungsgrenze 100 /200 x 100 % =50 %

600
500
400
300
200
100

: _

induzierte Probe uninduzierte Kontrolle

Abweichung zur uninduzierten
Kontrolle in %

obere BG --------- untere BG

mmmmm Messzeitpunkt 1

Abbildung2.6:: Graphische Darstellung zur Beispielrechnung; BG = Bestimmangsgr

Die Darstellung zur Beispielgraphik zeigt, dass die induzierte Reteeim Vergleich zur uninduzierten

Kontrolle 5-fach hdhere relative Fluoreszenzintensitat aufweist. Da dieser Wert oberhalb der Bestim-

mungsgrenze von 200 % liegt, ist die Induktals signifikant zu bewerten.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eseesitiverbiosensorischen Messsystems zum Nach-
weis subinhibitorischer Konzentrationen antibakterieller Substapanz.B.in Untersuchungsproben. Ein

sokches Messsystem sollte die folgendegdhschaften aufweisen:

- eine hohe Antibiotikasensitivitét,
- ein breites Anwendungsspektrum awfterschiedlichéVirkstoffe

- sowie eine einfache undnkomplizierte Messmethode darstellen

Die hohe Sensitivitiollte tber die Konstruktion einéfiir AntibiotikaK & LIS N& S yolCMiitdn® oy n
E.coliC600 erreichtverden welche als Sensorstamm des Messsystems fumgisolte. Das GemolCko-

diert fir das Protein TolC, ein au3siMdembrarmrotein und stellt einen Bestadteil verschiedeneunspe-
zifischerEffluxpumpermit breitem $1z6 & G NJ { & LIS | { NUZY NXdza 5 WG in & Zoliziayi Be8 X &
Protein ist somit an der Eliminierung toxischer Substanzen beteiligt, wie zum Beispiel Antibiotika oder Me-
tabolite aus StofflechselwegenBEne Deletion vortolC und der damit reduzierte Efflytihren zu einer
intrazellularen Anreicherung dieser Substanzen und zu einer Zunahme der Sen¢Riogaer & Martin,
2013Yp  5talGMugante sollte dannmit unterschiedlichen Reporterplasmiden, jeweils bestehend aus ei-
nem durch Antibiotika induzierbaren Promotgekoppelt mit denStrukturgeneinesFluoreszenzprotems)
transformiertwerden Der Nachweis von zellularem Stréber eine durch Antibiotika induzierte Anderung

der Fluoreszenzintensitat im Vergleizheiner uninduzierten Kontrolle stelfomit das Grundprinzip des
biosensorischen Messsystems dar. Das Anwendungsspektrum umfasste zunachst ausschlief3lich bakterizide
Antibiotika unabhéngig von deremolekularenZielstrukturen. Im Rahmen der Erweiterung des Messsys-
temssollte das Anwendungsspektrum zusatzlich um Vertreter bakteriostatisch wirkender Antiklatika

sen erganzt werden (Kapitel 3.2).

Zum Erreichenidser Zelsetzung wurdern dieser Arbeit drei Anséatze verfolgt:

1. Die Konstruktion eines Reportersystems basierend auf der von Kohanski et al. aufgestellten Hypo-
these eines gemeinsamen Wirkmechanismus bakterizider Antibiotika (KapitéKatignski et al.,
2007)

2. Die Konstruktion von drei voneinander unabhangigen-G&dterten Reportersystemen, welche
auf spezifische, durch unterschiedliche Antibiotikaklassen induzierte Stressstimuli ansprechen (Ka-
pitel 3.2). Hierflr wurd jeweils ein System entwickelt, welches DBlzhdden signalisiert, eines
welches Zellhiillstress anzeigt und eines, welches Stoérungen der Zellwandbiosynthese, beispiels-

weise durch Nachweis von Abbauprodukten der Zellwand, nachweist.
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3. Als Erweiterungder in Punkt 2beschriebena Systemewurden diese in eineKombinationin ei-
nem Messsystengereint(Kapitel 3.3). Die Verwendung eines zusatzlichebzet blaufluoresie-
renden Roteins neben GFsollte schlielllicllen simultanen differenzierten Nachweis sehiede-
ner Stressstimuli in derselben Probemdéglichen, um dadurch einéMinimierung des Messauf-
wandsbei gleichzeitigeErh6hung der maximalen Probenanzahl zu erreichen. Dieses Syaitean
abschlie3endn einem verblindeten Versuamit unbekannten Proben getestet werden(Kapitel
3.3.4).

3.1 Entwicklung eines Messsystems zum Nachweis bakterizider Antibiotika

Im Jahre 2007 stellten Kohanski et al. die Hypothese eines gemeinsamen Wirkmechanismus bakterizider
Antibiotika auf, welcher unabhangig von der primagalstruktur auf der Bildung Reaktiv@auerstoffspe-

zies (ROS) beruht unebdurch die bakterizide Wirkung vermittelt wigohanski et al., 200.7[piese Hypo-

these bildete die Grundlage fiir diese Arbeit und satit&ombination mit einem hochempfindlichen Sen-
sorstamm zur Entwicklung eines biosensorischen Messsystems fur den Nachweis bakterizider Antibiotika
fuhren. Kohanski et al. beschreiben die Bildung von ROS, insbesondere die der hoch schadlichen Hydroxyl-
radikde, als den Endpunkt einer ausschlie3lich durch bakterizid wirkende Antibiotika induzierten Kaskade.
Diese umfasst unter anderem den Citratzyklus, die Erschdpfung von Reduktionsaquivalenten, insbesondere
von NADH, die Destabilisierung von EiSehwefelClstern sowie die Stimulierung der Fent®eaktion.
Aufgrund einer Verschiebung des NADADHVerhaltnisses und der erhéhten Genexpression von Un-
tereinheiten der NADHDehydrogenase h(loCEJbei Zugabe bakterizider Antibiotika, stellt die NADé+
hydrogenas | fir Kohanski et al. eines der Schlisselenzyme des gemeinsamen Wirkmechanismus dar. Eine

detaillierte Ausfuihrung zur Hypothese und der ROS generierenden Kaskade ist in kapitelsthrieben.

3.1.1 Konstruktion des Sensorstammes
3.1.1.1 Charakterisierung eingolGMutante am Beispiel vo&.coliDE112

Zur Abschatzung einer durch den Verlust von TolC hervorgerufenen Sensitivitatserhéhung wurden von den
StammerE.coliRFM443 und dessaalGMutante E.coliDE112t0IC.:miniTn10) die minimalen Hemmkon-
zentrationenfir verschiedendéntibiotika bestimmt, deren Wirksamkeit durch Efflux beeinflusst wird. Des
Weiteren wurde mittels quantitativer Rééime PCR (QRFCR) untersucht, ob die basale Expression von
nuoF, welches fiir eine der Untereinheiten der NADEhydrogemase | sowie vonmarA welches fiir den
globalen Transkriptionsaktivator MarA codiats Folge detolGMutation veréndert ist. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 3.1 sowie in Abbildung 3.1 dargestellt.
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3.1.1.1.1 Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit als MHK

Wie beeits beschrieben fiihrt der Verlust des Proteins TolC, insbesondere durch den eingeschréankten Ex-
port von Antibiotika durch die auf3ere Membran, zu einer Akkumulation von Antibiotika in der Zelle und in
Folge dessen zu einer Erhéhung der Sensitivitat unéi®ie der MHKRosner & Martin, 2013Pas Mal}

der Sensitivitdtserhohung ist fur jedes Antibiotikum spezifisch und abhéangig von der Effizienz, mit der die
Substanz aus der Zelle eliminiert wird. In der MBéistimmurg wurden die Antibiotika Novobiocin, Nalidi-
xinsdure und Chloramphenicol untersucht, welche bekannte Substrate von-Act8RiarstellefElkins &
Nikaido, 2002; Nikaido & Takatsuka, 20@3as Aminoglykosid Gentarimi, welches aufgrund seines hyd-
rophilen Charakters nicht UbécrABTolCeliminiert wird, fungierte als NegativkontrolléElkins & Nikaido,

2002) Die Durchftihrung der MHBestimmung erfolgte ndcCLSStandard (Kapitel 2.2)3Wie erwartet,

zeigte dietolGMutante E.coliDE112 im Vergleich zum Ausgangsstamm fiir die Substrate der Effluxpumpe
eine verringerte MHK. Die grof3te Abnahme mit sechs Verdinnungsstufen wurde fir Novobiocin ermittelt,
gefolgt von Nalidixinsaure mit drei Stufen und Chloramphenicol mit zwei Stufen. Gentamicin bewirkte keine
relevante Erhéhung der Sensitivitat. Eine MBiKerenz von einer Stufe liegt im Bereider methodischen

Schwankung.

Tabelle3.1: Ergebnis der MHRestimmung vork.coliRFM443 undk.coliDE112

Antibiotikum E.coliRFM443 E.coliDE112 MHK-Stufen
Novohocin 32 pg/ml 0,5 pg/ml 6
Nalidixinsaure 4 pg/mi 0,5 pg/ml 3
Chloramphenicol 8 pug/ml 2 pg/ml 2
Gentamicin 0,125 pg/mi 0,063 pg/ml 1

3.1.1.1.2 Ermittlung der basalen Expression der GeneFund marAmittels quantitativer Realime PCR

Die Verwendung desuoFPromotors flr die Konstruktion des Reportersystems zum Nachweis bakterizider
Antibiotika setzte voraus, dass die basale ExpressionwoRnicht maf3geblich durch den Verlust von TolC
beeinflusst wird. Eine erhéhteuoFExpression in deolCGMutante wirdedie Spezifitat und die Empfind-
lichkeit des Messsystems beeintrachtigen und stellt demnach ein Ausschlusskriterium fiir die Verwendung
des Promotors bei der Reporterplasrkahstruktion dar. Neben der Expression varoFwurde zusatzlich

die des globalen Trekriptionsaktivators MarA untersucht, welcher als Teil siesRABOperons die Ex-
pression der Effluxpumpe AcrABIC positiv regulieiDuval & Lister, 2013Anders als bei der Expression
vonnuoF, war zu erwarten, dass eine eftt& Expression vomarAzur teilweisen Kompensierung der durch

den Verlust von TolC hervorgerufenen Effekte und der Wiederherstellung der Homdostase fuhren wirde
(Rosner & Martin, 2009)
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Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte tber die Effikierrgierte Methale nach PfafflFir diese
Messungen wurden imdhmen eines Vorversuches ausgehend von einer Anzucht in einer Dreifachbestim-
mung die Expression und die REfRzienz anhand der erhaltenen Amplifikationskurven tber das Auswer-
tungsprogramm PCR Miner ermittéfhao & Fernald, 20053ufgrund mangelnder Wiederholungsmessun-
gen sind die Daterediglich als Naherung zu betrachten. Die Berechnung Uber ein zweites Auswertungspro-
gramm, LinReg PCR, diente als zusétzliche Uberpriifung degff@#zen und lieferte vergleichbare Er-
gebnissgRuijter et al., 2009)

Die quantitative Bestimmung der basalen Expressionnum¥zeigte fir digolG-Mutante E.coliDE112 im
Vergleich zum AusgangsstantircoliRFMA413 eine etwa 1,8ache Erh6hung der Expressi@a Differen-

zen der GWerte von bis zu eins fir die gleiche Probe innerhalb einer Mehrfachbestimmung mit unter-
schiedlichen Anzuchten auftreten udér daraus gebildetp [ CtWert als Potenin der Formel zur Berech-
nung des Expressionsunterschiedes Uberydi€tMethode (Kapitel 2.2.14.5) vorliegt, wirdie Expressi-
onsanderung vomuoFin einertolGMutante als nicht relevant bewertetm Folgenden wurde daher die

nuoFExpession unter Einfluss bakterizider Antibiotika untersucht (Kapitel 3.1.2.2.1.1).

Im Vergleich zum Ausgangsstamm zeigtaaligMutante eine etwa flinffach erhhte Expression voarA

(Abb. 3.1und bestétigte die erwartete ExpressionserhéhiiRgsner & Martin, 2009)

6,0
5,0
4,0
= 3,0
2,0
1,0
0,0

Expressionsanderung-(x
fach)

nuoF marA
E. colDE112

Abbildung3.1: Anderung der Expression vorarAundnuoFin E.coliDE112 im Vergleich zum AusgangsstafooliRFM443

3.1.1.2 Charakterisierung voB.coliC600als Wirtsstamm flir Reporterplasmide, die durch verschiedene

Antibiotika induziert werden

Die tolG-Mutante E.coli DE112 zeigte in der MHBestimmung (Kapitel 3.1.1.1.1) im VergleichEzuoli
RFM443 eine erhthte Empfindlichkeit und entsprach somit dem hypersensitiven Phénotyp. Hinsichtlich
weiterer genetischer Eigenschaften sollte ein geeign&@amm gewahlt werden, der als Ausgangsstamm

zur Konstruktion deptolG-Mutante dienen sollte. Die gewlinschten genetischen Eigenschaften hierfiir wa-



Ergebnisse Seite87

ren (1) die Abwesenheit von Resistenzgenen bzw. resistenzvermittelnder Mutationen gegentiber Antibio-
tika, wodurch die betreffende Antibiotikaklasgem Messsystemausgeschlosseware sowie (2) das Vor-
liegen eines Selektionsmarkers, der den Erhalt des Reporterplasmides wahrend Anzucht und Messung ohne
Verwendung von Antibiotika gewébhrleistet. Eine Alternative zur Selektion durch Antibiotika stellt die Ver-
wendung eines Auxotrophmearkers dar. Dies setzt trotz erschwerter Wachstumsbedingungen jginks
Mutante die Anzucht in Minimalmedium vorag@®hamdhere & Zgurskaya, 201D)e verwendete Bezeich-

nung M3Medium bezieht sich im Folgenden auf #&dium mit Glukose als Kohlenstoffquellgnter Be-
ricksichtigung der aufgefihrten Kriterien wurde der StarBntoli C600 E, thr-1, leuB6, thil, lacYl,
supE44, tonA2lals Ausgangsstamm fiir das biosensorische Messsystem gel&loli.C600 besitzt drei
Néhrstoffauxotrophien thr-1, leuB6, thil), wovon die Auxotrophie gegeniber LeudeuB) mit einem
Defekt der Isopropylmalatdehydrogenase, einem essentiellen Enzym der {Biasymthese, als Selekti-
onsmarker verwendet wurde. Die Defekte in der Threeifihr-1) und Thiaminsynthesehj-1) wurden

durch Supplementierung des Mediums kompensiert.

3.1.1.2.1 Untersuchung zur Auxotrophie v@hcoliC600

Fur den Nachweis der Leughuxotrophie wurdeE.coliC600 als Ubernachtkultur in dem Minimalmedium
M9 mit Glukosemit und ohne LLeucinzugabe sowie als Kontrolle in dem Komplexmedium LB untersucht.
Das M9Medium wurde, wie in Kapitel 2.1.6 beschrieben, hergestellt und mit der Aminosalineebnin
sowie dem B4vitamin Thiamin in den Koeatrationen von jeweils 20 pug/mdupplementiert. Nach einer
Inkubationszeit von 12 h war sowohl bei der in LB angezogenen Kontrollkultur als auch Aezdentin

mit L-Leucin supplementiertem M#edium ein Wachstum zu beobachteim Gegensatz dazu konnte fir
die Anzucht in MMedium ohre L:-Leucinzugabe auch nach stark verlangerter Inkubatmmbis zu einer

Woche kein Wachstum nachgewiesen werden.

Der Zusatz vonLeucin ist daher fur das Wachstum vBrroliC600 in MOMedium essentiell, sodasdér
die Komplemerdtion der leuB6Mutation der Erhalt der Reporterplasmide in der Zelle in Lefreiem

Medium gewahrleistetverden konnte

3.1.1.2.2 Konstruktion des Plasmides pHPKI2Zur Komplementtion der LeucirAuxotrophie

Das Plasmid pHPKQ32 stellte das Ausgangsplasmid fir das Messsystenalladveiteren Reporterplas-
midkonstruktionen dar. Fir die Konstruktion wurde in BsGen der TEM (¥Laktamase des Plasmidvek-

tors pBR322 (Anfp Tef) das GereuBausE.coliMG1655 inseriert, wodurch die Ampicillinresistenz inak-
tiviert wurde. Das GeletA vermittelt die Tetracyclinresistenz in pBR322 und blieb als Selektionsmarker
aktiv. DdeuBin einem ca. 6,5 kb grof3en Operon organisiert ist, sollten die in pBR322 vorhandenen Promo-

toren P1 und P3 der-Raktamase fur die Expression MenBgenutzt weden (Brosius, Cate, & Perlmultter,
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1982; Somers, Amzallag, & Middleton, 1973ber eine basengenaue Substitution tenBgegenbla am
Startcodon wurde der optimale Abstand zwischen dem zu inserierenden Strukturgiden Promotoren
beibehalten. Dies erfolgte mittels eines SOHMgduktes (Abb. 3.2 rechts), welches aus eihenBFrag-

ment (1332 bp) und einem pBR3E2agment (623 bp) konstruiert (Abb. 3.2 links) und Gber die Schnittstel-
len Pst und BaHI in pBR322nseriert wurde. Die Differenz aus der Summe der Basenpaaranzahl des
pBR32ZFragmentes und ddsuB-Fragmentes im Vergleich zur Basenpaaranzahl des SPibidgktes re-
sultiert aus den sich tUberschneidenden homologen Bereicles Einzelfragmente. Wie inbAildung 3.3
dargestellt, lag die Schnittstelle flarmHI in dem GernetA, sodass bei Spaltung des VekttsA zwar

zerstort, jedoch nach Insertion des SOHMgduktes wieder vollstandig rekonstruiert wurde.

M = Marker M = Marker

1 =pBR322-Fragment 1 =SOEing-Produkt

2 = leuB-Fragment 2 =SOEing-Produkt

3000 bp 6000bp —— 3 =SOEing-Produkt
1500 bp 3000bp ——
1000 bp 2000bp ——

600 bp 1000 bp ———

Abbildung3.2: links: gereinigte Einzelfragmente fir die SOHEQR; rechts: gereinigtes SOHtnggment (aufgrund der ho-
hen Ausbeute des Produktes nach erfolgter SOB@R wurden fur die Reinigung drei Ansatze durchgefuhrt, die fiir die Liga-
tion vereint wurden)

pBR222-leuB_fw_SOEing (100.0%)
pBR222-leuB_ny_SCEing (100.0%)

P1
P2
pBR322-Fragment

Teil von tetA
Pst1(1z) leuB pER322_fw_+23977_BamHI {100.0%}
leuB_rv_+1274 {100.0%) leuB-Fragment P3 FamHI (1831)

)

“ *<4

SOEing-Fragment leuB-pBR322
1914 bp

Abbildung3.3: SOEingProdukt aus deneuBFragment und dem Fragment aus pBR322



Ergebnisse Seite89

Nach Transformation des Konstruktionsstamniesoli IM109 mit dem Ligationsansatz aus gespaltenem
SOEig-Produkt und Vektorfragment wurden die Transformanten zunédchst auf Tetrad\géirplatten se-

lektiert und anschlie3end mittels Replikaplattierung auf den Verlust deakkamase tber Ampicillidgar-

platten Uberprift. Das gesuchte Plasmid wurde aus denigiftip-sensitiven Transformanten isoliert und

im Restriktionsverdau mBarmH| undNdd kontrolliert. Der Einzelverdau nmidanH| fihrte zur Linearisie-

rung des Plasmides und zeigte das gewiinschte Fragment von 5115 bp. Der Einzelvekitl lreferte,
aufgrund der durch das Insert erzeugten zusatzlichen Schnittsiallé/ergleich zum Ausgangsplasmid
pBR322, die gewlinschten Fragmente von 3174 bp und 1941 bp. Des Weiteren sind noch unverdautes und
nur einmal geschnittenes Plasnats Folge eines unvollstdiggn Verdaugzu erkennen. Der Restriktions-

verdau bestatigte somit die Identitat von pHPKIZ23

M = Marker

1 = pHPKC3-02 geschnitten mit BamHI
2 = pHPKC3-02 geschnitten mit Ndel

3 = pHPKC3-02 ungeschnitten

6000 bp 4 = pBR322 geschnitten mit Ndel

3000 bp 5 =pBR322 ungeschnitten

2000 bp

1000 bp

Abbildung3.4: Restriktionsverdau von pHPKG3 mitBanHI| undNdd

BamHI (1)
tetA

SOEing-Fragment

leuB
pHPKC3-02

5115bp

Ndel (3863)

Pst(3237)
“Ndel (1922)

ori

Abbildung3.5: Hasmidkarte des Komplementatisplasmides pHPK@R2
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3.1.1.2.3 Priufung der Komplemeation der leuB6Mutation durch pHPKCG32

E.coli C600 wurde mit dem Plasmid pHPKI23transformiert und das Wachstumsverhalten der Transfor-
manten sowiedes untransformierten Stammes auf M@arplatten mit und ohne Zusatz vo#Léucin ver-
glichen. WahrencE. coli C600 ausschlie3lich auf miLeucin supplementierten Platten ein Wachstum
zeigte, zeigten die Transformanten auch auf den Agarplatten ohneZZeise¥Vachstum. Das Plasmid kom-
plementierte den Defekt in der LeueBiosynthese, sodass in nachfolgenden Versuchen auf den Zusatz von

Tetracyclin zur Selektion plasmidtragender Zellen in Lefloeieam M93-Medium verzichtet wurde.

3.1.1.3 Y 2 y & (i NHz] talGMutanteRi@E.LofiC600 mittels homologer Rekombination

Die Einfuhrung der chromosomalé&siC-Deletion inE.coliC600 erfolgte mittels Gene doctoring, einer Me-
thode basierend auf dem Prinzip der homologen Rekombindtiee et al., 2009Die Methode wurde im
Arbeitskreis ethliert und ist in Kapitel 2.2.12 @etailliert beschreben.

3.1.1.3.1 SaccharoséoleranzTest

Bei dem SaccharoskoleranzTest handelt es sich um einen Vorversuch fir das Gene doctoring, der zur
Bestimmung der Saccharoseempfindlichkeit des Ausgangsstammes fiir die Rekombinationsexperimente
dient. Wie in Kapitel 2.2.12 beschrieben, fuhrt die Expression der Levansucrase in Anwesenheit von Sac-
charose zu toxischen Levanen, die sich letal auf die Zelle auswirken. Das Gen der Levasso&hse (

findet sich auf dem Plasmid pD@®Cbhzw. auf dem Donorplasmid, welches nadblgter Rekombination

zerstort wird und eine Selekiin von rekombinanten Zellen im&harosehaltigem Medium ermdglicht. In
einemVorversuchwurde zuvor eine eventuelle natirliche Empfindlichkeit \®reoliC600 gegenliber Sac-
charosegepriift. Hierfur wude der Stamm mit dem Plasmid pD®&®GacB, Am@R, Karf) transformiert und

die Transformanten auf Ampicillizgarplatten selektiert. Vier Transformanten wurden auf Ampieiiar-

platten mit und ohne Zusatz von 5 % Saccharose ausplattiert und Uber Na@mt9einkubiert. In einem
parallelen Ansatz wurdg.coli C600 ohne pDOK auf LBAgarplatten ebenfalls mit und ohne Zusatz von

5% Saccharose ausplattiert und unter gleichen Bedingungen inkubiert. Der Zusatz von Saccharose hatte
keinen Einfluss auf dasathstum des untransformierten Stamm&s lag daher keine natirliche Empfind-
lichkeit vonE.coliC600 gegertier Saccharose vor. Entgegen dawartungen war auf den Agarplatten mit

E.coli C600/pDOK trotz anzunehmender Expression der Levansucrase, eihdien unter Zusatz von
Saccharose erkennbar. Im Vergleich zu den Agarplatten ohne Saccharose waren die Kolonien jedoch kleiner
und deren Anzahl um ein Vielfaches geringer. Fir die nach erfolgter Rekombination anschlieBende Selek-

tion musste daher bertcksitigt werden, dassacBkeinen zuverlassigen Selektionsmarker darstellt.
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3.1.1.3.2 Konstruktion des Donorplasmides pHPKQO2B

Das Donorplasmid pHPKGE12b wurde in zwei Schritten konstruiert, in denen jeweils ein homologer Be-
reich inseriert wurde. Die homologereiiche umfassten die Sequenzabschnitte inusid 3= Richtung

von tolC und flankierten das in pHPKGQ@2b zur spateren Selektion benétigte Kanamycinresistenzgen
aphA Abweichend zur Literatur wurde durch die Verlangerung der homologen Bereiche auf 5@@ bp

sucht die Anzahl der Rekombinationsereignisse zu erh{bem et al., Q09)

Im ersten Schritt wurde das Plasmid pHPKk@2A2 konstruiert, welches den homologen Beréditb-Rich-

tung vontolC (H1) tragt. Mittels der Kochlyséiethode wurde au<.coli C600PlasmidDNA isoliert und

mit denPrimemn tolC_E.coli_fw-468 und toC_E.coli_rn+2 ein 511 bp grolRes PERodukt amplifiziertdas
dannmit den RestriktionsenzymedanH| undEcdrlan jeweils einem Ende gespaltenrde. AnschlieRend
wurde dagyespaltene®CRProdukt in den vorbereiteten Vektor pD&@Unseriert. Die erhaltemeTransfor-
manten wurden auf Ampicillihgarplatten selektiert und die Plasmide mittels Alkalischer Lyse isoliert. Die
erfolgreiche Insertion des homologen Bereiches H1 wurde Uber Restriktionsverd&cdrItundBanHl|
nachgewiesen (Abb.3.6). Die erwarteteragmentlangen fir pHPKCGQ2a lagen bei 7227 bp und 499 bp
und entsprachen dem Elektropherogramm. Fir das AusgangsplasmidiB@Cnur das Fragment von

7227 bp zu erwarten.

M = Marker

1 = pDOC-K geschnitten mit EcoRI und
BamHI

2 - 8 = Transformanten mit pHPKC12-02a

6000 bp ! :
geschnitten mit EcoRl und BamHI

500 bp

Abbildung3.6: Doppelverdu von pDO&K und pHPKCi®a mit den Restriktionsenzymé&rtdr| undBarHl|

Das PlasmigHPKC1D2adiente anschlieRend als Ausgangsplasmid fur die KonstruktiopitBKC1-D2b.
Hierfir wurde der in 3Richtung liegende Bereich vowIC von 456 bp (H2) mitden Primern
tolC_E.coli_fw_+1471 und tolC_E.coli_rv_+188dgehend/on KochlysaDNA au£.coliC600 amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstell&al undXhd in pHPKC102a inseriert. Aus Griinden des Primerde-
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signs wurde der ForwasBrimer an da -Endlé vortolCgelegt, sodass nach Rekombination eine Restse-
guenz des Geneson 12 bperhalten blieb. Die Transformanten wurden auf Ampicillgjarplatten selek-
tiert und deren Plasmide uber Alkalische Lyse isoliert. Die UberprifunghBKC1D2b erfdgte tiber
Restriktionsverdau mBarnHI| undHindl, Einzelverdau miEcdr| sowie Uber die Sequenzierung der homo-
logen Bereiche H1 und H2 im Vergleich zum AusgangssEacoh C600. Die erwarteten Fragmentgrof3en
fur pHPKC1D22b im Doppelverdau lagen bei Z2Bp, 2549 bp, 1370 bp und 822 bp. Im Gegensatz hierzu
lagen fur das Ausgangsplasmid pHPK@ER die erwarteten Fragmentgfen von 2973 bp, 2549 bp,
1789bp und 822 bp vor. Das kleinste Fragment von 822 bp sowohl bei pHRRE 4R auch bei pHPKE12
02b i¢ aufgrund der geringen Menge und der kleinen Fragmentgid®obildung 3. hur sehrschwach zu

erkennen.

M = Marker

1 = pHPKC12-02b (T20) geschnitten mit BamHI und Hincll
2 =pHPKC12-02b (T21) geschnitten mit BamHI und Hincll
| 3=pHPKC12-02a geschnitten mit BamHI und Hincll

i 4 = pHPKC12-02b (T20) geschnitten mit EcoRI

6000 bp 5 =pHPKC12-02b (T21) geschnitten mit EcoRI
3000 bp 6 = pHPKC12-02a geschnitten mit EcoRl

2500 bp 7 = pHPKC12-02b (T20) ungeschnitten

2000 bp 8 = pHPKC12-02b (T21) ungeschnitten

1500 bp 9 = pHPKC12-02a ungeschnitten

1000 bp
750 bp

Abbildung3.7: Einzelund Doppelverdau von pHPKGA2b und dem Ausgangsplasmid pHPkQ22

Die Sequenzanalyse fur den homologen Bereich H1 fir pHREADIZ folgtefur DNAFragmente, dienit
den Primern pDOGK_rv_+2365 undpDOGK_fw_+2178 bzw. fUrE. coli C600 mit den Primern
tolC_E.coli_fw-576 und tolC_E.coli_rv_+4iittels PCR gewonnen wurdefinalog hierzu erfolgte die Se-
guenzierung des homologen Bereiches H2 fur pHPKhnit den Primern pDOK _rv_+88 und pDOC
K_fw_+7584 bzw. flE.coliC600 mit tolC_E.coli_rv_+1972 und tolC_E.coli_fw_+I1Di@7Ergebnisse der
Sequenzanalyse (Abb. 3.8 uB®) bestétigten fur HYon Basenpaar 41 bis 493 (entsprechend Bdis
533 pin Abb. 3.8) bzw. fir H2 von Basenpaar 1 bis 386 (entsprechend 147 bp bis 533 bp in Atas$.9)
keineunerwinschten konstruktionsbedingten Mutationen vorlagen. Die Nachsezjarung der nichtie-
deutig bestimmten Bereiche {p ¢ 40 bp fiur H1 bzw. 387 bp432 bpful v 0 A tfICNRUEaNE besté-

tigte, dass auch dort keine Mutationen durch die Plasmidkonstruktion erzeugt wurden.
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(1) 1 10 20 37
GK617_tolC_H1_fw-576_bS (1) GGGCAACATCTTCCACACTTTCACCCTCT
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (1) ——=————=—=——=—=—=——————————————————
pHPKC12-2b_tolC H1+2365w bS{(c) (1} - = —————

pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (1) ——=——=——— == === mm e e~ AT
Consensus (1) TCAATCAT
Section 2

(38) 38 0

60 74
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (9) -
PHPKC12-2b_tolC_H1+2365_bS(c) (1) —————=—————— === === —————mm e ———

PHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (3) GAATECAACCATCNTCCAGTAGCCARGGEETCICEED

Consensus (38) CCCGGCAACCATCT CCAGTAGCCARAGGGGTTTCGCT

Section 3

(75) 15 0 0 100 111
GK617 tolC_H1_fw-576_bS (74) -= TCTGCTCRAATCA
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (43) -—— TCTGCTCAATCA

pHPKC12-2b_tolC H1+2365rv_bS(c) (1) ======— e ccc e e e e === ATCTGCTCAATCA
PHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (40) BETEcTcEETACECEECARTEEEA-TCTGCTCAATCA
Consensus (75} GGTGT CGTACGCGGCAATCCGAATCTGCTCAATCA

Section 4
(112) 112 120 130 148

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (109) GCACAACTTCATCACGCACTGGGT CAAAGGGIAGCAA

GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (80) GCACAACTTCATCACGCACTGGGTCAAAGGGIAGCAL
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (14) GCACAACTTCATCACGCACTGGGTCAAAGGGEAGCAL
PHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (77) GCACAACTTCATCACGCACTGGGTCAAAGGGNAGCAL
Consensus(112) GCACRACTTCATCACGCACTGGGTCARAGGGTAGCAR

Section 5
(149) 149 160 170 185

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (146) GACTGCGGCGTGACCGCGCTCARARARTTCCCGCCGE
GK617_tolC H1_rv+41 bsS(c) (117) GACTGCGGCGIGACCGCGCTCARAAARTTCCCGCCGC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (51) GACTGCGGCGIGACCGCGCTCARRRARTTCCCGCCGE
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (114) GACTGCGGCGNGACCGCGCTCAARAANTTCCCGCCGC
Consensus (149) GACTGCEECETGACCECGCTCARARATITCCCECCGE

Section 6
(186) 186 200 210 222

GK617_tolC_H1_fw-576_b5 (183) ACCTCARGACTCARTTGCCCGTTGAATAGACGATGAC
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (154) ACCTCARGACTCART TGCCCGTTGAATAGACGATGAC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (88) ACCTCARGACTCARTTGCCCGTTGAARAGACGATGAC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (151) ACCTCANGACTCANT TGCCCGTTGAANAGACGATGAC
Consensus (186) ACCTCATGACTCATTTGCCCGTTGAATAGACGATGAC

Section 7
(223) 223 230 240 259
GK617_tolC_H1_fw-576_hS (220) GALAT CTAIAE—LAGAIC TAARGAAARARAAGCCGCGATA

GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (191) GARAATCTATAAAGATCTAATGARRARAAGCCGCGATA
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (125) GAAATCTATARAGATCTAARGAARARARAGCCGCGATA
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (188) GAAATCTANALAAGANC TAANGAAAARAAGCCGCGATR
Consensus (223) GARATCTATARAGATCTAATGARRRRAAGCCGCGATA

Section 8
(260) 260 270 280 296
GK617_tolC_H1_fw-576_bS (257) AAGTGTITTCTCGTGCAATAATTTC TACEICGT TTTTG

GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (228) AAGTGTTTCTCGTGCAATAATTTCTACARCGTTTTTG
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365mnv_bS(c) (162) AAGTGTITTCTCGTGCAATAATTTCTACARCGTTITTTG
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (225) AAGTGTTTCTCGTGCAATAATTTCTACANCGTTTTTG
Consensus (260) AAGTGTTTCTCGTGCAATAATTTCTACATCGTTTTTG

Abbildung3.8a: Sequenzanalyse fiir den homologen Bereich H1 in pHRBZR2bschnitt 1bis 8)
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Section 9
(297) 297 310 320 333

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (294) CCARATGTAACGGGCAGGTTGTCTGGCTTAAGCATTG
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (265) CCAAATGTAACGGGCAGGTTGTCTGGCTTAAGCATTG
pHPKC12-2b_tolC H1+2365mnv_bS(c) (199) CCAAATGTAACGEGCAGGTTGTCTGECTTAAGCATTG
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (262) CCARATGTAACGGGCAGGTTGTCTGGCTTAAGCATTG
Consensus (297) CCARATGTAACGGGCAGGTTGTCTGGCTTAAGCATTG

Section 10
(334) 334 340 350 360 370

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (331) TTAATGTCCTGGCACTAATAGTGAATTAARTGTGAAT
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (302) TTAATGTCCTGGCACTRAATAGTGRAATTAANTGTGAAT
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365m_bS(c) (236) TTAATGTCCTGGCACTAATAGTGAATTARATCTGALT
PHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (299) TTAATGTCCTGGCACTAATAGTGAATTAAATGTGAAT
Consensus(334) TTAATGTCCTGGCACTAATAGTGAAT TARATGTGAAT

Section 11
(371) 3M 380 390 407

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (368) TTCAGCGACGTTTGACTGCCGTTTGAGCAGTCATGTG
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (339) PTTCAGCGACGTTTGACTGCCGTTITGAGCAGTCATETG
PHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (273) TTCAGCGACGTTTGACTGCCGTTITGAGCAGTCATGTG
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (336) TTCAGCGACGTTTGACTGCCGTTTGAGCAGTCATGTG
Consen=us(371) TTCAGCGACGTITTGACTGCCGTTTGAGCAGTCATGTG

Section 12
(408) 408 420 430 444

GK617_tolC_H1_fw-576_hS (405) TTARATTGAGGCACATTAACGCCCTATGGCAICGTAAC
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (376) TTAAATTGAGGCACATTANCGCCCTATGGCNCGTANC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365mv_bS(c) (310) TTRAAATTGAGGCACATTAACGCCCTATGGCACGTRAC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_b52 (373) TTAAATTGAGGCACATTAACGCCCTATGGCACGTAAC
Consensus (408) TTALATTGAGGCACATTAACGCCCTATGGCACGTAAC

Section 13
(445) 445 450 460 470 481

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (443) CCAACCTTTTGCGGTAGCGECTTCTGCTAGAATCCGT
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (414) CCAACCTTTTGCGGTAGCGGCTTCTGGTAG:ITCCGC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (348) CCAACCTTTTGCGGTAGCGECTTCTGCTAGANTCCGT
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (410) CCAACCTTTTGCGGTAGCGGCTTICTGCTAGAATCCGC
Consensus (445) CCAACCTTTTGCGGTAGCGGCTTCTGCTAGANTCCGE

Section 14
(482) 482 4390 500 518

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (480) 2ATAATTTTACAGTITEBATCGCGCTARATACTGCTTC
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (451) AI'I‘NA'I‘T'I"I'ACAGTETNATCGCGCTAAL'I‘ACTGCTTC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2365mv_bS(c) (385) ANTAATTTTACAGTITEATCGCGCTAANTACTGCTTC
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (447) RATAATTTTACAGTNTEBATCGCGCTAAATACTGCTTC
Consensus (482) ANTAATTTTACAGTTTGATCGCGCTARATACTGCTTC

Section 15

(519) 519 528

GK617_tolC_H1_fw-576_bS (517) ACCNCAAG——
GK617_tolC_H1_rv+41_bS(c) (488) ACCACRAGE-
pPHPKC12-2b_tolC_H1+2365rv_bS(c) (422) ACCACRRAGGA
pHPKC12-2b_tolC_H1+2178fw_bS2 (484) ACCACRAG--

Consensus(519) ACCACRAGG

Abbildung3.8b: Sequenzanalyse fir den homologen Bereich H1 in pHPBZLAbschnitt 9 bis 15)



Ergebnisse Seite95

Section 1
1 10 20 39
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (1) —====—====——— e m e e e e
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (1) TTTCCNCTAATCCGGAAAACGTNGCACCGCARACGCCGG
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (1) - -—--—-——---——"—--"—"—"—"—"—"——————————————————
PHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (1) ———————————————————————————————————————
Consensus (1)

GK617_tolC H2 rv+1972_bS(c) (1) ————=—=———=—————— e —
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (40) RACAGAATGCTATNTGCTGATGGTTATGCGCCTG

pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (1) ————————=—————— = ——— G

pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (1) ———-—-=—-—=—=———-————— e

Consensus (40) G T
Section 3
(79) 79 90 100 117
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (1) —————-———-——-— AANAI ICA-CGCANTA
CA-CGCACTA

GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (79) ec GCA% §GT GTTC-AGEAAACA
C

pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (12) RAAGTT I :% IAAC glig
LAC

pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (1) - -———--—--- Y
Consensus (79) G c 2 ACTTTCTAGCGAATATGCGCTTCGGAATA

Section 4
(118) 118 130 140 156
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (26) cclec—— glA——AClGTCATAACCCI——TTCCGTAACT
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (116) CCA A--ACEGTCATAACCCH--TTCCGTAACT

pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (51) Izl ﬁl l {TTCCGTAACT
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (30) TCAT AGTTCCGTAACT
Consensus (118) GGACCTAAGTAGGATGTTCATATCTCTAGTTCCGTAACT

Section 5
(157) 157 170 180 195
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (59) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTCTGAACGTAAG
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (149) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTCTGAACGTAAG
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (90) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTCTGAACGTAAG
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (69) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTCTGAACGTARAG
Consensus (157) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTCTGAACGTAAG

Section 6
(196) 196 210 220 234

GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (98) GCAACGTARAGATACGGGTTATCTGCCGCATTNTTCCCC
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (188) GCAACGTAAAGATACGGGTTATCTGCCGCATTETTCCCC

pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (129) GCAACGTAAAGATACGGGTTATCTGCCGCAT
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS (c) (108) GCAACGTAARAGATACGGGTTATCTGCCGCATTETTCCCC
Consensus (196) GCAACGTARAAGATACGGGTTATCTGCCGCATTCTTCCCC

Section 7
(235) 235 240 250 260 273
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (137) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (227) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (168) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (147) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA
Consensus (235) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA

Section 8
(274) 274 280 290 300 312
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (176) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAARAATGARAC
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (266) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAARATGARAAC
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (207) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAARAATGARAC
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (186) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAARATGARAC
Consensus (274) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAAAATGAAAC

Abbildung3.9a: Ergebnis der Sequenzanalyse fir den homologen Bereich HHRIKC 1-D2b (Abschnitt 1 bis 8)
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Section 9
(313) 313 320 330 340 351
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (215) GGACAAAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCAARAAACT
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (305) GGACAAAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCARARACT
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (246) GGACARAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCAARAACT
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (225) GGACAAAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCAARAAACT
Consensus (313) GGACAARBRATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCAARARACT

Section 10
(352) 352 360 370 380 390
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (254) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (344) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (285) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (264) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG
Consensus (352) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG

Section 11
(391) 391 400 410 429
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (293) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGARAAGAGTGATG
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (383) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGARAAGAGTGATG
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (324) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGAAAAGAGTGATG
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (303) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGARRAGAGTGATG
Consensus (391) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGARRAGAGTGATG

Section 12
(430) 430 440 450 468
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (332) AAACAGTGTCTCTCTATCARAATGCTGACGACTGTTCAG
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (422) AAACAGTGTCTCTCTATCAARATGCTGACGACTGTTCAG
pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (363) AAACAGTGTCTCTCTATCAAAATGCTGACGACTGTTCAG
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (342) AAACAGTGTCTCTCTATCAAAATGCTGACGACTGTTCAG
Consensus (430) AAACAGTGTCTCTCTATCAAARATGCTGACGACTGTTCAG

Section 13
(469) 469 480 490 507

GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (371) CTGCARAACCCAGGCAARAAGCGCCGANTGTACCACCGCGT
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (461) CTGCAAACCCAGGCAAAAGCGCCGi:lT GTACCACCGCGT

pH PKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (402) CTGCAAACCCAGGCAARAGCGCCG TGTACCACCGCGT
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS(c) (381) CTGCABACCCAGGCALAAAGCGCCGAATGTACCACCGCGT
Consensus (469) CTGCARACCCAGGCAARAGCGCCGAATGTACCACCGCGT

Section 14
(508) 508 520 530 546

GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (410) ACAACANTGCGCTGAAAGAAGCCGANCGTACTGCGCCGA
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (500) ACAAch e e e

pHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (441) ACAAC TGC—
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS (c) (420) ACAACAATGC
Consensus (508) ACAACAATGCGCTGARAGAAGCCGAACGTACTGCGCCGA
Section 15
(547) 547 560 570 585
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (449) NATNACGCCACCCETGAAGACTGIGTTGCTGAATITEGT
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (510) ———————————————— -~ ————— —— —— ——
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bsS (c) (459) -
Consensus (547) ARATA CGCCACCCGTGAAGACTGTGTTGCTGAAGTCGAC
Section 16
(586) 586 600 610 624
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (488) GIAGGTCAG.GC-CAGGCACCAGCCCAGG-ATG
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (510) ———————————————— -~~~ ———— ——
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS (c) (497)
Consensus (586) TAGTAGGGAT ACAGGGTAATGAGCTTGGC CTGGCCGT
Section 17

(625) 625 630 640 650
GK617_tolC_H2_rv+1972_bS(c) (527) GCACCA-———————————————————
GK617_tolC_H2_fw+1297_bS (510) ——————————————————————————

PHPKC12-2b_tolC_H2+7584w_bS (557) -; ———————————————————
pHPKC12-2b_tolC_H2+88rv_bS (c) (536) CAACGTCGTGACNGGGAAA

Consensus (625) CGTTTT

Abbildung3.9b: Ergebnis der Sequenzanalyse fir den homologen Bereich H2 von pHFEHCARSschnitt 9 bis 17)
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H2
H1 BamHI (1) Xhol (7696) Sall (1)

EcoRI (7222) r FRT-Site FRT-Site \ ﬁ/-I-Scel
|-Sce|/‘\;> lkf&immﬂ KanR 2\
FRT-Site
I-Scel FRT-Site
\
pHPKC12-02a H1\@ pHPKC12-02b
7714 bp 8133 bp
bla I-Scel e

sacB

v %

sacB bla

Abbildung3.10: Plasmidkarten des Donplasmides pHPKCA2b und desen Vorkonstruktion pHPKG02a;H1 = homolo-
ger Bereichin 5-Richtung zuolC, H2 = homologer Bereidh 3-Richtung zuolC;I-Scel = Schnittstelle der Meganuklease;
FRTSite = Erkennungssequenz der RdkombinasesacB= kodiert fir die Levansucrase; K&n Kanamycinresistenbla =
B-Laktamresistenz

3.1.1.3.3 Gezielte Einfihrung einer chromosomateiC-Deletion mittels Rekombination

E.coliC600 wurde mit dem Plasmid pACBSCEX(@am, exo, bét welches die Gene des Phagdfir die
Rekombination tragt sowie mit dem Donorplasmid pHPK@Ptransformiert und die Transformanten auf
AmpicillinChlorampheniceKanamycirAgarplatten (LEcy selektiert. Da die Expression der Levansucrase
im Vorversuch zu keiner ausreichenden 8gbm gefiihrt hatte (Kapel 3.1.1.3.), wurden drei Transfor-
manten hinsichtlich ihrer Saccharoseempfindlichkeit Giber dgtiBenung der Keimzahl als KBEimter-
sucht. Hierbei wiesen alle drei unter Saccharosezusatz im Vergleich zum Wachstum ohne Saedharo
um den Faktor 10verringerte Keimzahl auf. Die Rekombination wurde bei einem Transformanten durch
Arabinose induziert und 46 potentielle Rekombinante (F247) auf LB\garplatten unte Zusatz von Ka-
namycin [50 pg/njlund 5 % Saccharose gYBsekktiert. Uber Replikaplattierung erfolgte die weitere Se-
lektion, wobei der Ausgangsstaniicoli C600 als Kontrolle mitgefihrt wurde. Die Rekombinanten sowie
E.coli C600 wurden auf folgende Agarplatten Gbertragen: LB als Wachstumskontrodgut Beletion

der Rekombinanten mit einer Kanamycinresistenz und Unempfindlichkeit gegentiber Saccharose, Chlora-
mphenicotAgarplatten (LB zur Uberpriifung des Verlustes von Plasmid pACBSCE, Arpgaltplatten

(LB) zur Uberprufung des Verlustes von Plasmid gE02b und LBAgarplatten mit Novobicin-Kon-
zentrationen von 16 pg/miLBuie), 32 pg/mi(LBy32) und 64 pg/mi(LBwes) zur Selektion von Mutanten in
tolC die aufgrund eines Funktionsverlustes des Protéapitel3.1.1.1.1) eine hohere Empfindlichkeit auf-
weisen sollten. Mittels MHBestimmung war die Empfindlichkeit v@&hcoli C600 fiir Novobiocin mit 64
pg/ml ermittelt worden, sodass bei den niedrigeren Novobiekiomzentrationen flitolGnegativeRekom-

binanten kein Wachstum zu erwarten war. Nach erfalgteabinoseinduktion und Zerstérung der Plasmide
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pACBSCE und pHPK®©28 durch die Meganuklease, war fir djiesuchtentolG-Mutante nur ein Wachs-

tum auf LB und LBzu erwarten. Das Ergebnis der Replikaplattierung ist in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle3.2: Ergebnis der Replikaplattierung selektierter Rekombinanten nach Arabinoseinduktion

Rekombinante LB LEs LB LBy LByes LBuz2 LBuie

E.coliC600 +++ - - - ++ 4 ot
R2 +++ 4+ - - - (+) +
R3 +++ e+ - - - (+) +
R4 +++ + - - - - -
R5 +++ 4+t - - - (+) +
R6 +++ - +++ - - -
R7 +++ 4+ +++ - - (+) +
R8 +++ - - - (+) +
R9 +++ e+ - - - (+) +
R10 +++  +++ - +++ - (+) +
R11 +++ 4+ - +++ - (+) +
R12 +++ 4+ - +++ - (+) +
R13 +++  +++ - +++ - (+) +
R14 +++  +++ - - - (+) +
R15 +++ + - - - - -
R16 +++ + - - - - -
R17 +++ + - - - - -
R18 +++ + - - - - -
R19 +++ + - - - - -
R20 +++ + - - - - -
R21 +++ + - - - - -
R22 +++ - - - (+) +
R23 +++ + - - - - -
R24 +++  ++4+ +++ - - (+) +
R25 +H+ - - - (+) +
R26 +++ - = - - -
R27 +++ - - - (+) +
R28 +++ - - - (+) +
R29 +++ + - - - - -
R30 +++ +++ - +++ - (+) +
R31 +++ e+ - +++ - (+) +
R32 +++ - - - (+) +
R33 +++ - +++ - (+) +
R34 +++ +++ - - (+) +
R35 +++ - +++ - (+) +
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R36 +++ + - - - - -
R37 +++ +++ - - - (+) +
R38 +++ +++ - - - (+) +
R39 +++ 4+ ++ - - (+) +
R40 +++ 4+ - - - (+) +
R41 +++ 4+ - - - (+) +
R42 +++ 4+ - - - (+) +
R43 +++ +++ - +++ - (+) +
R44 +++ +++ - - - (+) +
R45 +++ 4+ - - - (+) +
R46 +++ - +++ - - -
R47 +++ + - - - - -

Legende: +++ starkes Wachstum, ++ mittleres Wachstum, + schwaches Wachstum, (+) sehr schwaches Wkeimstum,
Wachstum; LB = kBgarplatten, LB= AmpicillinAgarplatten[100 pg/m], LE = ChlorarphenicotAgarplatten[35 pg/ml,
LBs= Kanamycifgarplatten[50 pg/ml mit 5 % SaccharosezusatzydB NovobiocirAgarplatten[64 pg/ml, LBis2= No-
vobiocinAgarplatten[32 pg/ml, LBi16= NovobiocirAgarplatten[16 pg/m]

Von den untersuchten Rekonmainten entsprach nur die Rekombinante R26 dem erwarteten Wachs-
tumsprofil derntolG-Mutante. R26 zeigte ein starkes Wachstum auf LB urgsbBiie kein Wachstum auf

LB, LEund LRBiess. Die Kanamycinresistenz lag somit nicht mehr auf dem Plasmid sondern chromosomal
vor. Zur Uberpriifung der Selektion tiber Antibiotikaplatten wurde&tzlich ein Screening mittels PCR
durchgefihrt. Hierbei wurden die Rekombinante R26 EnebliC600 sowie solche Rekombinanten unter-
sucht, die sowohl beide Plasmide verloren hatten als auch eine erhéhte Empfindlichkeit gegenliber Novo-
biocin und ein deuithes Wachstum auf kEzeigten (R2, R3, R5, R8, R9, R14, R22, R24, R25, R27, R28, R32,
R37, R38, R40, R41, R42, R44, R45). Die PCR wurde mit den zwerFomeardolC_E.coli_fw_+1297

und pDK4Kanares_[K2] 5 +162_ pKD4 sowie dem Rewdrser tolC_E.cblrv_+1972 durchgefuhrt (PCR

1). Der ForwardPrimer tolC_E.coli fw_+1297 bindet in dem @@, sodass bei Anwesenheit vasiCmit

dem Reversérimer ein PGRrodukt von 697 bp amplifiziert wird. Bei vorhandener Deletiontet@bin-

det der ForwarePrime pDK4Kanares [K2] 5 +162_pKD4 in der inserierten Kanamycinresistenz und ein
grolReres Produkt von 1419 bp wird amplifiziert. Das gréRere Fragment wurde nur mit Ko€ilysater
Rekombinante R26 erhalten und bestétigte damit die Ergebnisse der Selekt@ndie Antibiotika (Abb.

3.11). Aufgrund einer Verunreinigung in der Niv€lche allerdings nur bei starker Uberbelichtung erkenn-

bar istund der ebenfalls bei R26 erhaltenen Bande fiir das kleinere Fragmente die PCR 1 fir R26 und

im Vergleich zlE.coli C600 nach Austausch der Reagenzien wiederholt (Abb. 3.12). Zuséatzlich wurde mit
den PrimerrtolC_E.coli_fw-576 und pKD4Kanres _[Kt] 3" +632_ pKD4 eine weitere PCR durchgefiihrt, die
aufgrund der Bindungsstelle des RevePsaners in dem Kanamycinresistgen nur flir R26 ein Produkt

von 1507bp ergeben sollte (PCR 2).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M = Marker

1—-9 = Rekombinanten

1500 bp — 10=R26
1000 bp — 11— 21 = Rekombinanten
NTC = Negativkontrolle
700 bp g——————--- g
e
- -
- -
-
-
1500 bp —
1000 bp —
700 bp T —

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 NTC

Abbildung3.11: Elektropherogramm von potentiellen Rekombinanten pinlG-Mutation (PCR 1)

M = Marker

1 =E.coli C600 (PCR 1)
2=R26 (PCR 1)
3=NTC(PCR 1)

4 = E.coli C600 (PCR 2)

2000 bp
1500 bp 5=R26 (PCR2)
1200 bp 6=NTC(PCR2)
1000 bp

700 bp

Abbildung3.12: Elektropherogramm von R26 uiitcoli C600 von der PCR 1 als Wiederholung und von PCR 2
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Um in einem weiteren Schritt das Kanarnmyesistenzgerus R26 zu entfernen, wurde der Stamm mit dem
Plasmid pCP20 (AMpCInk, flp) transfomiert und die Transformanten auf hBelektiert. Das Plasmid
pCP20 tragt neben den Resistenzgenen fir Ampicillin und Chloramphenicol das Gen firRk&drhBi-

nase {lp), ein Enzym, welches durch sequenzspezifische Rekombination tber dsegilihzen daknt-
fernen der Kanamycinresistenz vermitté@herepanov & Wackernagel, 1998nch erfolgter Induktion der
FLPRekombinase bei 42 °C wurdé® erhaltene Rekombinanten (R*) sowie die Rekombinante R26 als Aus-
gangsstamm zur Kontrolle mittels Replikaplattierung avAbBrplatten KanamyciprAgarplatten [50 pg/mil

(L) und auf LBUbertragen und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Das Ergebnis gék&#attierung zeigte,
dass alle 46 Rekombinanten die Fahigkeit zum Wachstum awihdB_R verloren hatten und somit das
Entfernen der Kanamycinresistenz sowie der Verlust von pCP20 erfolgreich waretiesemRekombi-
nanten wurden R*7, R*8 und R*satzlichmittels PCR auf den Verlust der Kanamycinresistenz tberpriift
(Abb. 3.13). Hierfur wurden die Prime#C_E.coli_fw-576 und tolC_E.coli_rv_+1972 verwendet, die 3"und
5" zu den homologen Bereichen im Chromosom binden. Beim Ausgangs&arohC6M bzw. bei R26
wurden Fragmente von 2455 bp (R26) und 2569hpdli C600) amplifiziert, die die Kanamycinresistenz
(R26) bzw. das GealC(E.coliC600) beinhalteten. Das bei den Rekombinanten R*7, R*8 und R*9 amplifi-
zierte PCHProdukt umfasste aufgruhder Deletion vortolC und dem erfolgreichen Entfernen der Ka-
namycinresisterizassetteeine Gro3e von etwa 1200 bp und entsprach somit den Erwartungen.

5AS wS12Y0AYylLydS wrpt 6dZNRS FTNNJ RFa 4SAGBONBU-! NDBDSAGSE

tante E.coliR7 bezeichnet.

M = Marker
1=R*7
2=R*8
3=R*9

4 = E.coli C600

5=R26
3000 bp

2500 bp

et
Nsamd
o=
pee=
et
e
==
Cesm——
—

i
i

1500 bp

1000 bp

M 1 2 3 4 5 NTC

Abbildung3.13: Uberpriifung dettolGnegativen Rekombinanten auf den Verlust der Kanamycinresistenz
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3.1.1.3.4 Genetische Uberpriifung d@tolCG-Mutante E.coliR7

Zur genetischen UberpriifgnvonE.coliR7 wurden die Ubergéange sowie der zwischen H1 und H2 liegende
Bereich sequenziert. Hierfir wurden die Prim¢olC_E.coli_fw-576, tolC_E.coli_rv_+1972 und
del_tolC_E.coli_rv_+66H2 verwendBie Sequenzierung ergab, dass keine Mutationen lddie Rekom-
bination in den untersuchten Bereichen erzeugt wurden. Der Bereich zwischen den homologen Sequenzen
umfasste eine Narbensequenz, welche aus einem aus pHRI2BIficht kodierenden Bereich sowie einer

der FRIErkennungssequenzen bestand. Mit Aalsme von 12 bp, die durch den homologen Bereich H2
erhalten blieben, wurdéolCvollstandig deletiert. Die Elektropherogramrder Originalsequenzefiir den

intergenetischen Bereich varudFund ygiBsind dem Anhang zu entnehmen (Kapitel 8.1).

Section 1
1 10 20 39
R7 Bereichum tolC (1) CTTCGCGACGGGCAACATCTTCCACACTTTCACCCTCTT
G600 Delta tolC-fw_-576_bS (1) ~—————————-—-——- AACATCTTCCACACTTTCACCCTCTT
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (1) ——————————m e
tolC_rv_+66H2_bS(c) (1) ————————— e
C600 DeltatolC-rv_+1972 (¢)_bS (1) ——————————m o
Consensus (1)
Section 2
(40) 40 50 60 78

R7 Bereich um tolC (40) CAATCATCCCGGCAACCATCTCCAGTAGCCAAGGGGTTT

C600 Delta tolCG-fw_-576_bS (27) CAATCATCCCGGCAACCATCTCCAGTAGCCAAGGGGTTT

tolC_wv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (1) ~—=—=————mmmmmr e c e c e e e e — -

tolC_rv_+66H2 bS(c) (1) ~—-—=————mrrcm e cc e c e e e -

C600 Delfa tolC-v_+1972 (c) bS (1) ~———=————rerrcr e cccc e c e e e e e -
Consensus  (40)

Section 3

(79) 79 90 100 117

R7 Bereich um tolC (79) CGCTGGTGTCGTACGCGGCAATCCGAATCTGCTCAATCA

C600 Delta tolC-fw_-576_bS (66) CGCTGGTGTNNTACGCGGCAATCCGAATCTGCTCRAATCR

tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (1) === === === == mmm e

tolC_rv_+66H2_bS(C) (1) === ===—= === m e

C600 Delta tolC-rv_+1972 (¢)_bS (1) === == === === == —mmm e
Consensus  (79)

Section 4
(118) 118 130 140 156
R7 Bereich um tolC (118) GCACAACTTCATCACGCACTGGGTCAAAGGGTAGCAAGA
C600 Delta tolC-fw_-576_bS (105) GCACAARCTTCATCACGCACTGGGTCARAGGGTAGCAAGA
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (1) === === === e
tolC rv_+66H2 bS(c) (1) ——-=--==—==————— e ———————
C600 DeltatolCrv_+1972(c) bS (1) ———=======——— e ———————

Consensus (118)

Abbildung3.14a: Alignment der Sequenzanalyse ftucoliR7 im Bereich um di®IGDeletion(Abschnitt 1 bis 4)
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Section 5
(157) 157 170 180 195
R7 Bereich um tolC (157) CTGCGGCGTGACCGCGCTCAARRATTTCCCGC
G600 Delta tolC-fw_-576_bS (144) CTGCGGCGTGACCGCGCTCAAARATTTCCCGC
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (1) ———=——=—=—=———— - mmmmm e~
ROIC. IV _¥EEH2 BSHE) (1) = m s e e R s S S S e S e e
C600:DeltatolCIV. +1972(€). BS (1) ———======————— e s am e mm i name e —as

Consensus (157) CGCACCT
Section 6
(196) 196 210 220 234

R7 Bereich um tolC (196)
G600 Delta tolC-fw_-576_bS (183)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c)  (8)

tolC_rv_+66H2_bS (c) (1) ———————=————mm—mmmmmmmmmm—m e
€600 DeltatolC-rv_+1972 (€)_bS (1) === —=—=—=—=== == === —m—mm—m—m—m
Consensus (196) CATGACTCATTTGCCCGTTGAATAGACGATGACGARATC

Section 7
(235) 235 40 50 60 273

R7 Bereich um tolC (235) C
(6500 Delta tolC-fw_-576_bS (222)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (47)

tolC_rv_+66H2_bS (c) (1)
€600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS (1)
Consensus (235) TATAAAGAT TAATGAAAAAAAGCCGCGATAAAGTGTTT

Section 8
(274) 274 280 290 300 312

R7 Bereich um tolC (274)
G500 Delta tolCG-fw_-576_bS (261)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (86)

tolC_rv_+66H2_bS () (1) ———=—=——=—=——=—=—==—=—=———————————————————————
C600 Delta tolC-rv_+1972 (C)_bS (1) ===========——===————————
Consensus (274) CTCGTGCAATAATTTCTACATCGTTTTTGCCAAATGTAR

Section 9
(313) 313 320 330 340 351

R7 Bereich um tolC (313)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (125)
tolC_rv_+66H2_bS(c) (1) ——=—=——=———=———————m e~
C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS (1) ————=—=——————————————— e
Consensus (313) CGGGCAGGTTGTCTGGCTTAAGCATTGTTAATGTCCTGG
Section 10

370 380 390

R7 Bereich um tolC
(600 Delta tolC-fw_-576_bS
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c)
tolC_rv_+66H2_bS (c)
C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS
Consensus (352) CACTAATAGTGAATTAAATGTGAATTTCAGCGACGTTTG

Section 11
391 400 410 429

(391)

R7 Bereich um tolC (391)

0500 Delta tolC-fw_-576_bS (378)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (203)
tolC rv_+66H2 bS(c) (1) ——=—====—=———emmec e

C600 Delta tolC-rv_+1972 (€)_bS (1) ——=—=—=——=—=——————mmmm e e m e
Consensus (391) ACTGCCGTTTGAGCAGTCATGTGTTAAATTGAGGCACAT

Abbildung3.14h: Alignment der Sequenzanalyse fticoliR7 im Bereich um di®lCGDeletion(Abschnitt 5 bis 11)
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Section 12
(430) 430 440 450 468
R7 Bereich um tolC (430)
G500 Delta tolC-fw_-576_bS (417)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (242)
tolC_rv_+66H2_bS (c) (1)
C600 Delta tolC-rv_+1972 (¢)_bS (1)
Consensus (430) TAACGCCCTATGGCACGTAACGCCAACCTTTTGCGGTAG
Section 13
(469) 469 480 490 507
R7 Bereich um tolC (469) -;
C600 Delta tolC-fw_-576_bS (456)
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (281) G
tolC_rv_+66H2_bS () (1) ======= == == e e
C600 DeltatolC-rv_+1972(c).bS (1) =——=—rr=r——mmmr o e —o e e e
Consensus (469) CGGCTTCTGCTA AATCCGCAATAATTTTACAGTTTGAT
Section 14
(508) 508 520 530 546
R7 Bereich um tolC (508) mTACT GCTTCACCACAAGGAATGCGGATCCC
06500 Delta tolC-fw_-576_bS (495) EEENCPA - - - ——————— == === == ——————————
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (320) TACTGCTTCACCACAAGGAATGCGGATCCC
tolC_rv_+66H2_bS(C) (1) ——=—=—==—====——m e

C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS (1) == === === === mm oo m oo e
Consensus (508) CGC CTA
Section 15
(547) 547 560 570 585
R7 Bereich um tolC (547) GGGTACCTAGGACCGGTCAATTGGCTGGAGCTGCTTCGA
600 Delta tolCG-fw_-576_bS (502) ——————=——=——=—————————— e — ——
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (359) GGGTACCTAGGACCGGTCAATTGGCTGGAGCTGCTTCGA
tolC_rv_+66H2_bS(c) (1) === == === m e
C600 DeltatolCtv_ +1972 (€):BS (1) —=——————m e s s s S e s e S s s e s
Consensus (547)
Section 16
(586) 586 600 610 624

R7 Bereich um tolC

G600 Delta tolC-fw_-576_bS
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c)
tolC_rv_+66H2_bS (c)

(586) AGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAG
(502)

e

C600 DeltatolC-rv_+1972 (c) bs (1) ~-———-——-----""—--""-"""""""""""-"-"-"-"-"--""-———
Consensus (586) TTCCTATACTTTCTAGAGA TAGGAACT GGRATAG
Section 17
(625) 625 630 640 650 663
R7 Bereich um tolC (625) GAACTAAGGAGGATATTCA - TATCTCCAGTTCCETAACT
C600 Delta tolC-fw_-576_bS (502) ——————————————————— = == —— e ——
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (437) _g-:
tolC_rv_+66H2_bS (c) (37)
C600 Delta tolC-rv_+1972 (€)_bS (1) === =——— === ———mmm e
Consensus (625) GAACTAAGGAG ATATTC TATCTCGAGTTCCGTAACT
Section 18
(664) 664 670 680 690 702
R7 Bereich um tolC (663) GATGACGACGACGEEGCTTCGECCECETCTGAACGTAAG
C600 Delta tolC-fw_-576_bS (502) ——————————————————— e
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (476) GATGACGACGACCEGEECTTCEEEECEETE-—---——-——
tolC_rv_+66H2_bS (c) (75) GATGACGACGACGGEGCTITCGE————————————————~—
C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS  (4) TGAACGTAAG

Consensus

(664) GATGACGACGACGGGGCTTCGGCCCCGTC

Abbildung3.14c:Alignment der Sequenzanalyse fticoliR7 im Bereich um dielGDeletion(Abschnitt 12 bis 18)
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Section 19
(703) 703 710 720 730 741
R7 Bereich um tolC (702) GCAACGTAAAGATACGGGTTATCTGCCGCATTCTTCCCC
06500 Delta tolCG-fw_-576_bS (502) - ——————==——=——=——————————m e ———
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (505) ————————————————— = e~
tolC_rv_+66H2_bS (C) (97) == === === === m e e e

C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS
Consensus

(43) GCAACGTAAAGATACGGGTTATCTGCCGCATTCTTCCCC

R7 Bereich um tolC

G500 Delta tolC-fw_-576_bS
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c)
tolC_rv_+66H2_bS (c)

C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS

(703) .
Section 20
(742) 742 750 760 / 780
(741) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA
(502)

(82) CTTCTCGCTTCAATTTCGACCAGCCATCCTCTATTCTGA

Consensus (742)
Section 21
(781) 781 790 800 819
R7 Bereich um tolC (780) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAAAATGAAAC
0600 Delta tolCG-fw_-576_bS (502) === =—=—————————— e e e ——
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (505) === —=—= === === == mmm e m e
tolC_rv_+66H2_bS(c) (97) ——————— === mmm e

€600 Delta tolC-rv_+1972 (¢)_bS

(121) TGGGTATTTACCACTGGTCCCGGAAGACAAAAATGARAC

Consensus (781)
Section 22
(820) 820 830 840 858
R7 Bereich um tolC (819) GGACARAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCARARACT
0500 Delta tolC-fw_-576_bS (502) == === ==== == == === e e e e e e
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2(c) (505) === =—=========mm s e e
tolCirv_+66H2 bS(c) (97) —————————— e e e e e ———

€600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS

(160) GGACARAATCCATACGCCACGCATCGTTCCGCARARACT

Consensus (820)
Section 23
(859) 859 870 880 897
R7 Bereich um tolC (858) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG
G500 DeltatolGiw. -576:.BS: (502) —==——=r - o s e e e e e e e e s o
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 (c) (505) ———————————————— === mmmm e~
tolC_rv_+66H2_bS (c) (97) ————— === === == mmmmm e m e m e~

C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS

(199) GGAGCGCACGCCATCTGACACCAGTCGCTCTCGCGGTTG

Consensus (859)
Section 24
(898) 898 910 920 936
R7 Bereich um tolC (897) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGARAAGAGTGATG
C600 Delta tolC-fw_-576_bS (502) == === === === === === m e e e
olCiiv. +66H2101:08:13 :bS2(c) (505) =——=—ro=srrrm T n e e e e e e
tolC_rv_+66H2_bS (c) (97) -- - ————---"-""—""""""—"""—""——— - ——————

€600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS

(238) CCACTGTTTTTATGCTGGCTGGCTGTGAARAGAGTGATG

Consensus (898)
Section 25
(937) 937 950 960 975
R7 Bereich um tolC (936) A2ZACAGTGTCTCTCTATCAAAATGCTGACGACTGTTCAG
0600 Delta tolC-fw_-576_bS (502) ———————————————————————————
tolC_rv_+66H2_01.08.13_bS2 () (505) ————— === === === —mm e mm e
tolC_rv_+66H2_bS (c) (97) == === =—==— == —mmmmmm e mm e

C600 Delta tolC-rv_+1972 (c)_bS
Consensus

(277) AAACAGTGTCTCTCTATCAARATGCTGACGACTGTTCAG
(937)

Abbildung3.14d: Alignment der Sequenzanalyse ftucoliR7 im Begich um digtolCGDeletion(Abschnitt 19 bis 25)
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Abbildung3.14e:Alignment der Sequenzanalyse ftucoliR7 im Bereich um di®IGDeletion(Abschnitt 26 bis 30)

Abbildung3.15: Sequenzierter Bereich urolCin E.coliR7
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