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Einletung

1 Einleitung

1.1 DNA-Topologie in der Zelle

In alen Iebenden Organismen spielt die raumliche Organisation der DNA (Topologie) eine
esentielle Rolle in zdluldaren Prozeseen wie Zelltellung, Rekombination und Transkription.
Freie DNA liegt as reditsgewundene Doppelhelix vor, wobe sich 10,4 bp auf eine helikale
Windung vertellen. In dieser B-Konfiguration besitzt das Chromosom von Escherichia coli eine
Lénge von 1,4 mm bel einer Zellgrole von nur 1 um Durchmesser und 2 um Lange (49). Damit
die DNA dennoch in der Zelle Platz findet, ist eine dwa 1000ade Kondensation der DNA
notwendig. Fur diese Komprimierung sind einerseits Wedselwirkungen mit zweiwertigen
Kationen und Proteinen, andererseits eine spezelle Topologie der beiden komplementéren

DNA-Molekiile, die negative Uberspiralisierung, verantwortlich.

Ein kovalent geschlossenes DNA-Molekll, wie es das Bakterienchromosom darstellt, besitzt
aufgrund der rechtsgangigen (positiven) Doppelhelix eine feste Anzahl an Verknipfungen der
beiden komplementéren, ringformig geschlossenen und umeinander gewundenen DNA-Strange.
Fur isolierte DNA in der B-Konfiguration entspricht die Anzahl dieser Verkntpfungen (linking
number, LK) der Anzahl der helikalen Windungen (twisting number, Tw); die DNA befindet
sich im energiegdmsten, sogenannten relaxierten Zustand. Verringert sich, z. B. infolge ener
Temperaturerhohung, die Verdrillung, d. h. der DNA-Twist, so vertellen sich mehr as 10,4 bp
auf eine helikale Windung. Der dadurch entstehenden Torsionsgpannung wirkt der DNA-Ring
durch eine Krimmung (writhe) der Helixadhse aus der Ebene heraus entgegen. Dies fuhrt zur
Aushildung sogenannter negativer Uberspiralen (Superhelices) mit einer bestimmten Anzahl an
Windungen der Superhelix (writhing number, Wr; Abb. 1-1). Erhoht sich hingegen der DNA-
Twist, bildet sich entspredhend eine positive Uberspiralisierung aus.

relaxierte DNA (+) Uberspiraisierte  (-) Uberspiralisierte
DNA DNA

3§ &

Abbildung 1-1: Uberspiralisierung eines DNA-Molekills, relaxierte zirkulare DNA (Wr = 0),
(+) Uberspiralisierte (Wr = +2) und (=) Uberspiralisierte DNA (Wr = -2)
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Die Topologie der DNA wird demnacdh durch die Anzahl an Superhelices (writhing number,
Wr) und Verdrillungen (twisting number, Tw) bestimmt, die sich zusammen durch die
Verknupfungszahl (linking number, LK) gemal3 Lk = Tw + Wr (350) beschreiben lassen.

Obgleich sowohl eine negative ds auch eine positive Uberspiralisierung zu einer Kondensation
der DNA flhrt, weisen ale bidang untersuchten, mesophilen Organismen ene negativ
Uberspiraisierte DNA auf (53, 116 356). Neben der rdumlichen Komprimierung der DNA hat
die negative Uberspirdiserung eine weitere biologische Funktion als Form der
Energiebereitstellung fir ale Vorgange der temporéren Strangtrennung, wie Replikation,
Rekombination und Transkription.

Die Aufrediterhaltung eines globalen regativen Uberspiraisierungsgrads innerhalb enger
Grenzen ist fur Zellen sogar essentiell und daher mehrfadh reguliert (79, 341). So ist fur die
Rekombination (233, die Initiation der Replikation (108 217) und fir die Initiation der
Transkription einer Vielzahl von Genen (9, 61, 273 en bestimmter globaler negativer
Uberspiralisierungsgrad erforderlich. Dieser gewdhrleistet zudem in Verbindung mit DNA-
Bindeproteinen eine so hohe Kondensation der DNA, dass bei einer Zelltellung das bakterielle
Chromosom nicht durch die Septumbildung gull otiniert wird (152, 246, 289). Alle Prozesse der
DNA-Strangtrennung fuhren aufgrund der helikalen Struktur der DNA unter Beibehaltung der
Verknipfungszehl kompensatorisch zu lokalen Veranderungen von DNA-Twist und DNA-
Uberspiraisierung. So verursadit die durch Helicase katalysierte Trennung oder beiden
komplementdren DNA-Strange vor dem Replikationskomplex einen erhdhten Twist in der noch
nicht getrennten DNA. Hierdurch akkumulieren zundcdhst positive Superhelices, die entfernt
werden missen, um ein weiteres Fortschreiten des Replikationskomplexes zu ermdglichen (82,
343). Bei der Transkription fuhrt die Aktivitdt der RNA-Polymerase éienfalls zu einer lokalen
Entwindung der beiden DNA-Strange, wodurch sich unterschiedlich superspiralisierte Domanen
ausbilden: Vor der RNA-Polymerase atstehen positive Uberspirdlen [(+) Superhelices],
dahinter negative [(-) Superhelices] (109, 208). Diese lokaen Superhelices missen ebenfalls
ausgeglichen werden, um ein Fortschreiten des RNA-Polymerase-Komplexes zu gewahrleisten.
Andererseits bedtzen solche durch Transkription induzierte, negative Superhelices
maoglicherweise eine physiologische Funktion, indem sie benachbarte Promotoren aktivieren
konnen (95). Zudem bedanfluseen physkalische und chemische Umweteinflisse, wie
Veradnderungen der Temperatur oder des osmotischen Drucks, den Twist und damit den
Uberspiralisierungsgrad der DNA und erfordern eine entsprechende Kompensation. Die
Entfernung von Superhelices zur Aufredhterhaltung eines bestimmten negativen DNA-
Uberspiraisierungsgrads kann gemé@ Lk=Tw+Wr nur durch ene Verdnderung der
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Verknipfungszehl der DNA erfolgen. Hierzu sind DNA-Strangbrtiche eforderlich, die durch

Topoisomerasen katalysiert werden.

1.2 Struktur und Funktion von Topoisomerasen

Topoisomerasen sind fur ale Zellen essentiell (179, 190, 293, da nur sie in der Lage sind, die
dynamischen Veranderungen der DNA-Topologie durch Anderung der Verknuipfungszehl
auszugleichen. Topoisomerasen werden in zwel Familien unterteilt, abhangig davon, ob sie ane
Strangpassage durch einen vorubergehenden Bruch in einem Strang (Typ |) oder eine Passage
eines Doppelstrangs desslben oder eines anderen DNA-Molekils durch einen voriibergehenden
Doppelstrangbruch (Typ Il) in der DNA katalysieren. Der Reetionszyklus der Topoisomerasen
beinhaltet die Bildung kovalenter Intermediate, in denen entweder das 5'- Ende (Typ 1A, Typ II)
oder das 3-Ende (Typ IB) des geschnittenen DNA-Strangs durch eine Phosphotyrosin-Bindung
mit dem Enzym verknlpft ist (52). Typ |-Topoisomerasen bkenttigen mit Ausnahme von
reverser Gyrase (67) keine externe Energiequelle fur ihre Aktivitdt. Typ Il Topoisomerasen
benttigen hingegen die Hydrolyse von ATP fur Konformationsanderungen im Protein und fir
die Strangpassage, nicht jedoch fur die DNA-Spaltungsreaktion (16, 205). E. coli besitzt jeweils
zwei verschiedene Typ IA (Topoisomerase | und IIl) und Typ A Enzyme (Topoisomerase |l
oder Gyrase und Topoisomerase 1V), die in der Zele unterschiedliche, tellweise aich
Uberlappende Aufgaben tibernehmen. Drei dieser vier Topoisomerasen sind hauptsadlich an der
Regulation des Uberspiraisierungsgrads und der DNA-Topologie beteiligt ([365, Abb. 1-2):

Topoisomerase | (Topol), Gyrase und Topoisomerase IV (Topo V).

Topo | ist ein Monomer, das durch topA codiert wird und bevorzugt an einzdstrangige DNA

A Supercoils Abbildung 1-2: Topologische Formen der
DNA, modfiziert nach Deibler et al. 2001 (74).

Topo 1 Eine énzelne Linie reprasentiert die DNA-
va TUPU_JV Doppelhelix. Die topologischen Formen der

DNA koénren rur durch DNA-Strangbriiche

verandert werden. (A) In E. coli fihrt Gyrase
negative Superhdices (supercails) in de DNA
en, wahrend Topol und TopolV negative

G‘}rase d Gyrase

B Catenane Superhdices rdaxieren (229, 365. Topol
_____________ relaxiert DNA partiel und Topo IV anndhernd

\" ™ Topo IV A vollstandg (365). (B) DNA-Catenane sind zwei
e +i i (oder mehr) miteinander verbundene DNA-

e o i Ringe. Topo IV trennt Catenane, die durch de

Replikation odr Rekombination in vivo
entstehen (1, 364, 366). (C) Ein Knden ist die

C Knoten Vewicklung enes enzednen DNA-Molekiils.
@ Tope LV O Topo IV entknotet DNA in vivo (74).
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bindet (343. Ihre Hauptfunktion besteht in der Relaxierung von lokalen negativen Superhelices,
die wahrend der Transkription entstehen (220). Auf diese Weise verhindert Topo | die Bildung
von ,,R-Loops’, d. h. von RNA-DNA Hybriden mit einem ungepaaten nichtcodierenden Strang
(219. Gyrase igt ds einziges bekanntes Enzym in der Lage negative Superhelices in die DNA
einzufiigen (114 und ist daher zur Erhaltung eines negativen Uberspiralisierungsgrads
esentiell. Unter den Topoisomerasen in E. coli komnt die umfangreichste Funktion jedoch
Topo IV zu. Topo IV und Gyrase bestehen als Heterotetramere aus je avei A- und B-
Untereinheiten. Die A-Untereinheiten (GyrA in Gyrase bzw. ParC in Topo |V) beinhalten das
aktive Zentrum, das den temporéren Strangbruch und de Religation katalysiert, wahrend de B-
Untereinheiten (GyrB bzw. ParE) durch Hydrolyse von ATP die fir die Strangpassage und
Religation notwendigen Konformationséanderungen katalysieren. Topo IV relaxiert positive
Superhelices etwa 20mal schreller als negative und unterstiitzt Gyrase bei der Entfernung
positiver Superhelices, die z B. vor einer voranschreitenden Replikationsgabel entstehen (46,
71). TopolV relaxiert zudem postive ,Precdenane® (Vorstufen wvon verknipften
Chromosomen), die hinter der Replikationsgabel entstehen (267) und katalysiert am Ende der
Zellteilung de Trennung (Decdenierung) von Tochterchromosomen, die auinddst wie Glieder
einer Kette (lat. ,caena’) verknupft (cateniert) sind (272, 365. Obgleich Topo IV bevorzugt
positive Superhelices relaxiert, unterstitzt sie Topol bei der Relaxierung negativer
Superhelices. Sie relaxiert diese avar nur mit 6fach geringerer Rate ds Topo |, vermag daflr
aber die DNA naheau vollstandig zu relaxieren (Abb. 1-2, [365). Topoisomerase 11l (Topo II1)
it wie Topo | ein Monomer, gehort ebenfals zur Typ IA-Unterfamilie (78) und katalysiert
maoglicherweise die Entknotung einzdstrangiger DNA, die wadhrend der Replikation oder der
RecA-vermittelten DNA-Rekombination entsteht (369 Zellen, denen Topo Il fehlt, sind zwar
lebensféhig, zachrnen sich aber durch eine ehohte Rate spontaner Deletionen wvon
chromosomaler DNA aus (298 342 344).

1.3 Regulation der Topoisomerase-Aktivitaten in E. coli

Die dynamischen Veranderungen des globalen und lokalen Uberspiralisierungsgrads in der Zelle
erfordern eine aufeinander abgestimmte Aktivitét der verschiedenen Topoisomerasen, um einen
gleichméRigen Uberspiralisierungsgrad aufredit zu erhalten. Die Aktivitaten von Topo |, Gyrase
und Topo IV werden herzu hauptsddilich auf zwel Ebenen reguliert: Enzymaktivitdt und
Enzymexpresson. Die Aktivitdt der einzdnen Enzyme ist vom Uberspiralisierungsgrad der
DNA abhingig (sehe Abb. 1-2A). So ist die Prozessvitdt von Topol auf negativ
Uberspiralisierte DNA beschrankt und nimmt mit steigendem Uberspiraisierungsgrad zu (220,
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312). Als molekulare Ursache werden dabei Unterschiede in der Affinitdt des Enzyms zum
jeweiligen Topoisomer vermutet (317). Gyrase und Topo IV zegen ihre hochste katalytische
Aktivitdt hingegen an positiv Uberspiraliserter DNA, wéahrend sie nur geringe oder keine
Aktivitdt an negativ Uberspiraisierter DNA besitzen (264, 316). Diese reaproke Regulation der
Enzymaktivitdten von Gyrase und Topo IV einerseits und Topo | andererseits findet sich auch
auf Ebene der Transkription. Eine Relaxierung der DNA verursadit eine ehthte Transkription
der Gyrasegene gyrA und gyrB (229, wahrend eine ainehmende negative Uberspiralisierung zu
einer erhbhten Transkription des fir Topo | codierenden topA-Gens fuhrt (327). Die Regulation
des negativen Uberspiraisierungsgrads durch diese Veranderungen in Enzymaktivitdt und
Transkription wurde von Menzd und Gellert als homoostatische Kontrolle bezachret (229).
Diese homoostatische Kontrolle gewdhrleistet eine rasche Regulation kew. Anpasauing des
DNA-Uberspiraiisierungsgrads an veranderte Umweltbedingungen und halt diesen innerhalb
enger Grenzen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass diese homoostatische Kontrolle a1 etwa
72 % auf Ebene der Enzymaktivitét und zu 28% auf Ebene der Genexpresson stattfindet (312).
Die Uberspiraliserende Aktivitdt von Gyrase, die unter ATP-Hydrolyse alauft, wird nicht nur
durch den Uberspiralisierungsgrad der DNA, sondern auch durch das ATP/ADP Verhdtnis in
der Zelle beanflusd. Ein verringertes ATP/ADP Verhditnis, z. B. unter Nahrstoffmangel, fuhrt
zu einer geringeren Aktivitat von Gyrase und daher zu einer globalen Relaxierung der DNA. Ein
erhdhtes ATP/ADP Verhdtnis z. B. nach einem Salz- oder Hitzeschock verursadit eine stérkere
Uberspiralisierung (50, 159).

Die Regulation von Topo IV auf der Ebene der Genexpresson ist bidang in E. coli nicht
untersucht. Die Funktion dieses Enzyms fur die Relaxierung positiver aber auch negativer
Superhelices swie fur die Zeltelung (s.0.) lass es moglich erscheinen, dass der
Uberspiralisierungsgrad oder die Phase des Zellzyklus die transkriptionale Regulation
beanflusg.

In dem Bakterium Caulobacter crescentus konnte ane vom Zellzyklus abhéngige Transkription
der Topo IV-Gene gezagt werden (347). Neueste Untersuchungen der Arbeitsgruppe von
Kenneth Marians zur Interaktion von Topo 1V mit der Replikationsmaschinerie in E. coli zeigen,
dass die solitére Untereinheit ParC Uber die meste Zeit des Zelzyklus an die
Repli kationsmaschinerie gebunden ist, wahrend ParE in DNA-freien Regionen des Zytoplasmas
anzutreffen ist. Die Aktivitdt von Topo IV manifestiert sich daher erst, nachdem die beiden
Untereinheiten ParC und ParE fusioniert haben, adso zu einem Zetpunkt, an dem die
Replikation fast abgeschlosen ist (93). Es wurde ferner eine physische Interaktion zwischen

Topo IV und der C-termindlen Doméne von FtsK (filamenting temperature sensitive)
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nadhgewiesen (93), einem Protein, das an der Septenbildung betelligt ist (346). Eine
entspredhende Lokalisierung von ParC und Topo 1V an den Septen kew. Zellpolen und von ParE
im gesamten Zytoplasma wurde auch in Bacillus subtilis nacdhgewiesen (161). Die kirzlich
festgestellte Interaktion von Topo IV mit SegA (176) bestétigt die Bindung von Topo IV an die
Replikationsmaschinerie. SegA bindet an die neu replizierte, hemimethylierte oriC-Sequenz und
verhindert eine eneute Initiation der Replikation wahrend des ersten Drittels des Zellzyklus (36,
306). Da die hemimethylierten Tochterstrénge durch SegA gebunden werden (40) und Topo IV
in Zellen, denen SegA fehlt, moglicherweise vor der Replikationsgabel lokalisiert ist (182),
postulierten Kang und Mitarbeiter, dass SegA zur Lokalisierung von Topo IV hinter der
Replikationsgabel beitragt und somit die Relaxierung von ,Precdenanen® und de

Decdenierung der Tochterchromosmen stimuliert (176).

Gyrase und Topo | unterliegen einer weiteren Regulation auf Transkriptionsebene, die in
Abhangigkeit von Temperaturveranderungen eine e@hodhte Transkription ermdglicht. Wahrend
die Transkription von gyrA und gyrB durch bestimmte Kéteschock-Proteine dwa 2 h nach
einem raschen Temperaturabfall stimuliert wird (173 besitzt topA einen o®2-Promotor, der
durch einen Hitzeschock aktiviert wird (198 274). Diese Regulation erméglicht die Relaxierung
von Ubermdldig negativ Uberspiraliserter DNA nadh einem Hitzeschock bzw. die Kompensation
der DNA-Relaxierung nadch einem Kalteschock (siehe 1.1). Die Transkription von gyrA wird
zusdtzlich durch das cAMP Rezetorprotein (CRP), einem globalen Transkriptionsfaktor,

positiv stimuliert, wenn lohe ;AAMP-Konzentrationen (z. B. bel Glucosemangel) vorhanden sind
(118.

Mutationen in den Topoisomerasegenen, die au einer Beantradhtigung oder gar zum Verlust der
Enzymaktivitdt fuhren, sind meist mit einem veranderten Uberspiralisierungsgrad,
verlangsamtem Wadstum oder enem Verlust der Zellteilungsféhigkeit (Par-Phanotyp)
verbunden (15). FUr Topo IV wurde gezegt, dass zudem eine ungestorte Interaktion der beiden
A- und B-Untereinheiten esentiell fir die Enzymfunktion ist. So konnte fur die Mutationen
parECH® parE>'?** und parE'*** eine Bedntradhtigung der Religation mit der Folge ener
Uberhdhten Rate von DNA-Strangbriichen nadhgewiesen werden, wdhrend die Mutationen
par EF¥ | parE®*®P und parE®**?® die Aushildung des kovalenten Intermediats zwischen
Enzym und DNA verhinderten (235 249. Beide Mutationstypen verursachten einen Par-
Phénotyp. Aufgrund der partiell Uberlappenden und entgegengesetzten zdluldren Funktionen
der Topoisomerasen konrnen Aktivitétsverluste aner Topoisomerase telweise durch
Veradnderungen der Aktivitét einer anderen Topoisomerase kompensiert werden. Wird topA in

einem E. coli-Stamm deletiert, so verliert dieser die relaxierende Aktivitét von Topo | und ist
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nur lebensfahig, wenn die Aktivitat des Gegenspielers Gyrase durch Mutationen, z. B. in gyrB,
eingeschrankt wird (134), oder eine Gendugikation von parC und parE zu ener htheren
Aktivitdt von Topo IV fuhrt (178 276). Eine verstarkte Expresson von Topo Il kann ebenfalls

einen Funktionsverlust von Topo | kompensieren (43).

1.4 Naturliche Inhibitoren von Topoisomerasen

Aufgrund ihrer essentiellen Funktion in der bakteriellen Zelle snd Topoisomerasen gedgnete
Zielstrukturen fur die attibakterielle Therapie, und sowohl die Natur as auch die
pharmazautische Industrie haben sich dies zunutze gemadit. Inhibitoren konnen die Funktion
der Topoisomerasen derart einschréanken, dassdies zu Wadstumsdefiziten oder gar einer letalen
Zellschadigung fuhrt. Entsprechend ihrem Wirkungsmedanismus werden zwel Arten von
Topoisomerase-Inhibitoren unterschieden: katalytische Inhibitoren und irreversible Inhibitoren,
die auch as ,topoisomerase poisons’ bezechnet werden (107), da se en Intermediat im
Re&ktionszyklus dauerhaft stabiliseren und dadurch eine langanhaltende Fixierung der

Topoisomerasen an die DNA verursachen (siehe 1.6).

Inhibitoren der bakteriellen Topo I- und Topo IlI- Enzyme sind weitgehend unbekannt. Erst
kirzlich wurden in einem umfangreichen Screening wenige Substanzen entdedkt, die durch
Hemmung von Topo | eine bakterizide Wirkung vermitteln (97). Demgegeniber sind zahireiche
natUrliche und synthetische Verbindungen bekannt, die Gyrase und teilweise aich Topo IV
hemmen und dadurch eine aitibakterielle Aktivitat austiben. Natirlicherweise werden solche
Inhibitoren wvon einigen Pilz- und Bakterienarten, wahrscheinlich as Schutz vor
Nahrungskonkurrenten, und von den meisten Pflanzenarten, mdglicherweise ds Schutz vor
Infektionen, produziert. Die von Streptomyces sp. produzierten Aminocumarine (Novobiocin,
Clorobiocin und Coumermycin A;) und Cyclothiaidine sind katalytische Inhibitoren. Sie binden
unterschiedlich an die B-Untereinheiten von Gyrase und im Fale der Cumarine aich wvon
Topo IV und verhindern jeweils die Bindung von ATP (240, 241, 258 263, das fur die
superspiraliserende Aktivitdt von Gyrase bzw. decdenierende Aktivitdt von Topo IV
erforderlich ist. In E. coli hemmen Cumarine primédr Gyrase, was zu einer Relaxierung der DNA
und einem Verlust der Fahigkeit zur Koloniebildung fuhrt (261, 287). Zu den as , topoisomerase
poisons’ (s. 0.) bezechneten Inhibitoren von Gyrase z&lt das von verschiedenen Pilzarten wie
Fusidium viridae oder Oidiodendron- und Kitasatosporia-Arten produzierte Terpenoid-
Antibiotikum Clerocidin (226) sowie das von Nocardia sp. produzierte Glycocinnamoyl-
spermidin Cinodin (260). Einige der in vielen Pflanzenarten enthaltenen Flavone, wie z B.

Rutin (Abb. 1-3), wirken ebenfalls als ,topoisomerase poisons* von Gyrase und Topo IV (26,
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148 und konnten somit als Schutz vor Infektionen dienen. Dartiber hinaus werden von E. coli
und anderen Bakterienarten zahlreiche plasmid- oder chromosomal-codierte Polypeptide
synthetisiert, die ds, topoisomerase poisons‘ wirken. So produzieren einige E. coli-Stdmme, die
das Plasmid pMccB17 oder ein Derivat davon besitzen, den Inhibitor Microcin B17 (43
Aminosduren), der ausgeschleust wird und duch Aufnahme von anderen Stdmmen dort die
Gyrase irreversibel hemmt (140, 335). Das vom F-Plasmid codierte CcdB (control of cell deah)
(27, 28, 168 und mdglicherweise das von RK2- und RP4-Plasmiden codierte ParE-Toxin (172
snd jewells Teill eines plasmidcodierten Toxin-Antitoxin-Systems, das der Stabilisierung der
Plasmide in der Zelle dient. Die meist instabileren Antitoxine (z. B. CcdA bzw. ParD) missen in
ausreichender Menge exprimiert werden, um die stabileren Toxine (CcdB bzw. ParE) durch
Komplexbildung abzufangen. Unterbleibt bei der Zelltelung de Weitergabe des Plasmids an
die Tochterzdle, so fehlt eine ausreichende Menge Antitoxin, und das vorhandene Toxin fuhrt
durch Hemmung von Gyrase aim Zelltod oder zur Hemmung der Zelltellungsfahigkeit (168
177).

Weitere Inhibitoren der zdleigenen Gyrase werden wvon Bakterien produziert, um diese
maoglicherweise vor zytotoxischen Inhibitoren zu schitzen oder die Enzymaktivitdt zusétzlich zu
regulieren. Einen solchen Inhbitor stellt womdglich Murl dar. Murl ist eine Glutamat-
Racemase, die nur wahrend der Peptidoglykan-Synthese &tiv ist. Als Aktivator fungiert UDP-
MurNAc-L-Ala (80). Eine Gyraschemmung durch Murl konrte in vitro gezegt werden (12). Es
wird postuliert, dass die Hemmung von Gyrase durch Murl wahrend der frihen Phase der
Septumbildung das Auftreten einer abnormalen DNA-Replikation und Decdenierung infolge
einer Uberméldigen Gyrase-Aktivitét verhindert (12). Ein weiterer chromosomal codierter
Inhibitor der A-Untereinheit von Gyrase in E. coli ist SomC. Dieses Protein vermittelt einersaits
einen Schutz gegenuber Microcin B17, CcdB und Chinolonen (55), andererseits auch eine
Resistenz gegeniiber den DNA-schédigenden Substanzen Mitomycin C und N-methyl-N-nitro-
N-nitrosoguanidin  (MNNG) (56, 349. Chatterji und Mitarbeiter postulieren daher eine
zusdtzliche indirekte Funktion von SbmC, indem durch die Hemmung von Gyrase die
Replikationsmaschinerie derart verlangsamt wird, dass der Zelle mehr Zeit fur eine Reparatur
von DNA-Schéaden verbleibt (56). Die Expresson des sbmC-Gens wird in der stationdren
Wadstumsphase e@ner Batchkultur und bei Induktion des SOS-Regulons (siehe 1.6) erhoht (20,
242, 253). Drel weitere Proteine (McbG, MfpA und Qnr) aus der ,, Pentapeptid-reped”-Familie
vermitteln jewells einen Schutz von Gyrase gegentiber zytotoxischen Inhibitoren. McbG gehort
Zu den Proteinen, die ausammen mit Microcin B17 (s. 0.) produziert werden. Es vermittelt eine

geringe Resistenz gegenuiber enigen Inhibitoren wvon Gyrase (z. B. dem Fluorchinolon
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Sparfloxadn) und schiitzt in Stdmmen, die Microcin B17 produzieren, wahrscheinlich deren
eigene Gyrase (112). Das Gen mfpA (mycobaderial fluoroquinolone-resistance pentapeptide)
wurde im Chromosom von Mycobacterium smegmatis gefunden, codiert fur ein Protein von 192
Aminosdauren und weist eine hohe Homologie a1 McbG (188 Aminosduren) auf (234).
Sequenzvergleiche zegten, dass mfpA-homologe Gene aich in anderen Bakterien wie
Treporema pdli dum, Legionella preumophila, Ricketsia prowazeki, Bacill us megaterium, und
Synechocystis sp. existieren (234). Qnr ist ein Protein, dass in einem Klebsiella preumoniae-
Stamm vom Plasmid pMG252 codiert wird und eine 4-8fache Resistenz gegentiber einigen
Chinolonen und Fuorchinolonen vermittelt (326). In vitro-Untersuchungen zagten, dass Qnr

nur Gyrase, nicht aber Topo 1V vor einigen Fluorchinolonen schiitzt (326).

Ein welterer Schutzmedianismus vor zytotoxischen Topoisomeraseinhibitoren besteht in der
Produktion einer zusdtzlichen unempfindlichen Form von Topoisomerase. So schitzen
Sreptomyces sp., die Aminocumarine produzieren, ihre agene Gyrase, indem se ane
zusatzliche resistente GyrB-Untereinheit produzieren (115, 294, 324).

1.5 Therapeutische Inhibitoren von Topoisomerasen

Erst die Identifizierung von Gyrase ds Zielstruktur fir die synthetischen Chinolone im Jahr
1977 (113 320 erlaubte es, die Rolle von Topoisomerasen als wichtige therapeutische
Zielstrukturen zu erkennen (58, 222). Chinolone und de a Postion C-6 fluorierten
Fuorchinolone (z. B. Ciprofloxaan, Abb. 1-3) haben as potente Inhbitoren von Gyrase und
Topo IV eine grole Bedeutung in der Therapie von bekteriellen Infektionskrankheiten erlangt.
Zudem werden in der Tumortherapie zdlreiche natlrliche und synthetische Inhibitoren
eukaryontischer Topoisomerasen eingesetzt, die anderen Wirkstoffklassen, wie den Acridinen,
Anthragyclinen, Elli pticinen, Camptothedanen und Epipodophyllotoxinen (z. B. Etoposid, Abb.
1-3) zugeordnet werden.

Die meisten Chinolone zegen nur eine geringe Wirkung auf eukaryontische Typ i
Topoisomerasen (Topo lI-Enzyme). Fir ene Hemnmung sind bis zu 1000adh hohere
Konzentrationen notwendig. Es gibt jedoch auch Chinolonderivate wie CP-115953 (Abb. 1-3),
die in vitro eukaryontische Topo IlI-Enzyme dfizient hemmen (4). Andererseits konnen
Inhibitoren von Topo II- Enzymen — zumindest in vitro — auch eine Hemmung von Gyrase und
Topo IV vermitteln (5, 203). Ursadilich herfir ist vermutlich die hohe strukturelle und
funktionelle Homologie von eukaryontischen Typ Il Topoisomerasen zu bakterieller Gyrase
bzw. Topo IV. Da Topo Il- Enzyme keine negativen Superhelices in die DNA einflihren kdnnen,
weisen de funktionell eine hohere Homologie a1 Topo IV auf. Beziglich der Interaktion
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zwischen Inhibitoren und Enzym scheint jedoch eine hthere Homologie au Gyrase a1 bestehen
(4,127).

Ciprofloxacin CP-115,953

0
0
OH
=
0
5
| 0
a
_CH
~0 T 0 3
OH
Rutin Etoposid

Abbildung 1-3: Chemische Struktur einiger irreversibler Inhibitoren vonTyp Il Topoisomerasen

Da bakterielle Typll Topoisomerasen je nadh Bakterienspezes drukturelle Unterschiede
aufweisen, ist auch die Affinitét von Chinolonen und anderen Inhibitoren zu diesen Enzymen
unterschiedlich. In gramnegativen Spezes der Gattung Enterobaderiaceae wie z B. E. coli,
besitzen die bisher bekannten Chinolone ane hohere Affinitdt zu Gyrase ds zu Topo IV (135
184, 290). Demgegenlber ist Gyrase in grampositiven Spezes wie S. aureus gegeniber den
meisten dieser Inhibitoren unempfindlicher as Topo IV, so dass diese die primére, d. h.

empfindlichere Zielstruktur darstellt (101, 153). Die Affinitdt wird jedoch auch durch die
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Inhibitorstruktur bestimmt. Altere Chinolone weisen deutliche Unterschiede in ihrer relativen
Affinitét zu Gyrase bzw. Topo IV auf, wahrend neuere Chinolone anndhernd geiche Affinitéten
fur beide Zielstrukturen zagen (153 und daher als Dual-Taget-Inhibitoren bezechnet werden.
Die Bindungsaffinitdten (gemessen als Kompetition mit [°H] Norfloxadn) von Chinolonen und
Havonen zur Gyrase von E. coli nehmen z. B. in der Reihenfolge Moxifloxadn > Levofloxadn
= Ciprofloxadn > Ofloxadn > Norfloxadn > Flavon-Verbindungen (u. a. Ellaginsdure und
Quercetin) ab und korrelieren mit der antibakteriellen Potenz der Inhibitoren (148 290, 362).
Fur das Chinolon Gemifloxadn wurde ane derart hohe Affinitét zur Gyrase von S. preumoniae
festgestellt, dass Gyrase in diesem grampostiven Keim die primare Zielstruktur for
Gemifloxaan hbildet (132).

1.6 Zellulare Effekte einer Hemmung v on Gyrase und Topo IV

Entsprechend ihrem Wirkungsmedhanismus werden zwel Arten von Inhibitoren der Typ I
Topoiosomerasen unterschieden: katalytische Inhibitoren und irreversible Inhibitoren oder

sogenannte ,,topoisomerase poisons”.

Katalytische Inhibitoren wie Cumarine und Cyclothialidine hemmen die Enzymaktivitét, indem
se die Bindung von ATP durch Besetzung der Bindungsgelle verhindern (siehe 1.4). Die
katalytische Hemmung von Gyrase oder Topo IV durch Inhibitoren oder durch bestimmte
Mutationen in gyrB oder parE, verursachen eine Zunahme der Torsionsgannungen der DNA
vor der Replikationsgabel, so dassdiese nicht weiter fortschreiten kann, oder stark verlangsamt
wird (123 183).

Demgegentber stabiliseren ,topoisomerase poisons® wie Chinolone, Favone und
Epipodophyllotoxine a@nen Zustand im Red&ktionszyklus des Enzyms, in dem die DNA
geschnitten und mit ihrem 5'-Phosphat Uber einen Tyrosinrest kovalent an das Enzym gebunden
ist. Die Stabilisierung des Intermediats erfolgt vermutlich dadurch, dass diese Inhibitoren
zunadhst die DNA-Doppelhelix in der Néhe der Schnittstelle deformieren (216) und dadurch die
Interaktion zwischen DNA und Enzym storen. Hierdurch wird de DNA in Abhéngigkeit von
ihrer Sequenz zu einem bevorzugten Substrat fur die Spaltungsregtion des Enzyms, und de
Bindung der Inhibitoren verhindert zudem eine Religation der DNA-Enden (4). Dieses als
»positional poison model“ bekannte Modell der Chinolonwirkung (185 wird duch zahlreiche
Untersuchungen gestitzt (45, 51, 104). Verschiedene Inhibitoren (z. B. verschiedene Chinolone)
verursachen ein jewells ezfisches Schnittmuster (5, 203 259, 319), das mit der zytotoxischen
Wirkung deser Inhibitoren korreliert (247). Die gebildeten terndren Komplexe aus Inhibitor,
Enzym und DNA, die auch als gatbare Komplexe (,cleavable complexes*) bezechnet werden
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(207), da nadh einer Behandlung mit Protein-denaturierenden Agenzien geschnittene DNA
freigesetzt wird, stellen eine Barriere fur replikative Helicasen (142 303 und RNA-
Polymerasen (354) dar.

Die zdluld&ren Auswirkungen einer Hemmung der Typll Topoisomerasen sind von der
gehemnten Zielstruktur, dem Inhibitor und von der Zellphysiologie &héngig. Die Hemmung
von Gyrase durch katalytische Inhibitoren wie Cumarine oder ,,topoisomerase poisons* (z. B.
Chinolone) verursadht in E. coli zunddhst eine rasche Reduktion der DNA-Synthese (120, 130,
183 305. Die selektive Hemmung von Topo IV durch Chinolone sowohl in E. coli as auch in
S aureus bewirkt jedoch eine nur langsame Reduktion der DNA-Synthese (101, 184).
Ursadilich fur diese langsame Reduktion ist vermutlich die bevorzugte Lokalisierung von
Topo IV hinter der Replikationsgabel (siehe 1.3), die geringere Anzahl von Topo IV- im
Vergleich zu Gyrase-speafischen Schnittstellen im Bakterienchromosom (60, 150) und de
geringere Bedeutung von Topo IV fur die Elongation der Replikation (183). Unabhéngig von
der Zielstruktur korreliert jedoch eine 50%ige Hemmung [ICso] der DNA-Synthese durch
Chinolone und Cumarine sowohl in grampositiven als auch in gramnegativen Bakterienspezes
mit der minimalen Hemmkonzentration (MHK), die Uber 18h ein sichtbares Wadstum
verhindert (22, 60, 149).

Charakteristisch fur die Chinolonwirkung nacdh Hemmung von Gyrase oder Topo IV ist die
Induktion der SOS-Antwort in wadsenden, teilungsaktiven Kulturen (182). Durch diese
Induktion von etwa 30 auf transkriptionaler Ebene regulierter Operons (69, 180 wird de
Zellteilung verhindert und de Produktion von DNA-Reparaturenzymen verstarkt (337). Bei
uneingeschranktem Wadhstum fuhrt der Zelltellungsgopp infolge dieser SOS-Antwort zu einer
Filamentierung der Zellen. Eines der SOS-Proteine, RecA, fungiert als Sensor fir DNA-
Schéaden. Durch Bindung an einzdstrangige DNA, wie sie an zefalenden Replikationsgabeln
vorliegt, wird de Coproteasefunktion von RecA aktiviert, wodurch es zur Spaltung des
Represors LexA komnt. Die sinkende Konzentration von LexA fuhrt zur Derepresson der
SOS-Gene (206). Nadh Reparatur der DNA-Schéaden sinkt die Konzentration an aktiviertem
RecA, LexA akkumuliert und reprimiert wieder die SOS-Operons, so dass die Zelle in ihren
urspringlichen Status zurtickkehrt. Je nach Grad der DNA-Schadigung werden die Gene im
SOS-Regulon unterschiedlich stark dereprimiert (11, 295. Untersuchungen zur Induktion
verschiedener SOS-Gene nach Hemmung von Gyrase oder Topo IV durch Chinolone zegten
eine Abhéngigkeit vom verwendeten Chinolon und dessen Konzentration, jedoch keine
Korrelation mit dem Verlust der Zelltellungsfahigkeit oder der MHK, zuma eine Induktion
bereits bei subinhibitorischen Konzentrationen erfolgte (37, 182 268 270). Moglicherweise
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verursadt die Hemmung von Topo 1V eine @was geringere Induktion der SOS-Antwort as die
Hemmung von Gyrase (182). Obwohl wenige Untersuchungen darauf deuten, dass die SOS-
Antwort an den zytotoxischen Effekten einer Fuorchinolonwirkung beteligt ist (339,
Uberwiegen die Studien, die nach eéiner Hemmung von Gyrase oder Topo IV eine Verringerung
dieser Effekte durch SOS-induzierte Reparaturmedhanismen zeigen (60, 101, 157, 182). Neben
den SOS-induzierten Reparaturmecdhanismen ist die homologe Rekombination mal3geblich an
der Reparatur von Chinolon-induzierten DNA-Schaden und an der Wiederaufnahme der DNA-
Synthese (Rekombinations-abhéngige Replikation) beteili gt (25, 92, 101, 157, 182).

Die zdluldren Effekte, die Cumarine neben einem DNA-Synthesestopp (s.0.) durch die
Hemmung von Gyrase oder Topo IV verursachen, sind wenig untersucht und werden in der
Literatur kontrovers diskutiert. Untersuchungen an E. coli zagen eine Induktion der SOS-
Antwort auch durch Cumarine (225 307) oder lassen auf eine solche Induktion schlief3en (44,
309. In einer anderen Studie mit Haemophil us influenzae konrte hingegen keine Induktion der

SOS-Antwort durch Novobiocin nachgewiesen werden (117).

Darlber hinaus bewirken Cumarine bereits in subinhibitorischen Konzentrationen einen Verlust
der Fahigkeit zur Koloniebildung in E. coli (202 261, 287). Eine ztotoxische Wirkung hoher
Cumarinkonzentrationen in Form einer Zelllysis konnte avar auf Archaebakterien (305 nicht
jedoch auf E.coli (309 nadgewiesen werden. Demgegeniber bewirken Chinolone in
Konzentrationen oberhalb der MHK sowohl in gramnegativen as auch grampositiven Bakterien
nicht nur einen Verlust der Fahigkeit zur Koloniebildung, sondern auch eine Zelllysis (72, 91,
336). Fir diese ztotoxische Aktivitdt von Chinolonen werden DNA-Doppelstrangbriiche
verantwortlich gemadit (85, 111, 113 143 190, 354). Ihre Entstehung, genaue Struktur sowie
Reparatur sind trotz intensiver Forschung tber mehrere Jahrzehnte noch nicht vollstandig
verstanden. Neue Studien von Gari et a. (3) zagen, dass unter der Vorausstzung enes
Zellwadchstums auch bestimmte Mutationen (gyrA208Alle) sowie a@n Thyminmangel bei
Thymin bedirftigen (Thy?) Mutanten (3) zu DNA-Schéden, einer Induktion der SOS-Antwort
und zum Zelltod fuhren, ohne dabel spaltbare Gyrase-DNA Komplexe ai stabili seren. Es wird
daher postuliert, dassjeder Stopp der Replikation bal gleichzatig uneingeschranktem Wadhstum
zu einem Zerfal des Replikationsgabelkomplexes, der Aushildung von DNA-Doppelstrang-
briichen und zum Zelltod fuhrt (111, 354).

Cumarine verursadhen zudem wie Chinolone auch eine temporére Induktion der Hitzeschock-
Antwort, die jedoch die Lebensfahigkeit nicht beanfluss und moglicherweise infolge enes
reduzierten DNA-Uberspiralisierungsgrads erfolgt (191, 193).
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1.7 Resistenz gegenltber Chinolonen

Die Empfindlichkeit einer Zelle gegentiber Chinolonen wird duch die Anzahl und Art der
gebildeten terndren Komplexe bestimmt sowie die Wahrscheinlichkeit, dass ein solcher
Komplex eine replikative Helicase blockiert (sehe 1.6). Die Bildung und Stabilitét des
Komplexes werden mal3geblich durch die intrazdlulare Konzentration und de Affinitét eines
Chinolons zu Gyrase oder Topo IV beanflusgs. Der Austausch von Aminosauren innerhalb der
A-Untereinheiten von Gyrase und Topo IV vermindert die Affinitdt zu Chinolonen, verandert
die Sequenzspezfitdt und damit das DNA-Schnittmuster (319 und fuhrt héufig zu einer
zdluldren Unempfindlichkeit gegentber diesen Inhibitoren. Betroffen sind mest die
Aminosauren 83 und 87 in GyrA bzw. 80 und 84 in ParC (Numerierung nach E. coli), die in
Kombination zu ener klinisch bedeutsamen Resistenz fihren (24, 89, 98, 135 184, 197).
Anderersaits konnen solche Resistenzmutationen in gyrA zu einer Hypersensitivitéat des Enzyms
gegentber anderen Inhibitoren wie Etoposid fuhren (127). Der Austausch anderer Aminosauren
in GyrA, GyrB, ParC und ParE kann ebenfalls die Empfindlichkeit gegenlber Chinolonen
vermindern (21, 39, 63, 105 133 266, 360) und weist auf die Betelligung der A- und B-
Untereinheit an der Chinolonbindung hin.  Ein  weiterer  klinisch  bedeutsamer
Resistenzmedanismus besteht in der Reduktion der intrazdluldren Chinolonkonzentration
infolge @nes erhthten Effluxes dieser Substanzen durch verschiedene Effluxpumpen (224, 238,
340, 358). Klinisch hochresistente Stdmme von E. coli weisen meist eine Kombination von
Resistenzmedanismen auf, wie @ne Doppelmutation in gyrA gepaat mit einer Einzdmutation
in parC und einem erhdhten Efflux (135 181, 340). Zelleigene Inhibitoren von Gyrase stellen
zusatzlich einen gewissen Schutz vor der Wirkung von Chinolonen dar, indem sie eéne Bindung
dieser Inhibitoren verhindern (siehe 1.4). Da die Wirkung von ,,topoisomerase poisons‘ auf der
indirekten Blockierung der replikativen Helicasen und den damit verbundenen Folgeprozessen
basiert, ist die ztotoxische Wirkung von Chinolonen stark von der Replikations- bzw.
Teillungsaktivitédt der Zellen abhéngig. So zeichren sich Kulturen mit langerer Generationszat
durch eine verminderte Empfindlichkeit aus (72, 75, 84, 86). Bel fehlendem Zellwadchstum, z. B.
infolge @ner Hemmung der RNA- oder Proteinsynthese oder durch Entzug von Nahrstoffen,
verursachen Chinolone avar einen Stopp der DNA-Synthese, induzieren aber nicht die SOS-
Antwort und 16sen keine zitotoxischen Effekte aus (310). Tellungsinaktive Zellen zeigen daher
Uber mehrere Stunden keinen Verlust ihrer Lebensfahigkeit (218, 352).

Eine geringe zdluldre ATP-Konzentration wirkt ebenfalls negativ auf die Bildung von
zytotoxischen DNA-Doppelstrangbriichen nach der Hemmung der A-Untereinheit von Gyrase
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durch Chinolone oder Epipodophyllotoxine und verringert damit die zdluldre Empfindlichkeit
gegentber diesen Inhibitoren (203 314).

Andere Faktoren, wie die Anzahl von Topoisomerasemolekilen, konnen die Empfindlichkeit fir
katalytische Inhibitoren oder ,topoisomerase poisons’ entgegengesetzt beanflusen. Eine
verminderte Anzahl an Zielstrukturen wverringert die Wahrscheinlichkeit, dass s$ch ternére
Komplexe mit ,topoisomerase poisons® aushilden, so dass die Zellen unempfindlicher werden
(182 192 355. Katalytische Inhibitoren schrénken hingegen rur die Enzymfunktion ein, so
dasseine verringerte Anzahl von Topoisomerasen zu einem stérkeren Funktionsverlust fuhrt und

die Zellen somit sensitiviert werden (76, 166).

1.8 Kontrolle und Messung der Genexpression

Die Kenntnis der Expresgonskontrolle der Strukturgene parC und parE fur die A- und B-
Untereinheiten von Topo IV ist nicht nur von besonderer Bedeutung fur ein besseres
Verstéandnis der zdluléaren Funktion von Topo 1V, sondern auch fir das Verstandnis der
Wirksamkeit von Topoisomerase-Inhibitoren, da die Menge des exprimierten Topo IV-Enzyms

die Empfindlichkeit fir Topoisomerease-Inhibitoren beanflusg (sehe 1.7).

Eine Kontrolle der bakterielen Genexpresson findet auf mehreren Ebenen statt. Eine
Moglichkeit fir eine ehohte Expresson eines Gens besteht in der Duplikation. E. coli besitzt
seben homologe rRNA-Gene, um den hohen Bedarf an ribosomaler RNA be hohen
Wadstumsraten zu dedken, und Duplikationen von parC und paE konren as
kompensatorische Mutationen einen Verlust von topA ausgleichen (siehe 1.3). Ein weiterer
Kontrollmedhanismus bildet die Stabilitdt der mRNA eines Gens (29, 126) und das Ausmal? der
Komplementaritdt der Ribosomenbindungsdelle (RBS) zu entsprechenden Sequenzbereichen
der 16S rRNA. Beide Faktoren haben entscheidenden Einfluss darauf, wie haufig eine mRNA
trandatiert wird. Eine weitere Form der posttranskriptionalen Regulation ist die Destabili sierung
von Sekundarstrukturen in mRNAs bel niedrigen Temperaturen durch Kalteschock-Proteine der
CspA-Familie (248). Die Stabilitét und mogliche posttrandationale Modifikationen des Proteins
beanflussen ebenfals die Menge an aktivem Protein in der Zelle. Da Bakterien auf eine sehr
effiziente Energienutzung angewiesen sind, wird de Expresson der meisten Gene bereits auf
der Ebene der Transkription umfangreich reguliert. Hierflr spielen vor alem die Promotoren —
DNA-Sequenzen, welche die Wedselwirkung der RNA-Polymerase mit Bereichen

stromaufwaérts von Strukturgenen stabili sieren — eine besondere Rolle (sehe 1.8.1).
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Die Expresson eines bestimmten Gens kann durch verschiedene Methoden quantifiziert werden,
die jewels mit Vor- und Naditelen behaftet sind. Die Fuson wvon vermeintlichen
Promotorsequenzen eines Gens mit einem Reportergen wie luc bietet den Vortell einer schnellen
photooptischen Detektion der produzierten Luciferasemenge in Abhéngigkeit von
unterschiedlichen Promotoraktivitéten. Ein weiterer Vortell dieser Tedhnk ergibt sich aus der
Moglichkeit eine Mesaung in vivo durchzufihren. Die Prgparation und Anayse von instabiler
RNA, die moglicherweise mit Verlusten verbunden ist, entféllt. Posttranskriptionale Kontroll-
medanismen, wie die Starke der RBS, werden mit diesem System ebenfalls berticksichtigt.
Dennoch besitzen solche Reportergensysteme zdlreiche Naditele: Die Herstelung der
Reportergenfusionen und de Einbringung in die Bakterienzdle ist zeataufwendig und pro Zelle
kann meist nur ein Promotor untersucht werden. Die Stabilitdt der mRNA as auch die
Regulation der Transkription konnen durch Sequenzen des Gens mitbeanfluss werden (100
und daher bel transkriptionalen Fusionen, die nur aus Promotor und Reportergen bestehen,
verfdscht sein. Ein weiterer wesentlicher Nadteil solcher Reportergensysteme besteht darin,
dass die Transkription entweder auf einem Plasmid oder im Chromosom an enem
nichturspringlichen Genlocus gattfindet. Da die umgebenden Sequenzen und de Transkription
benachbarter Gene @nen Einfluss auf den lokalen Uberspiralisierungsgrad ausiiben (siehe 1.1),
konnen Analysen der Genexpresson, die nicht an ihrem natirlichen Genlocus im Chromosom
stattfinden, zu artifizielen Ergebnisen fohren (59, 144, 245 282. Plasmidcodierte
Reportergensysteme sind hiervon besonders betroffen und besitzen den zusdtzlichen Nadtell,
dass Transkriptionsfaktoren bel einer hohen Kopienzahl mdglicherweise nicht in ausreichender
Menge arr Verfigung stehen. Die Kopienzahl und de Stabilitét des Plasmids kénnen sich unter
verschiedenen Wadhstumsbedingungen zudem veréndern (30, 283). Andere Methoden, mit
denen die Expresson eines oder auch mehrerer Gene zetgleich untersucht wird, basieren auf
der Préparation von nichtdegradierter Gesamt-RNA. Die darin enthaltene Menge an speafischer
MRNA kann entweder direkt durch Hybridiserung mit einer markierten Sonde (Dot-blot-
Analyse) oder entsprechend nach dem Umschreiben in stabilere dNA nadhgewiesen werden
(z. B. cDNA Arrays). Der wesentliche Vortel beider Methoden besteht darin, dass die
Expresson mehrerer Gene gleichzdtig quantifiziert werden kann. Allerdings werden relativ
grole Mengen an RNA benttigt und Transkripte von schwadh exprimierten Genen sind nur
schwer zu detektieren (283). Schwierigkeiten kdnnen sich zudem aus der unterschiedlichen
Effizienz bel der Hybridiserung der Sonden ergeben, so dass es zu artifiziellen
Expressonsmustern kommen kann. Eine weitere Methode aur Quantifizierung von mRNAs
bietet die quantifizierende red-time RT-PCR. Fur diese Methode wird ebenfalls RNA prépariert
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und in stabilere MNA mittels reverser Transkriptase umgeschrieben. In einem zweiten Schritt
wird de dNA jedoch in einer PCR-Re&ktion mit speafischen Primern amplifiziert. Der
Re&ktionscharakter einer PCR beinhdltet eine Phase, in der eine anheitliche exponentielle
Amplifikation stattfindet. Diese Phase dient der Quantifizierung der entstandenen Amplikons
tber die Zunahme von Fluoreszenz, die durch interkalierende Farbstoffe (SYBR® Green) oder
nadh der Spaltung von FRET- (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) Sonden, sogenannte
»moleaular bea®ns’, ausgestrahlt wird. Solche FRET-Sonden beinhalten einen Fluoreszenz-
farbstoff, der nadh Anregung seine Energie nicht als Fluoreszenz abgeben kann, sondern auf
einen benachbarten sogenannten ,,Quencher® Ubertrdgt. Erst nadh Spaltung der Sonde oder
Vergrolerung des Abstandes zwischen Fluoreszenzfarbstoff und ,, Quencher wird Fluoreszenz
emittiert. Auf diese Weise lasen sich auch geringe dMNA-Mengen quantitativ nadhweisen. Ein
Nadteil dieser Methode besteht in einem hohen Optimierungsbedarf fir die RT- bzw. PCR-
Re&ktion (48). Schwankungen in der Effizienz der RT-Reé&ktion lassen sich zudem nur schwer
ermitteln. Die hierfir héufig verwendeten Kontrollgene (sogenannte housekeeping genes),
werden in Bakterien rnur unter bestimmten physiologischen Bedingungen gleichmédig
transkribiert und sind daher nicht fur alle Untersuchungen geagnet. Die Effizienz der RT-
Reé&ktion ist zudem haufig sequenzabhéngig, so dass sch genspezfische Unterschiede egeben
konren. Im Gegensatz 21 cDNA-Arrays, die ane zetgleiche Quantifizierung mehrerer Tausend
cDNAs ermdglichen, konnen mittels red-time RT-PCR — bedingt durch die geringere Kapaatéat
des PCR-Geréts —nur etwa 100cDNAS zdtgleich quantifiziert werden.

1.8.1 Regulation der Transkription

Fir eine dfiziente Transkription muss die RNA-Polymerase ainadst an eine ds Promotor
bezachnete DNA-Sequenz binden (s.0.). Dieser Schritt der Initiation der Transkription
unterliegt in Bakterien der stérksten Kontrolle. Wie in 1.1 geschildert, erfolgt fur eine Vielzahl
von Genen eine dfiziente Initiation der Transkription nur bei einem bestimmten DNA-
Uberspiralisierungsgrad. Einige DNA-Bindeproteine wie CRP, IHF (integration host fador),
FS (fador for inverson stimulation), HU (hed-unstable nucleoid protein) oder H-NS
verursachen durch ihre Bindung eine Biegung der DNA-Helixadhse und bedanflussen damit
ebenfalls die DNA-Topologie und somit auch die Effizienz der Initiation (265. Welteren
Einfluss haben die Promotorsequenz sowie aisdatzliche Transkriptionsfaktoren, welche die
Initiation fordern oder beantraditigen konnen. Das RNA-Polymerase @re enzyme besteht aus 4
Untereinheiten (a2BB") und ist mit einem o-Faktor asziiert. Dieser o-Faktor, der einer von
54)

zwei Familien (6”° und 6% angehoren kann, verandert die Sequenzspezfitat der DNA-Bindung
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des Holoenzyms (210). Durch den Austausch von homologen o-Faktoren, kann die
Bakterienzdle das Muster der exprimierten Gene in Anpasaung an verdnderte Umwelt-
bedingungen modulieren. In E.coli fungiert ¢’ as ,houskeeing* o-Faktor: Das o'’
Holoenzym ist verantwortlich fir die Transkription von Genen die essentiell sind fur die
Biosynthese von Aminosduren, Nukleotiden, Enzym-Cofaktoren, Zellwand- und Membran-
komponenten sowie von Enzymen, die im Kohlenhydratstoffwedhsel bendtigt werden (124,
139. Dieser o-Faktor wird von rpoD codiert und vermittelt die Bindung von RNA-Polymerase
andieds -10- und-35-Region bezachneten DNA-Sequenzen (Abb. 1-4).

Promotor
von der RNA-Polymerase besetzte Region
I MRNA Startpunkt
DNA TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCAC
—35Region —10Region Operator
vom lac-Repressor
besetzte Region

MRNA AN NS

Abbildung 1-4: Promotorbereich des lac-Operors in E. coli. durch Bindung des lac-Represors an de
Operatorregion wird de Bindung dr RNA-Polymerase verhindert. Klammern geben de jewelligen
Binderegionen wieder. Der Abstand zwischen der —10und—35-Region betrégt im lac-Promator 18 bp

Diese Regionen weisen konservierte Sequenzmotive auf und sind entlang der Helixadhse in
einem bestimmten Winkel zueinander angeordnet (250). Verdnderungen des DNA-Twists
fuhren zu einer anderen Orientierung der beiden Binderegionen und kdnnen somit die Initiation
der Transkription positiv oder negativ beanflusen (250, 315 345. Die Orientierung deser
beiden Binderegionen wird vor alem durch ihren Abstand bestimmt, so dass Promotoren mit
unterschiedlichen Abstdnden zwischen diesen Regionen eine differentielle Transkription in
Abhiangigkeit vom DNA-Twist bzw. Uberspirdisierungsgrad erméglichen (345. Ein
Musterbeispiel fur eine starkere Genexpresson infolge anes zunehmenden DNA-Twists bzw.
einer DNA-Relaxierung stellt der Promotor von recA dar, dem Gen fir Rekombinase A, die ene
wichtige Rolle in der Rekombination, Rekombinationsreparatur und Initiation der SOS-Antwort
spielt (siehe 1.6). Dieser Promotor wird durch eine mit 6’° as®ziierte RNA-Polymerase ekanrt
und ist durch einen Abstand von 16 bp zwischen der —10- und —35-Region gekenrnzechnet. Ein
hoherer DNA-Twist, der sich infolge énes verringerten negativen Uberspiralisierungsgrads
(Relaxierung) oder durch eine Temperaturverringerung ergibt, fuihrt zu einer erhdhten

Transkription (345. Demgegeniber weisen die meisten Gene in E. coli einen Abstand von
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17bp zwischen der -10- und -35Region auf und werden unter normalem negativen
Uberspiralisierungsgrad optimal und nach einer DNA-Relaxierung nur vermindert exprimiert (9,
61, 273.

1.9 Zielsetzung

Die molekulare Wirkungsweise von Chinolonen auf bakterielle Typ II- Topoisomerasen ist
weitgehend aufgeklart. Die zdluldren Auswirkungen einer Hemmung von Topoisomerase |V,
die in gramnegativen Bakterien als skundére Zielstruktur fur Chinolone nach Gyrase fungiert,

sind hingegen wenig untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, durch eine gezelte Hemmung von Topo 1V, weitere
Erkenntnisee Uber die Wirkungsweise verschiedener Inhibitoren zu erhadten. In diesem
Zusammenhang sollten die zdluldren Effekte untersucht werden, die verschiedene
Fuorchinolone sowie Inhibitoren aus den Klasen der Epipodophyllotoxine, Flavone und
Cumarine nach einer Hemmung der Typ-1I- Topoisomerasen auslosen. Hierflr standen E. coli-
Mutanten zur Verfigung, an denen eine gezelte Hemmung von Gyrase oder Topo IV erreicht

werden konnte.

Die Wirksamkeit von Topoisomerase-Inhibitoren ist nicht nur von ihrer Affinitdt zu den beiden
Zielstrukturen abhéngig, sondern auch von der Konzentration der Zielstrukturen und deren
Funktion in der Zelle. Die Untersuchung der Genexpresson der Strukturgene parC und parE fur
die A- und B-Untereinheiten von Topo 1V auf Ebene der Transkription mittels quantitativer red-
time RT-PCR sowie die Bestimmung der Transkriptionsgartpunkte sollte weitere Erkenntnisse
Uber die Funktion dieses Enzyms in E. coli und dessen Bedeutung fir die Wirksamkeit von

Inhibitoren liefern.
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2 Material und Method en

2.1 Material

211

Bakterienstamme

Die folgende Tabelle listet dle in dieser Arbeit verwendeten E. coli-lsolate auf. Zusétzlich
angegeben sind die geretischen Marker sowie die Herkunft bzw. Referenz der Stamme.

Tabdle 2-1: E. coli -Stamme

Stamm Genetischer Marker Referenz / Herkunft
RFM443 K-12, rpsL200(StrR), galK2, lac A74 (lac) ~ Menzd 1989
RFM4432421 RFM443 gyrA®3W Diese Arbeit
DE112 RFM443 tolC::miniTn10 (TetR, McConkey™) VanDyk et a. 1994
JM109 K-12, recAl, hsdR17, supE44, endAl, Y anisch-Perron et al. 1985
gyrA96, A(lac-proAB), relAl, thiA, F
(traD36 proAB’ lacl lacZAM 15)
4917 gyrA®W parCc®’® Heisig & Wiedemann, 1991
[-6-19 (WT) Wildtyp Helsig & Tschorny, 1994
M I WT, gyrA®* Heisig & Tschorny, 1994
WT-3-1 WT, gyrA®3-P786 Bagel, 1998
WT-4 WT, parC* Bagel et a., 1999
M Il WT, gyrA®3-P786 narc80 Heisig & Tschorny, 1994
M 111- 300 WT, gyrA®3-P786 narcS0 Schulte, 2001
2.1.2 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit eingesetzten Desoxyoligonukleotide, die ds Amplifikationsprimer oder zur
cDNA-Synthese dienten, sind in Tabelle 2-2 und Tabelle 2-3 aufgelistet und wurden
Uberwiegend von der SIGMA-ARK GmbH, Darmstadt synthetisiert.

Tabelle 2-2: Oligonukleotidefir real-time PCRs

Bezachnung bp Sequenz5 - 3' Herkunft

agaY -345- 22 CCTGCGTCTGTTGCAGACAATA Diese Arbeit
agaY -39 20 TCCACGCTGCAATCTTGTGA Diese Arbeit
recA-908- 21 AGCGCGATATCCAGTGAAAGC Diese Arbeit
recA-959R 21 CCATGGATGTGGAAACCATCTC Diese Arbeit
smB-312F 20 TCTGGATATCGCCACCATCA Diese Arbeit
srmB-501R 21 GAAGCCCATATCCAGCATACG Diese Arbeit
gyrA-1327F 24 GTGCGTGATGGTCTGTACTACCTG Diese Arbeit
gyrA-137MmR 20 CAGAATCGCCTGAGCTTGCT Diese Arbeit
parC-1941F 19 TCAGGCAGGCCGTATGTTG Diese Arbeit
parC-1991R 19 GACAGCTGCGGCAGATCAC Diese Arbeit
parE-1569- 20 GCCACCGCTCTACCGTATTG Diese Arbeit
parE-1621R 20 CCGTCAGCGCGTAATAAACC Diese Arbeit
rrsA-796F 20 CCTGGTAGTCCACGCCGTAA Diese Arbeit
rrsA-846R 20 CTCAAGGGCACAACCTCCAA Diese Arbeit
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Tabele 2-3: Oligonukleotide fir Sequenzierungen, Klonierung und zur Bestimmung von
MRNA-Startpunkten

Bezachnung bp Sequenz5- 3 Herkunft
parE-82R-6-FAM 22 [6-FAM]JAAGCCOGGTGAGTACCTCAATG Diese Arbeit
parE-PE9 24 TGACGATCAACTCGAATTGCTAAC Diese Arbeit
parE-PE10 20 TGGTGAGCAATGGCAAATCC Diese Arbeit
parE-PE11 22 TTATTTCAACCGCGATCGTCGAT Diese Arbeit
parE-PE12 17 GCGGCAACCACGCATTC Diese Arbeit
parE-PE13 22 AAGCCGOGGTGAGTACCTCAATG Diese Arbeit
parC-129R-6-FAM 22 [6-FAM]JAGGCGTTTTCCGTAAATTCATG Diese Arbeit
parC-PC9 24 CTGGCGAATAAGTTGAGGAATCAG Diese Arbeit
parC-PC10 21 TGCCTTTGTGCTTGATCAGTG Diese Arbeit
parC-PC11 21 GGCGCTATTCACGCTGATCTC Diese Arbeit
parC-PC12 21 CTTTGAAGGCTGGCGAATAAG Diese Arbeit
parC-PC13 22 AGGCGTTTTCCGTAAATTCATG Diese Arbeit
gyrA-242-5 26 CTTTGAATCCGGGATCCAGTAGAGGG  DieseArbeit
gyrA-242-3 26 CACGATGCGGATCCCGTCTTTGTCAG Diese Arbeit
gyrA-GA1 22 CCTTCGCGCGCCATACTCTCGG Schulte, 2001
gyrA-GA2 22 AACCGTTCACCAGCAGGTTAGG Schulte, 2001
PARC3-1 21 AGCTCGGAATATTTCGACAAC Heisig, 1996
Oligo W 23 GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGC Heisig, Bonn
parC-U 25 ACCGGGATTCGGTGTAACGCATTGC Heisig, 1996
parC-S 25 GTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTG Heisig, 1996
GGATCC: BamHI-Schnittstelle; mit 6-FAM markierte Primer wurden von Applied Biosystems
bezogen

2.1.3 DNA-GroRenmarker

In Tabelle 2-4 sind diein dieser Arbet verwendeten DNA-GroRenmarker aufgelisted.

Tabdle 2-4: DNA-Gr6Renmar ker

Grolenmarker Hersteller / Herkunft
25bp Leiter Invitrogen, Karlsruhe
100bp Leiter Gibco/BRL, Eggenstein
1 kb Leiter Gibco/BRL, Eggenstein
Smart Ladder Eurogentec Seraing, Belgien

GeneScan™ 500 TAMRA szestandard
90bp 6-FAM ParC/PC12

159bp 6-FAM ParC/PC11

122bp 6-FAM ParE/PE11

153bp 6-FAM ParE/PE12

Applied Biosystems
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
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2.1.4 Vektoren

Tabelle 2-5 gibt die in dieser Arbeit benutzten Vektoren unter Angabe ihrer Funktion, ihrer
relevanten genetischen Marker und ihrer Herkunft wieder.

Tabdle 2-5: Vektoren

Vektor Relevante Marker Funktion Referenz / Herkunft
pBR322 Amp', Tet' Klonierung Bolivar et al.,1977
pBR322-242 Amp', Tet' Klonierung Diese Arbeit

PMAK 705 CIm', rep® Klonierung Hamilton et al., 1989

PMAK 705242 CIm', rep® gyrA &™) Mutagenese  Diese Arbeit

2.15 Chemotherapeutika

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemotherapeutika (Tabelle 2-6) wurden nadh der

Einwage in gedgneten L 6sungsmitteln gelost und anschlief3end sterilfiltriert.

Tabelle 2-6: Chemotherapeutika

Chemotherapeutika Beaugsguelle

Ampicilli n Bayer AG, Leverkusen

Tetragyclin Hoedhst AG, Frankfurt

Chloramphenicol Boehringer, Mannheim

Ciprofloxadn Bayer AG, Leverkusen

Norfloxadn Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Novobiocin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Moxifloxadn Bayer AG, Leverkusen

Polymyxin B Nonapeptid (PMBN)
Rutin
Etoposid (VePesid®)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bristol-Myers Squibb, Regensburg

2.1.6 Nahrmedien

Samtliche Nahrbdden und Nahrlésungen wurden unmittelbar nadch der Einwaage gelost und bei
121°Cund 2,1bar fur 20 min autoklaviert.

Tabelle 2-7: Nahragar und Nahrbouill on

Medium

Bezugsgquelle bzw. Herstellung (Einwaage/Liter)

China-Blau-Ladose-Agar
LB-Agar, pH 7,3

LB-Medium, pH 7,3

Standard No.l (N 1)-Né&hragar
Standard No.I (N I)-Nahrbouill on
Mueller-Hinton-Bouill on
Mueller-Hinton-Bouill on
(Kationen-adjustiert)

| sosensitest-Bouill on

OXOID, Wesd

10 gTrypton, 5 gHefeextrakt, 10 gNaCl, 14gAgar
10 gTrypton, 5g Hefeextrakt, 10 gNaCl

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

OXOID, Basingstoke, England

Difco Laboratories, Detroit, USA

Oxoid, Basingstoke, England
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2.1.7 Puffer und L6sungen

Die nacfolgende Tabelle 2-8 gibt die verwendeten Puffer und Losungen an. Selbst hergestellte
Puffer (z. B. PBS- und Tris-Puffer) wurden sterilisiert.

Tabelle 2-8: Puffer und L 6sungen

Puffer Zusammensetzung
PBS-Puffer 0,58 M NagHPO4; 0,17 M NaH,POy;

0,68 M NaCL, pH 7,4
TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat; 1 mM EDTA
TBE-Puffer 89 mMTris, 89 mM Borsdure; 2,5 mM EDTA
TE-Puffer, pH8,0 10mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH8,0
6 x Ladepuffer 20% Ficoall; 0,12 %Bromphenolblau;

5 x RNA-Ladepuffer

0,25 % Xylencyanol FF

20 % Ficoll; 0,12 %Bromphenolblau;

0,25 % Xylencyanol FF, 3 % Formamid;

7 M Harnstoff; Ethidiumbromid (150 pg/ml)

Plasmid Midi Kit, QIAGEN, Hilden
Puffer P1

Puffer P2
Puffer P3
Puffer QBT
Puffer QC

Puffer QF

100 pg/ml RNase A; 50 mM Tris-HCl,

10mM EDTA, pH 8,0

200mM NaOH; 1 % DS

3M Kag pH 5,5

750mM NaCl; 50 MM MOPS pH 70;
15 % Isopropanol

1 M NaCl; 50 mM MOPS pH 70;

15 % Isopropanol

1,25M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5;
15 % Isopropanol

QlAquick-spin, PCR Purificaion/Gel Extraktion Kit, QIAGEN, Hilden

Puffer EB
Puffer PB
Puffer PE
Puffer QG

Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)
Bindungspuffer, enthélt Guanidin Hydrochlorid
Waschpuffer, ohne Angabe

Bindungspuffer, enthélt chaotrope Salze

RNAproted[] Baderia Reagent

RNA-Stabili serungs-Reagenz, QIAGEN

enthdlt Tetradegyltrimethylammoniumbromid

RNeasy® Mini, RNA-Extraktions Kit, QIAGEN, Hilden

Puffer RLT

Puffer Rw1
Puffer RPE

Lyss- und Bindunggufer, enhdt
Guanidinisothiocyanat, 5 % 3-ME
Waschpuffer, enthélt Ethanol
Waschpuffer, enthdlt Ethanol

Sequence Kit: Applied Biosystems, Weiterstadt

ABI PRISM® BigDye™

Terminator Cycle Sequencing
Realy Readion Mix V1.1

Template Supresson Regent (TSR)
HiDi Formamide

POP-6™

Sequenzierpuffer 310GA

AmpliTag®DNA Polymerase,
fluoreszenzmarkierte Didesoxynucleotide;
Desoxynucleotide; MgCl, Tris-HCI, pH 9,0
Denaturierungs-Reagenz
Denaturierungs-Reagenz

Performance Optimized Polymer zur
Auftrennung der DNA-Fragmente

ohne Angabe
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2.1.8 Enzyme

In Tabelle 2-9 sind diein der Arbeat verwendeten Enzyme aufgefiihrt.

Tabelle 2-9: Enzyme

Enzym Beaugsguelle

RNase-FreeDNase OIAGEN. Hilden

Reverse Transkriptasen
Multiscibe Applied Biosystems, Weliterstadt
Omniscript QIAGEN, Hilden
Superscript Il RNase H Invitrogen, Karlsruhe

Lysozym Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Phosphatase, alkalische, Shrimp
Rapid DNA Ligation Kit

mit T4-DNA-Ligase
Restriktionsendonukleasen

RNase H
Tag-DNA-Polymerase Sequencing Grade
Tag-DNA-Polymerase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Boehringer, Mannheim; NEB, Frankfurt
Gibco/BRL, Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

2.1.9 Chemikalien

Chemikalien (Tabelle 2-10) wurden mit dem Reinheitsgrad ,,reinst” oder ,,p.a." bezogen.

Tabdle 2-10: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Agarose Neo (DNase frei) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Agarose NuSieve 3.1 Biozym, H. Oldendorf

dNTPs Roche, Mannheim

Dimethylsulfoxid (DM SO) Merck KgaA, Darmstadt

EDTA (Titriplex I11) Merck KgaA, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Ethanol Merck KgaA, Darmstadt

Ficoll Merck KgaA, Darmstadt

Glycerin (85 %) ASID Bonz und Sohn GmbH, Béblingen
B-Mercgptoethanol (B-ME) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Mineralol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Natriumchlorid Merck KgaA, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck KgaA, Darmstadt

Phe-Arg--Naphtylamid (MC-207,110
RiboGreen® RNA-Quantitation Kit
RNase Away

RNaseZAP™

SDS

SUPERases InN™ RNase Inhibitor
TrizmaHydrochlorid

TrizmaBase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Moleaular Probes, Leiden, NL

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Leek, NL

Roth, Karlsruhe

Ambion, Huntingdon, UK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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2.1.10 Gerate und Material

Die im Rahmen der Untersuchungen verwendeten Gerdte und Materiaien sind unter Angabe der
Herstellerfirmen in Tabelle 2-11 aufgefiihrt.

Tabdle 2-11; Gerateund Materialien

Gerét
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

Hersteller
Perkin Elmer Corporation, Foster City, USA

Platten-Photometer Multiskan-Multisoft®
Brutschrank

DNA-Synthesizer 391

Eledrophoresis Power Supply
Elektroporationsgerdt Genepulser I
Pulse Controller Il

Filterspitzen, variabel

Gelelektrophorese-Apparaturen Typ Comphor

Midi und Mini

GeneAmp 5700Sequence Btedion System

Gilson Kolbenhubpipetten, variabel
Inolab pH-Meter

Lichtmikroskop

mit Hyper HAD CCD-IRIS/RGB Color Video

Camera

Reinstwasseranlage Easy Pure LF
Rolli nkubator

Schittelinkubator Serie25

Schittelinkubator Certomat R +H

Schittelwasserbad Typ 1083
Spedraphotometer Hitachi 150-20
Spedraphotometer Cary 50
Spead Vac SC 100
Sterilfilter
Thermocycler 9700
Thermocycler UNO
Thermocycler T3
Thermocycler TGradient
Videodumentationsanlage, GDS-System
Videodumentationsanlage BioDoc system
Vortex Genie2
Zentrifugen:

Biofugepico

Biofuge fresco

Biofuge RS28

Rotoren #3048 und #3331
Biofuge A
Kihlzentrifuge J2-21,
Rotoren JA-20 urd JA-21

Labsystems Oy, Helsinki, Finnland
Heraaus, Osterode

Applied Biosystems, Pfungstadt
LKB Pharmada, Freiburg

Biorad Laboratories Minchen

Biozym Diagnostik GmbH, H. Oldendorf
Biozym Diagnostik GmbH, H. Oldendorf

Applied Biosystems, Weiterstadt
Abimed, Dissldorf

WTW Wissenschaftlich-Tednische
Werkstatten GmbH, Wellheim
ZeissAG, Jena

SONY International GmbH, Stuttgart

Barnstead

Schitt, Goéttingen

New Brunswick Scientific Co.,

New Yersey, USA

B. Braun Bioted International GmbH,
Melsungen

Gesell schaft fur Labortechnik, Hannover
Colora, Lorch

Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Savant, USA

Sartorius AG, Gottingen

Perkin Elmer Corp., Foster City, USA
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

INTAS, Gottingen

Biometra, Gottingen

Scientific Industries Inc. Bohemia, USA

Kendro, Hamburg
Kendro, Hamburg
Heraeus, Osterode

Heraeaus, Osterode
Bed<mann, Dussaldorf
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2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der Keimzahl

Die Anzahl an Zellen, die durch wiederholte Zellteilung eine Kolonie bilden kénren, wurde wie
folgt bestimmt: Aus der zu untersuchenden Bakteriensuspension wurden 0,5 ml entnommen und
in  physiologischer Kochsalzlésung sukzessve 1:10 vedinnt. Die Anzahl der
Verduinnungs<hritte richtete sich nach der optischen Dichte der Bakterienkultur bzw. der etwa
erwarteten Keimzahl. Von den letzten vier Verdinnungen wurden jeweils 50 pl auf ein Viertel
einer Agarplatte ausplattiert und 24h bei 37°C inkubiert. Die koloniebildenden Einheiten
(KBE) wurden ausgezélt und auf 1 ml Bakteriensuspension bezogen (KBE/m).

2.2.2 Identifizierung der Bakterien

Die Identifizierung der Bakterienstdmme efolgte mittels des Identifizierungssystems der Firma
MERLIN Diagnostika GmbH, Bornheim. Verwendet wurden Mikrotitrationsplatten des Typs
MICRONAUT-E, die fur die Identifizierung von Enterobaderiaceae und anderen
gramnegativen, Oxidase-negativen Bakterien vorgesehen sind. Die Identifizierung basiert auf 21
unterschiedlichen hiochemischen Reé&ktionen, deren Nadweis Uber Saure-Indikatoren oder
chromogene Substrate erfolgt.

Einzdne Kolonien einer 18-24 Stunden alten Bakterienkultur auf Isosensitest-Agar wurden in
physiologischer Kochsalzlosung suspendiert, die optische Dichte wurde auf den McFarland-
Standard 0,5 (ODsgo = 0,12) eingestellt. Dies entspricht einer Keimzahl von ca 10° KBE/ml.
100l der Suspension wurden in 100ml Isosensitest-Bouillon verdinnt. Die Mikrotitrations-
platten wurden mit 100ul dieser Bakteriensuspension pro Vertiefung beschickt. Einzene
Vertiefungen wurden mit Parafindl Uberschichtet und die Platten anschlief3end bei 37 °C fir 18
24 h bebritet. Nadh der Inkubation wurde e@nzdnen Redktionen Indol- bzw. TDA-Reaenz
zugeftigt. Vor dem Ablesen der Mikrotitrationsplatten wurde aur Farbentwicklung der beiden
Reationen his zu 30min gewartet. Die Platten wurden mit dem Multiskan-Multisoft®
Photometer abgelesen und mit der zugehtrigen MCN-Computersoftware (Demos Compuiter,
Ko6In) ausgewertet.

2.2.3 Bestimmung der Generationszeit

Die Wadstumskurve aner Bakterienpopulation weist zunadst eine Anlaufphase aiuf (lag-
Phase), die nadh einiger Zeit in eine exponentielle Phase (log-Phase) Ubergeht und schliefdlich
nach einer stationaren Phase in einer Absterbephase endet. Die Generationszet von Bakterien
wird innerhalb der exponentiellen Phase nach folgenden Formeln ermittelt:
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Um die Generationszat der einzdnen Isolate a1 messen, wurde ane 1:1000 Verdinnung der
entsprechenden UN-Kultur in 100ml N I-Medium angesetzt. Diese wurde bei 37°C und
250UpM inkubiert. In Abstdnden von 15 min wurden Proben entnommen, gedgnet verdinnt
und je 50l der letzten vier Verdinnungsgufen auf N I-Agarplatten ausplattiert. Die Platten
wurden UN bei 37 °C bebritet, die Kolonien bei gedgneter Verdinnungsgsufe ausgezalt und
anschlief3end de KBE/ml bestimmt. Aus den Werten wurde ane Grafik angefertigt, eine lineae
Regresson durchgefuhrt und anhand der obigen Formdn die Geneationszdt g errechaet.

2.2.4 Reduzierung der Wachstumsrate

Eine Reduzierung der Wadhstumsrate wurde durch Absenken der Inkubationstemperatur auf
24,5 °C und eine asdtzliche Habierung des Nahrstoffgehalts des Mediums (1/2 x N I-Agar)
erzielt. Trubungsmesaungen bei 24,5 °C mit 1/2 x N I-Bouillon zegten, dassdie Generationszat
von WT-4- und WT-3-1-Kulturen auf etwa 100min anstieg. Zellen, die ane derart geringe
Wadstumsrate aufweisen, besitzen nur 1 bis 1,2 DNA-Kopien pro Zelle (189 und sind daher in
ihrer Fahigkeit zur homologen Rekombination beantraditigt.

2.2.5 Untersuchung der Zellmorph olog ie

Veradnderungen in der Zellmorphologie, die infolge ener Behandlung mit Topoisomerase-
Inhibitoren auftraten, z. B. Filamentierung der Zellen, Ausbildung von Vakuolen oder Zelllysis,
wurden unter dem Lichtmikroskop beobadtet. Hierzu wurden 15pl der zu untersuchenden
Bakterienkultur auf ein Dedkglas pipettiert, umgedreht auf ein Objekttrager gelegt und unter
dem Mikroskop im Hellfeld bel 100Gader Vergroferung beobaditet. Zur fotografischen
Dokumentation wurden Agarose-beschichtete Objekttrager (23) verwendet, wodurch die E. coli-
Zellen unter dem Dedkglasin einer Ebene fixiert wurden.
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2.2.6 Empfindlichkeitsprifung von Bakterien

2.2.6.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Als minimale Hemmkonzentration (MHK) eines Antibiotikums gilt digenige Konzentration, die
das schtbare Wadhstum von Bakterien deutlich hemnt. Die Bestimmung der MHK wurde
mittels des Mikrodilutionsrerfahrens genéld DIN 589408 (77) durchgefihrt.

Es wurde @ne lineae Verdinnungsreihe des Antibiotikums durch sukzessve 1:2 Verdinnung in
Kationen-adjustierter MH-Bouillon (KAMHB) hergestellt. Je 50l ener Verdinnungsgufe
wurden in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben. Auf diese Weise wurden pro Reihe df
Vertiefungen der Platte mit absteigenden Antbiotikumkonzentrationen beflillt, wahrend in die
zwolfte Vertiefung as Wadstumskontrolle KAMHB gegeben wurde. Das erforderliche
Inokulum von 5 x10° KBE/ml wurde hergestellt, indem von einer 18-24 h alten Bakterienkultur
auf MH-Agar einzdne Kolonien in KAMHB suspendiert, und de optische Dichte aif den
McFarland-Standard 0,5 (ODsgp = 0,120 eingestellt wurde. Dies entspricht einer Keimzahl von
ca 10° KBE/ml. Diese Suspension wurde 1:100 mit KAMHB verdinnt, so dass $ch eine
Keimzahl von etwa 1x10° KBE/ml ergab. Die mit Antibiotikumldsung beschickten
Mikrotiterplatten wurden mit 50 pl dieser Bakteriensuspension pro Vertiefung beschickt. Nacdh
18-20h Bebritung bei 37°C wurde die Mikrotiterplatte dgelesen. Tellweise wurden zur
Bestimmung der MHK auch MICRONAUT-S-Mikrotitrationsplatten der Firma MERLIN
Diagnostika GmbH (Bornheim) eingesetzt, die Antibiotika in dehydratisierter Form enthielten.

Da die verwendeten Stamme tellweise nur geringe Empfindlichkeiten gegentiber einigen
Inhibitoren aufwiesen, wurde aur Testung von Rutin die Permeddilitdt und damit die
Empfindlichkeit der Zellen durch Zugabe ener subinhibitorischen Konzentration (75 pg/mi)
Polymyxin B Nonapeptid (PMBN) zum Inokulum erhéht (332). Fir die Testung von Etoposid
wurde tellweise der Effluxpumpeninhibitor MC-207,110 (209 in subinhibitorischen
Konzentrationen (40-320 uM) zugegeben.

2.2.6.2 Empfindlichkeitstestung mittels Gradienten-Platten

Um keine distinkte MHK-Stufe sondern eine genaue Konzentration eines Antibiotikums, die au
einer Wadstumshemmung fuhrt, zu ermitteln, wurden Agarplatten mit einem kontinuierlichen
Konzentrationsgradienten eines Antibiotikums nadh Szybalski (321) hergestellt (Abb. 2-1).
Hierfir wurde aunadhst flissger MH-Agar (40 ml) in eine schrag stehende redhtedkige Kammer
gegosen (Schritt 1). Nadh dem Erkalten der ersten Agarschicht wurde die Kammer in eine
horizontale Lage gebracht und mit antibiotikahaltigem MH-Agar Uberschichtet (Schritt 2). Es
kommt zu einer vertikalen Diffuson des Antibiotikums zwischen den Agarschichten, so dass
sich ein lineaer Konzentrationsgradient parallel zur Langsadse der Kammer ausbil det.
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Schritt 1 Schritt 2

\ antibiotikumhaltiger
| Ager
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Abbildung. 2-1: Herstellung vonGradientenplatten nach Szybalski (1952

Exponentiell wachsende Kulturen in MH-Bouillon wurden auf 10° KBE/ml verdinnt und mit
einem Wattestdbchen in Richtung des Gradienten ausgestrichen. Nad einer Bebritung fir 24-
48h bei 37 °C wurde die MHK des Antibiotikums anhand der Wadhstumsgrenze aif der Platte
ermittelt.

2.2.6.3 Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration

Wéhrend de MHK nur die Hemmung des Wadstums berticksichtigt, ermdglicht die
Bestimmung der minimalen bekteriziden Konzentration (MBK) Aussagen zur Bakterizidie anes
Antibiotikums. Als MBK gilt digenige Konzentration, die nach 24 h die Keimzahl um mehr als
99,9 % reduzert (243.

Die Bestimmung der MBK erfolgte im Anschlussan die Bestimmung der MHK, indem aus vier
Vertiefungen, entsprechend 1/2 x MHK bis 4 x MHK, nadh Durchmischung jewells 50 pl
entnommen wurden. Jedes Aliquot wurde auf einer einzenen antibiotikumfreien MH-Agarplatte
ausplattiert und somit das Problem eines Antibiotikum-Ubertrags verhindert (19). Die Kolonien
wurden nach Bebritung (24 h bei 37 °C) ausgezélt.

2.2.6.4 Absterbekinetiken

Im Gegensatz zur Endpunktbestimmung, wie sie die MBK nad 24 h darstellt, ermdglichen
Absterbekinetiken prazse Aussagen Uber den Zeitpunkt einer Wadhstumshemmung oder den
Zeitpunkt und das Ausmal’d eines mdglichen Verlusts der Teillungsfahigkeit bei einer bestimmten
Inhibitorkonzentration. Es wurden jeweils Vielfadhe der MHK eines Antibiotikums eingesetzt,
um Empfindlichkeitsunterschiede avischen den verschiedenen Stammen auszugleichen. Fur ale
Absterbekinetiken erfolgte die Inkubation in 100ml Erlenmeyerkolben mit 12-13ml
Nahrbouillon (LB, N | oder KAMHB) oder Phospat-gepufferter Salzlosung (PBS) bei 37 °C im
Luft- oder Wassrbad-Schittler (130UpM). Zu bestimmten Zeitwerten unmittelbar vor und
nach Zugabe des Antibiotikums wurden Proben entnommen und eine Keimzahlbestimmung
geméaR 2.2.1 durchgefiihrt. Ein Ubertrag nennenswerter Antibiotikumkonzentrationen wurde
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durch die Verdinnung vor dem Ausplattieren oder durch Filtrierung und Waschung mit 5 ml
NaCl verhindert. Die graphische Darstelung erfolgte ds Veranderung (Differenz) der
logarithmierten KBE/ml (log KBE/m) Uber die Zeit.

Fur Absterbekinetiken mit exponentiell wadsenden Kulturen wurden 15 ml Nahrbouillon mit
1/1000Vol einer in gleichem Nahrmedium angezogenen UN-Kultur beimpft, bis zu einer
ODsgo= 0,1 (entsprechend etwa 2,0x 10° KBE/mI) inkubiert, und dann das Antibiotikum
Zugesetzt. Da die verwendeten Stdmme tellweise nur geringe Empfindlichkeiten gegenUber
einigen Inhibitoren aufwiesen wurde zur Testung von Rutin die Permedbilitét und damit die
Empfindlichkeit der Zellen durch Zugabe ener subinhibitorischen Konzentration (75 pg/ml)
Polymyxin B Nonapeptid (PMBN) erhéht (332). Die Zugabe von PMBN erfolgte zetgleich mit
dem Animpfen der Kultur. Zur Testung von Etoposd wurde zetgleich mit diesem
Topoisomerase-Inhibitor der Effluxpumpeninhibitor MC-207,110 in subinhibitorischer
Konzentration (40 uM) zugegeben.

Fir Absterbekinetiken mit wadstums- und tellungsinaktiven Zellen wurden exponentiell
wadsende Kulturen nach dem Erreichen der ODsgo= 0,1 und vor Zugabe des Antibiotikums
entweder fur 1 h mit Chloramphenicol (50 pg/ml) behandelt, oder abzentrifugiert, zweimal mit
PBS (pH 7,4) gewaschen und in PBS flr 2 h resuspendiert.

2.2.7 Allgemeines Arbeiten mit RNA

Um Kontaminationen mit RNasen und in deren Folge a@ne Degradation von RNA zu vermeiden,
wurden ale Arbeiten mit RNA mit puderfreien Einmalhandschuhen an einem separaten RNase-
frelen Platz mit einem separaten Pipettensatz und RNase-freien Filterspitzen durchgefiihrt.

2.2.8 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte aus 10” bis 10° Bakterien. Um eine Degradation von
RNA durch zdluldre RNasen und Veranderungen der Genexpresson wahrend der Pr8paration
zu vermeiden, wurde der zdlula&re RNA-Pool zunddhst stabilisiert. Hierzu wurde 1 Vol
Zellsuspension (meist 490ul) direkt zu 2Vol RNAproted™ Baderia Reggent (QIAGEN,
Hilden) gegeben, fur 5s kréftig geschuttelt und fir 5min bal Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieflend wurden die Zellen 8 min bei 7.000x g abzentrifugiert, der Uberstand abdekantiert
und das Pellet bel —80°C eingefroren.

Der Zdlaufschluss und de RNA-Isolierung erfolgte gemd? dem RNeasy Mini Protokoll
(QIAGEN, Hilden). Hierzu wurde das Z€llpelet mit 1 Vol TE-Puffer + Lysozym (0,4 mg/ml)
versetzt, fir 4 min mit zwischenzetlichem kréaftigen Schitteln inkubiert. Anschlief3end wurden
3,5Vol RLT-Lysspuffer (mit 5% B-Mercgptoethanol) zugefligt, kraftig geschittelt und fur
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2 min inkubiert. RLT-Lysispuffer enthélt das gark denaturierende Guanidin-Isothiocyanat, das
RNasen sofort inaktiviert. Es wurden 2,5 Vol Ethanol zugefiigt, das Reaktionsgefald mehrfach
vorsichtig invertiert und de Suspension auf die RNeasy-Saule pipettiert. Diese Saule enthalt
eine Silicagel-Membran, an die RNA adsorbiert. Nadc der Zentrifugation (15s bei >8.000x g)
wurde das Zentrifugat entfernt, die Saule mit 350 ul RW1 Waschpuffer fir 5 min inkubiert und
durch Zentrifugation gesplit. In diesem Schritt wird ein Grof¥ell der DNA eliminiert. Es folgte
ein DNase-Verdau auf der Saule fir 15min bei Raumtemperatur mit dem RNase-Free DNase
Set (QIAGEN, Hilden). Im Anschlusswurde die Saule nochmals mit 350l RW1 Puffer gesplit
und zusatzlich zweimal mit je 500 ul RPE-Puffer gewaschen, wodurch auch die DNase entfernt
wurde. Nachdem die Membran trocken zentrifugiert wurde, erfolgte die Elution der RNA in ein
RNase-freies 1,5 ml Redktionsgefald: Hierzu wurden zunachst 55pl RNase-freles Wasser
(50°C, QIAGEN, Hilden) auf die Saule apliziert, fur 3 min inkubiert und abzentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde mit weiteren 55 pl RNase-freiles Wasser (50 °C) wiederholt. Die RNA
wurde dann auf Eis gelagert, die Konzentration bestimmt (2.2.9) und nacdh einer Aliquotierung
bei —80°C eingefroren.

2.2.9 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA nach nach dem DNase-Verdau, erfolgte indem die
Absorption bei einer Wellenlange von 260nm (Azeo) in einem Spektralphotometer bestimmt
wurde. Die RNA-Proben wurden in einer 200l Quarzglas-Kivette mit RNase-freiem Wassr
soweit verdinnt, dassdie Messverte Uber 0,12 lagen. Die Konzentration errechnete sich aus der
Formel:

c[ug/ml] =40 A 260 Verdinnung

2.2.10 Fluorometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur Veifizierung der  gpektrometrischen  Konzentrationsbestimmung  erfolgte  ene
Konzentrationsbestimmung mit dem Fluoreszenzfarbstoff RiboGreen® (Moleaular Probes, NL).
Mit einem RNA-Standard (16S rRNA) definierter Konzentration und dem RiboGreen® Assy
Reagenz wurde aunadist mit verschiedenen Verdinnungen des Standards eine Eichgerade im
Bereich von 20ng/ml - 1 pg/ml erstellt und anhand deser Eichgerade die RNA-Konzentration
der zu untersuchenden Probe emittelt. Die Proben wurden zuvor 1:1000 und 1:500 verdinrt,
um Werte im Konzentrationsbereich der Eichgerade zuerhdten.
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2.2.11 Reinheitsbestimmung von RNA

Das Absorptionsverhdtnis Azsi/Azgo ist ein Mal3 fir die Reinheit von RNA bezogen auf
Verunreinigungen wie Proteine, die bel 280nm absorbieren. Da dieses Absorptionsverhdtnis
durch den pH-Wert beanflusd wird (353) und reines Wassr nicht gepuffert ist, wurde aur
Verdinnung der RNA 10mM Tris-HCI, pH 7,5 verwendet. Reine DNA besitzt ein A,sd/A2s0
Verhdltnisvon 1,9-21in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5.

Nur bei Werten >1,9 wurde die RNA fur weitere Untersuchungen verwendet.

2.2.12 Qualitatsprifung von RNA

Die Qualitéat der prdparierten Gesamt-RNA wurde durch Gelelektrophorese in einem nativen
TBE-Agarosegel anhand der rRNA-Banden Uberprift. Unfragmentierte RNA zachnet sich
durch zwei distinkte rRNA-Banden im nativen Agarosegel aus, von denen die obere (23S
rRNA) Bande dwa die doppelte Intensitdt der unteren (16S rRNA) Bande besitzt. Zur
Lineaisierung der rRNA wurde 1 ug Gesamt-RNA vor dem Auftrag auf das Gel in einem EtBr-
haltigen denaturierenden 5 x RNA-Ladepuffer bel 75 °C fur 10 min inkubiert (252 und auf Eis
abgekuhit. Die Gelelektrophorese afolgte fir 1 h in einem 1 % nativen Agarosegel mit 1 x TBE
Puffer und einer Feldstdrke von 7 V/ecm. Um Kontaminationen mit RNasen zu verhindern,
wurde die Elektrophoresekammer sowie Gelradk und Applikationskamm zunddst mit 0,5 %
SDS-LOsung gereinigt, mit RNase-freem Wassr (aus der Millipor-Anlage) gesplilt,
anschlief3end mit 1 % H,O, fir 10 min inkubiert und erneut mit RNase-freiem Wasser gespllt.

2.2.13 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung der
Oligonukleotide

Bei einer Wellenlange von 260nm wurde die 1:500 verdinnte Primerldsung photometrisch
vermessen. Die Konzentration erredinet sich nach folgender Formel:

A 5o OVerdinnung
AnzahlderBasen 10,001

c[pmol/ul] =

2.2.14 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die von Kary Mullis entwickelte Methode aur Vervidféltigung speazfischer DNA-Sequenzen
wird als Polymerase-Ketten-Re&ktion (PCR) bezechnet (285. Grundprinzip der PCR ist die
zyklische Amplifizierung von DNA-Fragmenten, wobel die Zahl der Fragmente durch
sukzessve Verdopplung exponentiell steigt und theoretisch mach ntem Zyklus 2" DNA-
Molekile im Ansatz vorliegen. In der Praxisgilt jedoch eher folgende Gleichung:
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N=No- (1+E)"

Hierbel ist N die Anzahl der amplifizierten Molekile, No die Molekihizahl vor Amplifikation
und n die Zyklenzahl. E ist die Effizienz der Re&tion und besitzt einen Wert zwischen O (keine
Amplifikation) und 1 (maximale Amplifikation). Dieser Wert hangt sehr stark vom
Optimierungsgrad ab und &ndert sich zudem aul3erhalb der exponentiellen Phase der PCR.
Aufgrund stochastischer Effekte beginnt die exponentielle Phase der Amplifikation erst nach
etwa 10 Zyklen und endet aufgrund einer Reaktionshemmung nach etwa 30 Zyklen. Weitere
Zyklen fuhren dann zunadchst zu einer lineaen und schliefdlich keiner weiteren Amplifikation
(Plateau-Effekt). Ursadilich fir diese Hemmung sind u a das wéhrend der PCR gebildete
Pyrophosphat, die @nehmende Aktivitét der Polymerase, und eine Konkurrenz von Primer und
Produkt um die Anlagerung. Vorausstzung fur die Durchfihrung einer PCR ist die Kenntnis
der flankierenden Sequenzbereiche des zu amplifizierenden DNA-Fragments, da ais ihnen die
Sequenz der Starter©ligonukleotide (Primer) abgeleitet wird.

In dieser Arbeit wurde die PCR gemél3 des Standardansatzes in Tab. 2-12 durchgefuhrt. Fir
Ansdtze mit einem Volumen von 20 ul wurde jewells 1/5 derangegebena V oluminae ngesetzt.

Tabelle 2-12: PCR-Standar dansatz fur eine Reaktion a 100l

Volumen |Komponente

5ul Template (100 ng/ul)
2ul Primer 1 (10 pmol/ul)
2ul Primer 2 (10 pmol/ul)
10ul 10xPolymerase-Puffer

6 ul MgCl, (25 mM)

2,5ul dNTP-Mix (2 mM)

5ul DM SO (optional)

0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
ad 100ul | Reinstwassr

Ein Zyklusder PCR besteht aus drei Schritten:

1 Denaturierung der doppestrangigen DNA-Probe in Einzdstrange.

2. Anlagerung (Anneding) der Primer an die komplementare Sequenz in der DNA-Probe.

3 Verlangerung (Extension) der *OH-Enden der angelagerten Primer durch
enzymkatalysierte Addition von komplementéren Desoxynukleotiden.

Beim Einsatz chromosomaler DNA als Template wurden etwa 3-5 Kolonien einer frischen UN-

Agarplatte in 200l Reinstwasser resuspendiert und 15min aufgekocht. Anschlief3end wurde

der Ansatz zentrifugiert (13.000UpM, Raumtemparatur, 5 min) und 5l des klaren Uberstands

als Template verwendet.

Die Auswahl des Temperaturprofils ist fir jede PCR spezfisch. Die Anlagerungstemperatur
(Ta) sollite 4 °C unterhalb der Schmelztemperatur (T.) der verwendeten Primer liegen. T ergibt
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sich aus der Basenzusammensetzung der Primer und berechnet sich wie folgt:
T [°C] = [(2dGTP+2dCTP)x 4]+[(ZdATP+2dTTP)x 2]

Die Dauer der Verlangerungsreaktion (tv) ist von der Lange des zu amplifizierenden Fragmentes
abhangig. Die hier eingesetzten thermostabilen Polymerasen synthetisieren etwa 1 kb pro min.

Alle PCR-Re&tionen erfolgten nach folgenden Temperaturprofil :

| Denaturierung: 94°C S5min |
Anlagerung: Ta°C 30s

Verlangerung: 72°C tvs 25-35x
Denaturierung: 94°C 30s

Anlagerung: Ta°C 30s

Verlangerung: 72°C 5min

Die Uberpriifung der PCR-Produkte fand durch eine Agarose-Gelelektrophorese statt (2.2.17).

2.2.15 Quantitative real-time RT-PCR

Die Quantifizierung von speafischen mRNAs erfolgte durch eine Reverse Transkription (RT)
mit nadhgeschalteter quantitativer red-time PCR. Die verwendeten genspezfischen Primer
(sehe Tabele 2-2) wurden mit dem Programm Primer Express™ (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt) geméR den Vorgaben fir das Amplikon-Design fiir SYBR® Grear-Applikationen
(8) beredhnet. Mittels BLAST-Suche wurden Primer mit unspezfischen Bindestellen im E. coli
K12-Genom ausgeschlossen.

2.2.15.1 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese dient mRNA als Matrize fir die Synthese anes komplementéren DNA-
Strangs (cCDNA) ausgehend von einem Starter-Oligonukleotid. Die Verlangerungsre&ktion, auch
as Reverse Transkription (RT) bezechnet, wird am mRNA-Template durch retrovirale DNA-
Polymerasen (Reverse Transkriptasen), katalysiert. Als Oligonukleotide wurden genspezfische
Primer (GSP verwendet, die nahe dem 3-Ende des Gens binden. Die Kombination mehrerer
GSP in einem Gemisch ermdglichte die gleichzatige dMNA-Synthese mehrerer Gene. Flr einen
RT-Ansatz wurden folgende Komponenten auf Eis zusammenpipettiert:
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Tabele2-13: RT-Ansatz fir eine Reaktion a 20 pl

Volumen Komponente Endkonzentration
X Ml RNA 150ng

Ansatzl 24yl GSP-Mix (6 Primer a2 pmol) 100nM/Primer
ad 6,5ul RNase-freies Wasser

4ul 5 x RT-Puffer 1x

2ul 0,1MDTT 10mM

4ul dNTPs (je 2,5 mM) je0,5mM
Ansatz 2 mischen

0,5 ul RNase Inhibitor (20 U/pul) 0,5 u/ul
0,6 pl Superscript 11 (200U/ul) 6 U/ul bzw 120U

Zunadst wurden der Ansatz 1 (Tab. 1-13) bel 65°C fur 5 min im Thermocycler denaturiert.
Nad einem direkten Temperatur-Shift auf 45 °C wurde der fir 2 min auf 45 °C vorgewdrmte
Ansatz 2 (Tab. 2-13) zugefugt, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und fir 60 min bal 45°C
inkubiert. Zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurde das Reé&ktionsgemisch fir
15min auf 70 °C erhitzt und sofort auf Eis gelagert oder bei —20°C eingefroren.

2.2.15.2 real-time PCR

Die red-time PCR (Echtzat-PCR) wurde von Higuchi und Mitarbeiter entwickelt (146, 147)
und ermdglicht die Quantifizierung von Nukleinsduren mittels einer Fluoreszenzmesaung. Im
Gegensatz zu herkdmmlichen PCR-Verfahren, bel denen eine Bestimmung von Endprodukten
im besten Falle semiquantitativ stattfindet, erfolgt bei der red-time PCR ene Messung der
DNA-Menge wéhrend oder nadh jedem Zyklus und ermoglicht somit eine quantitative
Bestimmung deranfanglichen DNA-Menge.

Der zur DNA-Quantifizierung verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | interkaliert
wéahrend der Primer-Verlangerungsreaktion in die neu gebildete dsDNA und fluoresziert nach
Anregung duch eine Halogenlampe (296). Die emittierte Fluoreszenz wird duch eine CCD-
Kamera detektiert und ist linea zur Konzentration der gebildeten dsDNA-Molekile. Je mehr
Startkopien in die PCR eingebradht werden, desto friher wird ein signifikanter Anstieg der
FHuoreszenz gemessen. Als Parameter fir die Bestimmung der Startkopienzahl wird in der
exponentiellen Phase der PCR der Cr-Wert (threshold cycle) beredhnet, der in Bruchtelen die
Zykluszehl angibt, bel dem die Fuoreszenz danen festgelegten Schwellenwert (in der
vorliegenden Arbeit 0,1) Uberschreitet. Die Hintergrundfluoreszenz (Baseline), die in die
Beredhnung des Cr-Wertes eingeht, wurde awvischen Zyklus 3 und 6 Zyklen vor dem Cr-Wert
festgelegt. Da SYBR® Green | unspezfisch in jede dsDNA interkaliert, verursachen auch
Primer-Dimere, die sich wahrend der PCR bilden, einen Fluoreszenzanstieg. Eine Uberpriifung
auf unspeazfische Produkte (z. B. Primer-Dimere) erfolgte nach abgeschlosener PCR mittels
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einer Analyse der Fragmente in einem 4% NuSieve 3.1 Agarose-Gel (2.2.17) und einer
Schmelzpunktanalyse im Thermocycler. Hierbei wurden die PCR-Produkte kontinuierlich von
60-95 °C aufgeheizt, so dass $e entspredhend ihrem Schmelzpunkt nur noch as Einzdstrang
vorlagen. Die damit einhergehende Fluoreszenzabnahme wurde aufgezechnet und ermdglichte
die Differenzierung zwischen kurzen, bei niedriger Temperatur schmelzenden Primer-Dimeren
und den langeren spezifischen PCR-Produkten.

Die Amplifikation und Detektion von cDNA erfolgte mit dem GeneAmp® 5700 Sequence
Detedion System (Applied Biosystems, Welterstadt) und der zughorigen Software.

Fur jede red-time PCR erfolgte @ne Optimierung der Effizienz, indem zunadhst der Einflussder
Primerkonzentrationen im Bereich 50-900nM und anschlief3end der Magnesiumkonzentration
im Bereich 3,0-4,25 uM getestet wurde. Die Effizienz der PCR wurde dann flr jedes gezfische
Template Uber einen Konzentrationsbereich von 3 Zehnerpotenzen ermittelt, indem das
Verhdltnis von Cr-Wert zum Logarithmus der relativen Startkopienzahl anhand einer
Regressonsgraden bestimmt wurde.

In dieser Arbeit wurde die red-time PCR gemdld des Standardansatzes in Tabelle 2-14 in
dreifacdh-Ansétzen a 10 pl durchgefiihrt.

Tabelle 2-14: real-time PCR-Standar dansatz fir eine Reaktion a 10 pl

Volumen |Komponente Endkonzentration
1 cDNA-Template (RT- |1 Vol%; aquivaent zu
Ansatz 1/10verdinnt) | 0,75 ng RNA

variabel Primer F (5 pmol/ul) | 150-300nM

variabel Primer R (5 pmol/pl) | 75450nM

5ul 2xSYBR® Green 3 mM MgCl,, 200puM dNTPs,
PCR Mastermix 0,25 U AmpliTag Gold®
0,4 pl MgCl, (25 mM) 4 mM (3 mM durch Mastermix)

ad 10pl Reinstwassr

Um die Abweichungen zwischen Mehrfad-PCR-Ansédtzen zu minimieren und moglichst
gleiche Amplifikationsbedingungen fir dle PCRs innerhab eines Laufs (maxima 96
Reé&ktionen) zu erhalten, wurden zunddhst verschiedene Mastermixe hergestellt:

M astermix 1: 2xSYBR® Green PCR Mastermix, Reinstwasser, MgCl, (25 mM)
Mastermix 2: (Primer-speafisch): Mastermix 1, Primer F, Primer R, Reinstwassr

Mastermix 3: (Amplikon-spezfisch): Mastermix 2, Template
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Alle red-time PCRs erfolgten mit folgendem Temperaturprofil :

Aktivierung der AmpliTaq
Gold®-Polymerase: 95°C 10 min
Anlagerung/Verlangerung: 60°C 30s 40 %
Denaturierung: 95°C 15s

| Schmelzpunktanalyse: 60-95°C |

Als Negativkontrollen wurden eine ,No Template® Kontrolle und eine ,,No-RT* Kontrolle
(0,75 ng Gesamt-RNA als Template) mitgefihrt.

2.2.15.3 Berechnung der Genexpression

Die Beredhnung der Expresson eines Gens erfolgte nicht absolut, sondern als relative Anderung
infolge veranderter Kulturbedingungen, indem die mittleren Cr-Werte von mRNA-Aquivalenten
(cDNAS) aus zwel unterschiedlichen Kulturbedingungen (Probe und Referenz) in einem RT-
PCR-Lauf miteinander verglichen wurden. Als Schwellenwert (threshold) wurde 0,1 festgelegt.
Fur die Normaliserung der ermittelten Cr-Werte diente a@ne konstante Menge der in die RT-
Reaktion eingesetzten Gesamt-RNA (47) von 150ng bzw. das entsprechende dDNA-Aquivalent
von 1/200Vol des Gesamt-RT-Ansatzes. Die Berechnung der relativen Genexpresson (Exa)
erfolgte unter Einbezehung des aus drei Messungen (n= 3) gemittelten Cr-Wertes (CT) der
Referenz (R) und der Probe (P) unter Einbezehung der genspeafischen Effizienz der PCR-
Reé&ktion (Eg) gemdl? folgender Formel:

(1) EXreI:EG(C_TR_C_TP)

Die ampirische Standardabweichung des mittleren Cr-Werts (sCT) mit n= 3 (Dreifachansatz
siehe 2.2.15.2) wurde gemdl3 folgender Formel berednet:

2 sCT = Z(CTi_ﬁ)z

Die Standardabweichung der mittleren relativen Genexpresson (SEx;¢) wurde unter
Bertcksichtigung des Gaul¥schen Fehlerfortpflanzungsgesetzes (31) basierend auf der
folgenden von Muller et a. beschriebenen Formel (237) beredhnet:

(3 SExa = ECTr~CTe) . [(In(Eq)BCTx) +(In(E4)SCT+)’
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Da die Effizienzbestimmung ebenfalls fehlerbehaftet ist und des in Forme (3) nicht
berlicksichtigt ist, wurde aunadst der Standardfehler der Effizienz (sE) mit folgender Formel
ermittelt, wobei ASteigung den Standardfehler der Regressonsgeradn darstdlit:

-1

(4) SE= 10999 [In(10

Steigung
Steigung®

Der Gesamtfehler der mittleren relativen Genexpresson (SExq¢) wurde unter Beriicksichtigung
des Gaul¥' schen Fehlerfortpflanzungsgesetzes gemal3 folgender Formel beredhnet:

2
_ £ (GFe-Cro) . [(CTa-CT g%)ﬂne SCTx)’ +(In(Eq) BCTe )’
(5) sEx,q = ECTr ~CTe \/(( «=CT )z | +(In(E;)SCTr) +(In(E;)sCTr)
Die Standardabweichung der mittleren relativen Genexpresson aus Wiederholungs-

experimenten mit unterschiedlichen RNA-Proben (AEx,¢) wurde unter Berticksichtigung des
Gaul’ schen Fehlerfortpflanzungsgesetzes nadh folgender Formel beredhnet:

n

(SE%a)’

1=1

(6) AEXyq =

S|k

Zur Ermittlung von statistisch signifikanten Unterschieden in der Genexpresson wurde an Test
auf Gleichheit durchgefuhrt (Ho: px=Hy). Die Nullhypothese (Ho) der Gleichheit wurde
akzeptiert falls:

XY

\/ DEX,q(X) , DEXq(Y)

< Z

al2

andernfalls bestand ein signifikanter Unterschied mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p-Wert)
von <a/2. Der z,»-Wert wurde aus der Gauld' schen Normalverteilung entnommen, da nicht die
empirischen Varianzen, sondern die mittels Fehlerfortpflanzung bestimmten Standardfehler
(AEXq¢) verwendet wurden.

Die Bestimmung der empirischen Varianz und de Verwendung der von W.S. Gosst
beschriebenen t-Statistik (121) erwies sch auf Grund der sehr geringen Stichprobenzahl (z. B.
n=23) as ungedgnet zur Bestimmung von statistisch signifikanten Unterschieden der
Genexpresson.
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2.2.16 Bestimmung von 5' mRNA-Enden

Eine Methode fir die Bestimmung von 5" mRNA-Enden, d. h. der Transkriptionsgartpunkte von
Genen, stellt die ,Primer-Extension-Analyse dar. Hierbel bindet en meist radioaktiv-
markierter DNA-Primer etwa 100 b stromabwaérts des vermuteten Transkriptionsgartpunkts an
die mRNA und wird mittels einer Reversen Transkriptase bis zum 5" mRNA-Ende verlangert.
Wird mit diesem Primer zusétzlich eine radioaktive Sequenzierung durchgefuhrt, ermdglicht die
paralele Auftragung der Sequenzierungsfragmente mit der cDNA auf einem Polyaaylamidgel
nach der Detektion die Bestimmung der Lange ds auch die relative Haufigkeit der cDNAs und
somit der vermeintlichen Transkriptionsdartpunkte. Sekundarstrukturen in der mRNA kdnnen
die Reverse Transkriptase a1 einem vorzetigen Abbruch der cDNA-Synthese avingen, wodurch
die cDNA das 5 mRNA-Enden nicht korrekt widerspiegelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde an neues Verfahren entwickelt, das auf der ,Primer-
Extenson“-Analyse basiert, jedoch Primer verwendet, die a ihrem 5-Ende mit dem
Huoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-fluorescein Phosphoamidite (6-FAM) markiert waren. Die
Detektion und Langenbestimmung der Fluoreszenz-markierten cDNAs erfolgte im POP-6™
Polymer (Applied Biosystems) durch Kapill arelektrophorese im ABI PRIsM® 310 Genetic
Anayzer (Applied Biosystems) mit Hilfe verschiedener Langenstandards und der GeneScan®
Software (Verson 3.1.2, PE Applied Biosystems). Fur enen ,Primer-Extenson”-Ansatz
wurden folgende Komponenten auf Eis zusammenpipettiert:

Tabelle 2-15: , Primer-Extension“ -Ansatz fir eine Reaktion a 50 pl

Volumen Komponente Endkonzentration

X Ml Gesamt-RNA 35ug
Ansatz1l 1yl 6-FAM-Primer (0,5 mol/pul) 10nM

ad 32Ul  RNase-freles Wassr

5ul 10x RT-Puffer 1x

5ul dNTPs(je 2,5 mM) je 0,5 mM
Ansatz 2 mischen

2 Ul RNase Inhibitor (20 U/ul) 0,8 U/ul

6 ul Omniscript RT (4 U/ul) 0,5 U/ul bzw 24 U

Zunadst wurde der Ansatz 1 (Tabelle 2-15) bei 65 °C fur 5 min im Thermocycler denaturiert.
Die Anlagerung des 6-FAM-ParC- oder 6-FAM-ParE-Primers erfolgte schrittweise (60 °C fur
1 min, 56°C fir 10min, 50°C fir 1 min und 45°C fir 1 min). Der fur 2min auf 43°C
vorgewarmte Ansatz 2 (Tabelle 2-15) wurde zaugefligt, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt
und fir 60min bel 43 °C inkubiert. Im Anschlussfolgten 5 Zyklen (50 °C fur 1 min, 53 °C fir
1 min und 56°C fir 1 min) Durch dieses Temperaturprofil sollten mdgliche Sekundarstrukturen
destabilisiert werden bel gleichzetig geringer Inaktivierung der Reversen Transkriptase (325).

39



Material und Methoden

Im Anschluss wurde die RNA durch eine dkalische hydrolytische Spaltung entfernt (325.
Hierzu wurden 1 pul 0,5 M EDTA gefolgt von 12,5 pl 0,2 M NaOH zugesetzt und fir 5 min bei
68 °C inkubiert. Nadh einer Neutraliserung duch Zugabe von 125 ul 1 M TrissHCI (pH 7,4)
wurde die dDNA durch Zugabe von 1/10Vol 3M NaAc (pH 5,2) und 25 Vol Ethanol bel —
20°C fur 1h gefdlt. Die dMNA wurde bei 4 °C und 20000x g fur 20 min abzentrifugiert,
zweimal mit 0,5 ml 80 % Ethanol gewaschen und der Uberstand nach der Zentrifugation (10 °C,
20.000x g far 10min) vorsichtig mittels Vakuum abgesaugt. Das bei Raumtemperatur
getrocknete Pellet wurde in 20l 1 mM Tris-Puffer, pH 8,5 aufgenommen. Zur Entfernung
Uberschiissger 6-FAM-Primer wurde die dNA mittels QIAquick-Saulen gemdl (2.2.18.2)
gereinigt und erneut wie oben beschrieben gefédlt. Die gereinigte und pelletierte MNA wurde in
6 ul 1 mM TrisPuffer, pH 8,5 aufgenommen. Fir die Bestimmung der Fragmentlangen der
cDNA wurden 2 pl, &quivalent zu 11 g RNA in den folgenden Ansatz eingesetzt.

Tabelle 2-16: Ansatz fur die Fragmentlangenbestimmung

Volumen Komponente

10l HiDi Formamide

0,5ul GeneScan™ 500 TAMRA
Sizestandard

3l 6-FAM-markierte cDNA

Vor dem Auftragen auf die Kapillare wurde dieser Ansatz bei 90 °C flr 2 min denaturiert. Die
Auswertung der Fragmentlangen erfolgte anhand des TAMRA 500er Langenstandards
(Fragmente von 75, 100, 139, 150 160 200 248 300, 339 und 350bp, die an 5-Ende mit dem
Huoreszenzfarbstoff ~Carboxy-tetramethyl-rhodamin  (TAMRA) markiert sind) und der
GeneScan® Software (PE Applied Biosystems). Da die Laufeigenschaften von denaturierter
DNA im POP6-Polymer auch sequenzabhéngig sind, wurden zur Validierung der ermittelten
Fragmentléngen definierte 6-FAM-GrofRenstandards der stromaufwarts von parC und parkE
liegenden Sequenzen verwendet. Diese in Tabelle 2-4 aufgelisteten 6-FAM-Grolenstandards
wurden mittels PCR hergestellt.

2.2.17 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA Fragmenten

Um die Grole von lineaiserten DNA-Molekilen zu ermitteln, werden diese im Agarosegel
durch das Anlegen eines elektrischen Feldes getrennt. Aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphatreste wandern DNA-Molekile zur Anode. Die Agarosematrix bildet eine Art
Molekularsieb, wodurch die Wanderung von groferen Fragmenten stérker behindert wird als
von kleineren Molekilen. Die Laufstredke der Molekile ist dem Logarithmus der Basenpaae
umgekehrt proportional.

Der Agaroseatel der Gele betrug 08-4 %, abhéngig von der erwarteten Grofe der
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aufzutrennenden DNA. Fir hochprozentige Gele wurde NuSieve 3:1 Agarose verwendet. Daau
wurde die Agarose in 0,5x TAE-Puffer durch Aufkochen gelost. Nach dem Abkihlen wurde
Ethidiumbromid (10mg/ml) zu ener Endkonzentration won 0,3 pg/ml  zugegeben.
Ethidiumbromid interkaliert in DNA-Doppelstrénge, wodurch diese unter UV-Licht sichtbar
werden. Nadhdem das Gel polymerisiert war, wurde es mit 0,5 x TAE-Puffer Uberschichtet. Die
Proben (meist 10pl eines PCR-Anstzes) wurden mit 1/6 Vol Ladepuffer versetzt und
aufgetragen. Es wurde an elektrisches Feld von 3 V/cm angelegt, bis die Proben in das Gel
eingelaufen waren, dann wurde die Feldstarke auf 5 V/cm erhéht. Nadh dem Lauf wurden die
DNA-Banden durch UV-Licht sichtbar gemadit und mit einer Videoanlage dokumentiert. Die
Grofe und Konzentration der DNA-Banden lief3 sich mit Hilfe enes Markers (Smart Ladder)
bestimmen, der separat auf das Gel aufgetragen wurde.

2.2.18 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

2.2.18.1 Extraktion von DNA-Banden aus Agarosegelen

Fir die Reisolierung kieinerer DNA-Fragmente (bis 1.000bp) aus Agarosegelen wurde die
entsprechende DNA-Bande unter UV-Licht mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in
einem Falconréhrchen gewogen. Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extradion Kit (QIAGEN, Hilden). Das Prinzip deser Aufreinigung beruht auf der selektiven
Bindung von Nukleinsduren an Silicagel-Membranen, wenn tohe Konzentrationen eines
chaotropen Salzes vorliegen. Die Silicagel-Membran der QIAquick Spin-Saule™ kann Hs zu
10pg DNA binden. Stérende Komponenten wie Primer, Nukleotide, Polymerase, Salze
Agarosereste et. werdenaugewashen.

Zu 100mg Gelmatrix wurde 300pl QX-1 LOsung pipettiert. Der Ansatz wurde 10 min im
Wassrbad (50 °C) bis zur Auflosung der Agarose inkubiert. Anschlief3end wurde der Ansatz
mit 1 Vol Isopropanol versetzt und stark geschittelt.

Die Suspenson wurde af ene QIAquick-Saule pipettiert und nadh einer einminitigen
Einwirkzat bei 13.000UpM zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und de Saule mit
500ul QX-1 LoOsung behandelt. Nadh wiederholter Zentrifugation wurde der Durchfluss
verworfen. Anschlief3end wurde die Saule mit 750l PE-Puffer gewaschen. Durch zweimaliges
Zentrifugieren wurde restlicher Puffer von der Saule entfernt und diese an der Luft fir 5 min
getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte mit 30l 1 mM Tris-Puffer, pH 8,5 nadh einer
5mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die Elution wurde durch erneuten Auftrag des
ersten Eluats wiederholt, wodurch sich die Ausbeute um 15 % erhohte.
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2.2.18.2 Isolierung von DNA aus Reaktionsansatzen

Fur die Konzentrierung und Reinigung von DNA aus Redtionsansdtzen (z. B. PCR,
Restriktionsverdau) wurde der Ansatz mit 5 Vol PB-Puffer gemischt und auf eine QIAquick-
Saule gegeben. Nadh Zentrifugation (1 min, 13.000 UpM) wurde die Durchflusdraktion
verworfen. Das Waschen der Séule und de Elution der DNA erfolgte wie unter 2.2.181
beschrieben.

2.2.18.3 Reinigung und Konzentrierung von DNA durch Ethanolfallung

Die DNA wurde durch Zugabe von 0,1 Vol 3M NaAc (pH 5,4) und 2Vol Ethanol (100%) fir
20min bal —20°C gefdllt. Die gefdlte DNA wurde durch eine este 30minltige Zentrifugation
bei 20.000x g und 4°C pelletiert. Das Ethanol wurde vorsichtig mittels Vakuum abgesaugt und
das Pellet mit 400l 70% Ethanol gewaschen. Nadh einer erneuten Zentrifugation (10 min,
20.000x g) wurde der Uberstand wieder vorsichtig mittels Vakuum abgesaugt, das DNA-Pellet
bei 37°C getrocknet und in dem gewinschten Volumen TE-Puffer oder 1 mM TrissHCI
(pH 8,5) resugendiert.

2.2.19 Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.19.1 Restriktionsverdau

Im Rahmen der Konstruktion rekombinanter Plasmide wurde die DNA mit Typll
Restriktionsendonukleasen verdaut, die ene speazfische palindrome Basensequenzen erkennen
und innerhalb dieser schreiden. Durch die Hydrolyse entstehen glatte (blunt) oder koh&sive
(sticky) Enden die eine emeute Verknipfung ermégli chen.

Der Restriktionsverdau erfolgte gemald dem Ansatz in Tabelle 2-17

Tabdle 2-17: Restriktionsansatz

Volumen Komponente

X Ml DNA (0,251 pg/ul)

y Ml Restriktionsenzym (10 U/ul)
1/10 10 x Restriktionspuffer

zul agua dest

Die Enzymmenge (Units), die fur einen vollsténdigen Verdau der DNA benétigt wird, ist von
der Grole und Menge der DNA, der Anzahl der vorhandenen Schnittstellen sowie der
I nkubationsdauer abhéngig und wude nat folgender Formd berecheet:

48500p(ADNA ) OSchnittstdenpy, [Uug DNA
bp DNA 0OSchnittstélen ,pya Uh

U nitEnzym =
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Fur den Verdau von Plasmiden aus Miniprgparationen wurde die dreifache, fir den Verdau von
PCR-Produkten die funffache Menge der errechneten Units eingesetzt. Der Ansatz wurde bei
37 °C fur 1 h inkubiert; fir PCR-Produkte betrug de Inkubationsdauer 3 bis 5 h. Die Re&tion
wurde durch Erhitzen auf 65 °C fur 15 min gestoppt.

2.2.19.2 Ligation

Die Ligation kohasiver, kompatibler Enden des DNA-Fragments und des Vektors erfolgte mit
dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Mannheim). Durch DNA-Ligase wird in einer ATP-
anhangigen Re&tion die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 5'-Phosphat- und
3-Hydroxylende katalysert. Um eine Religation des geschnittenen Vektors zu verhindern,
wurde dieser zuvor mit akalischer Phosphatase (SAP) dephosphoryliert. Der
Dephosphorylierungsansatz wurde gemél} Tabelle 2-18 angesetzt.

Tabelle 2-18: Dephosphorylierungsansatz

Volumen  Komponente

X Ml Vektor DNA (15ng)

0,3 ul Dephosphorylierungs-
Puffer (10 x)

1l SAP

ad 2,9ul aguadest

Der Dephosphorylierungsansatz wurde 15 min bel 37 °C inkubiert und anschlief3end 20min bei
65°C dedktiviert. Der nadfolgende Ligationsansatz wurde gemdld Tabelle 2-19 angesetzt.
Dabel wurde vor Zugabe des Ligationspuffers und der Ligase jeail s kréftig gemischt.

Tabelle 2-19: Ligationsansatz

Volumen  Komponente

29 ul Vektor DNA
(Dephosphorylierungsansatz)
y Ml Insert-DNA (82-100nQ)
1,9 ul DNA-Dilution buffer (5 x)
ad 9,5ul aguadest
10l Ligation buffer (2 x)
1l T4 Ligase

Aufgrund des Grofenverhdltnisses zwischen Vektor (pBR322 pMAKS507) und Insert (928bp)
von 4,6-6,1:1 wurde @n molares Verhdltnis fir Vektor zu Fragment von 1:1 gewé&hit, wobel die
Gesamtmenge aa DNA im Ansatz 100ng betrug. Der Ligationsansatz wurde 10 min bel
Raumtemperatur inkubiert. FUr die anschlief3ende Transformation in CaCl,-kompetente Zellen
wurden 50ng des Ligationsansatzes zu 100ul Zellen gegeben. Fur eine Transformation in
elektro-kompetente Zellen wurde der Ligationsansatz zunachst entsalzt (2.2.20) und dann
1/20Vol (10 ng) zu 50l Zellen gegeben.
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2.2.20 Entsalzung des Li gationsan satzes

Soll ligierte DNA mittels Elektroporation (2.2.22.4) in die Zellen eingeschleust werden, so muss
gewdhrleistet sein, dass der Ligationsansatiz minimale Salz-Konzentrationen enthédlt, da es
ansonsten zu einem Spannungsbogen in der Elektroporationskiivette kommt und dese zestort
wird. Die Entsalzung des Ligationsansatzes erfolgte mittels QIAquick Saulen, gemald der
Aufreinigung von DNA-Fragmenten (2.2.18.2).

2.2.21 Praparation von Plasmid-DNA mittels alkalisch er Lysis

Das Prinzip der akalischen Lysis beruht darauf, dass bei einem stark akalischen pH die
genomische DNA vollstandig denaturiert, indem sich die Einzdstrange weit voneinander
entfernen. Die Plasmid-DNA zechnet sich durch ihre supercoiled-Konformation aus, so dass bei
einem akalischen pH die Wasserstoffbriicken zwischen den Basen zwar aufgebrochen werden,
aber die DNA-Einzdstrange in raumlicher Ndhe zaieinander bleilben. Bel einer anschlief3enden
Neutraisation konnen die Plasmid-DNA-Strange korrekt renaturieren, wéhrend de
genomischen DNA-Einzdstange nicht komplementar zum Doppelstrang hybridisieren und bei
einer Zentrifugation as Pellet entfernt werden. Fur die Prgparation von ,low copy“-Plasmiden
mit dem pMB1 Replikations-System wie pBR322 wurde die Kopienzahl erhdht, indem nach
dem Erreichen einer ODsgo= 0,5 Chloramphenicol (20 ug/ml) zur Kultur zugegeben wurde

(103.

2.2.21.1 Plasmid-Minipraparation mittels Silicagel-Saulen

3-5ml UN-Kultur werden 10min bei 4.000x g in Falcon-Rohrchen abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 250l Puffer P1 + RNase (20 mg/ml) resuspendiert, wodurch ein Aufbruch
der Zellen erzielt wird. Es wurden 250l alkalischer Puffer P2 zugesetzt. Der Ansatz wurde
vorsichtig duch Invertieren gemischt und fir 5min bai Raumtemperatur inkubiert. Durch
Zugabe von 350pl eisgekuhiten Neutralisationspuffer P3 wurde die genomische DNA
ausgefallt und bei der anschlief3enden Zentrifugation (10 min, 13.000 UpM) sedimentiert.

Die Extraktion der Plasmid-DNA aus dem Uberstand erfolgte mittels einer QIAquick Spin-
Saule™ (QIAGEN, Hilden) wie bereits unter 2.2.18.1 beschrieben mit folgender Modifikation:
Der Plasmid-haltige Uberstand wurde auf die Saule pipettiert und fir 60s bei 13.000Upm
abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 500ul PB-Puffer auf die Saule gopliziert.
Das Waschen der Saule und ¢k Elution der PlasmidDNA erfolgte wieder gemél? 2.2.18.1.
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2.2.21.2 Plasmid-Minipraparation modifiziert nach BIRNBOIM und DOLLY

Zur Uberpriifung von Plasmid-DNA nach einer Transformation wurde éne nach Birnboim &
Dolly (32) modifizierte Préparation vorgenommen. Wie in der vorangehenden Methode wird de
Suspension kis zum Puffer P3 entsprechend behandelt. Der Plasmid-haltige Uberstand wurde
mit 500pl Phenol/Chloroform (1:1) ausgeschittelt. An der Phasengrenze findet die
Proteindenaturierung statt. Die Phasen wurden durch 10 min Zentrifugation bei 13.000 UpM
entmischt und die wésgige obere Phase veiter verwendet.

Zur Falung der DNA wurde der Ansatz mit 1 Vol eiskatem absolutem Ethanol versetzt und
3min bei Raumtemperatur inkubiert. Nadch einer 15minitigen Zentrifugation bel 20.000x g
wurde der Uberstand abdekantiert und das DNA-Pellet mit 2 Vol 70%igem Ethanol gewaschen.
Nadh ener erneuten Zentrifugation bal 20.000x g wurde das DNA-Pellet im Vakuum
getrocknet und in 30 ul TE-Puffer, versetzt mit RNAse (20 pg/ml) resuspendiert. Die Lagerung
von isolierter PlasmidDNA erfolgte bei —20°C.

2.2.21.3 Plasmid-Midipraparation

Je nach Kopienzahl des Plasmids wurde an unterschiedliches Kulturvolumen baimpft. Im Falle
eines ,,low copy“-Vektors wurden 100ml Kultur angeimpft. Die Zellernte efolgte bel 4.000x g
und 4°C for 10min. Das Zellpellet wurde in 4 ml P1-Puffer resuspendiert, der mit RNase
(100 pg/ml) versetzt war. Nadh Zugabe von 4 ml des alkalischen P2-Puffers wurden die Zellen
fir maximal 5 min bal Raumtemperatur lysiert. Zur Neutralisation wurden 4 ml eiskater P3-
Puffer zugegeben, der Ansatz sorgfdtig gemischt und 15min auf Eis gelagert. Durch zwel
Zentrifugations<chritte bei 15.000x g und 4°C fur 30min kzw. 15min wurde en klarer
Uberstand gewonnen.

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus dem Uberstand erfolgte durch Bindung an ein Anionen-
Austauscher-Harz mit postiv-geladenen DEAE-Gruppen (Qiagen-tip 100 Saule, QIAGEN,
Hilden). Die Saule wurde anadst mit 4 ml QBT-Puffer konditioniert. Der klare Uberstand
wurde auf die Saule pipettiert, die aischlief3end zweima mit 10 ml QC-Puffer gewaschen
wurde. Die Elution der DNA erfolgte mit 5 ml QF-Puffer. Das Eluat wurde anschlief3end mit
3,5ml Isopropanol bel Raumtemperatur geféllt und duch Zentrifugation fur 30min bei
15000x g und 4°C sedimentiert. Das DNA-Pelet wurde mit 2ml 70%igem Ethanol
gewaschen und wiederum fir 10min bei 15.000x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abdekantiert, das DNA-Pdllet bel 37 °C fur 30 min getrocknet und in 1 mM
Tris-HCI (pH 8,5) resugpendiert.
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2.2.22 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation

2.2.22.1 Herstellung kompetenter Bakterien nach der CaCl,-Methode

Bei der Transformation wird frele DNA aus der Umgebung der Bakterienzdle aifgenommen.
Um isoliete DNA mittels Transformation in die Zellen einzubringen, gibt es mehrere
experimentelle Mdglichkeiten. Eine Moglichkeit bestent darin, die DNA-Aufnahmebereitschaft
der Zellen (Kompetenz) durch eine Vorbehandlung mit bivalenten Kationen und Aufbewahrung
in Kélte a1 erhbhen. Zur Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode (65) wurde
eine Ubernadhtkultur 1:200 in 25ml N I-Medium verdinnt und bei 37 °C bis zu einer ODss6
von 0,4 geschittelt. 20ml Bakteriensuspenson wurden 5min auf Eis abgekihlt und
anschlieffend 5min bal 4.000x g und 4°C abzettrifugiert. Das Zéellpellet wurde in 0,5Vol
(10 ml) eiskalter 0,1 M CaCl,-L6sung resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert. Nad erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml eiskalter 0,1 mM CaCl,-Ldsung resuspendiert und 24h
bei 4 °C gelagert.

2.2.22.2 Transformation nach der Methode von HANAHAN

Zellen, die mit CaCl, kompetent gemadt wurden (2.2.22.1), werden nach 24 h Lagerung im
Kuhlschrank fir die Transformation eingesetzt. Die Transformation wurde in eisgekhlten
15 ml Falcon-Rohrchen durchgefiihrt.

Fir die Transformation nach Hanahan (129 wurden 100pul kompetente Zellen mit 50 ng
Plasmid-DNA vorsichtig gemischt. Um die Transformationseffizienz zu steigern wurden dem
Ansatz 1,7 ul B-Mercaptoethanol (1,42 M) zugegeben, so dasses in einer Endkonzentration von
25mM vorlag. Es folgte eéne 30minltige Inkubation auf Eis, wahrend der sch DNA an die
Cytoplasmamembran anlagert. Anschlief3end wurde der Ansatz fir 90 s bei 42 °C inkubiert. Der
Hitzeschock verursadit eine ehohte Fluiditét der Membran, wodurch die Aufnahme der DNA in
die Zelle eleichtert wird. Die Zellen wurden 1-2 min auf Eis abgekihlt und 1h in 900l
vorgewarmten LB-Medium bei 37 °C im Rollinkubator inkubiert. In dieser Regenerationsphase
kommt es zur phanotypischen Auspragung der Plasmid-vermittelten Antibiotika-Resistenzen.
Anschlieffend wurden 100pul Zellen auf Selektionsplatten ausplattiert. Als Negativkontrolle
wurden nicht-transformierte kompetente Zellen auf Selektionsplatten ausplattiert.
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2.2.22.3 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Eine UN-Kultur wurde 1:250 in 500ml LB-Medium verdinnt und bei 37 °C bis zu einer ODsge
von 0,5 bis 0,6 geschittelt. Anschliefend wurde die Bakteriensuspension 15min auf Eis
gelagert und in zwei Fraktionen zu je 250ml 12min bai 4.000x g und 4°C abzentrifugiert.
Nadh abdekantieren des Uberstands wurde das Zellpellet im Restiiberstand resuspendiert und
auf Eis gestellt. Die Bakteriensuspension wurde dann mit 1 Vol (250 ml) eiskaltem sterilen H,O
versetzt und 12min bei 4.000x g und 4 °C abzentrifugiert (1. Waschung). Nadh Abdekantieren
des Uberstandes und vorsichtiger Resuspension im Restiiberstand wurden 0,5 Vol eiskaltes
10% Glycein zugegeben und 12min bal 4.000x g und 4°C abzentrifugert (2. Waschung).
Das Zédllpellet wurde nun in 15 ml eiskatem 10 % Glycerin vorsichtig resuspendiert und 12min
bei 4.000x g und 4 °C abzentrifugiert (3. Waschung). Im Resttiberstand (400-500 ul) wurde das
Pellet nun vorsichtig resuspendiert und zu 50pl in vorgekihiten Reektionsgefalien aliquotiert.
Die Red&tionsgefalle wurden dann in -70°C katem Methanol schockgefroren und de
elektrokompetenten Zellen bei -70 °C gelagert. Die Zelldichten betrugen zwischen 2,5 x 10° und
3,5 x 10" Zellervml.

2.2.22.4 Elektroporation

DNA-Transformation durch Elektroporation nach Dower et a. (81) stellt eine weltere sehr
effiziente Methode aur Einschleusung von fremder DNA in die Zelle dar. Dazu wird ein Ansatz
mit entsalzter DNA und elektrokompetenten Zellen kurzzatig einer hohen elektrischen
Spannung von 2 kV ausgesetzt. Elektrische Felder induzieren in der Membran eine ehdhte
Permeabilitdt fir Makromolekile, so dass wéhrend des elektrischen Impulses DNA ins
Zéllinnere diffundieren kann.

50 ul elektrokompetente Zellen (2.2.22.3) wurden auf Eis aufgetaut, 10 ng entsalzte Plasmid-
DNA zupipettiert, vorsichtig gemischt und 15min auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde in eine
vorgekihite 0,2 cm Elektroporationskivette pipettiert und mit dem Gene-Pulser (Biorad,
Munchen) ein elektrisches Feld von 25 kV be ener Kapazatd von 25uF und einem
Widerstand von 200Q angelegt. Unmittelbar nach dem elektrischen Impuls (Zeitkonstante:
4-5ms) wurde die Kivette mit 900l vorgewdrmtem LB-Medium gesplit, die Bakterien-
suspension in ein Reagenzglas dberfihrt und 1h bal 37 °C im Schittler regeneriert. Je 100l
Zellen wurden auf Selektionsplatten ausplattiert. Um die Uberlebensrate der Bakterien nach dem
elektrischen Impuls zu bestimmen, wurde @ne eaitsprechende Verdinnungsdufe der
elektrotransformierten Bakterien auf eine Platte ohne Selektionsantibiotikum ausplattiert. Als
Positivkontrolle fur die Elektroporation wurde zirkulare Vektor in die Zellen eingeshleust.
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2.2.23 In-vitro-Mutagenese

Die in dieser Arbeit verwendete Methode air in-vitro-Mutagenese basiert auf einem DNA-
Austausch durch homologe Rekombination mit dem von Hamilton et al. beschriebenen
rekombinanten Plasmid pMAK705 (128 und wurde, wie von Hullen beschrieben (164),
modifiziert. Das rekombinante Plasmid pMAK705 ist unter hohen Temperaturen (42 °C) nicht
in der Lage sich zu replizieren und kann daher unter solchen Temperaturen nur nach ener
Integration ins Chromosom existieren. Diese Integration wird duch homologe Rekombination
zwischen chromosomalen Genabschnitten und klonierten homologen DNA-Sequenzen auf dem
Plasmid ermdglicht. Als Selektionsmarker besitzt das Plasmid ein Gen, das Chloramphenicol-
Resistenz vermittelt.

Die Stamme RFM443 wnd DE112 wurden mit dem rekombinanten Plasmid pMAK 705242
(2.2.23.1) via Elektroporation (2.2.22.4) transformiert und auf LB-Agar mit 25ug/ml Clm
selektiert. Zehn Kolonien wurden in 100ml LB-Medium mit 25 pg/ml Clm suspendiert und for
4h bal 43°C und 225UpM inkubiert. Unter diesen Bedingungen vermehren sich nur solche
Zellen, die das Plasmid duch homologe Rekombination in das Chromosom integriert haben,
jedoch mit geringerer Wadhstumsrate. Anschlief3end wurde e@ne 1:1000 Verdinnung fir 6 h bel
43°C inkubiert und deser Schritt zweimal wiederholt. Nadfolgend wurde ene Bestimmung
der Zellzahl und der Anzahl der Kointegrate durchgeftihrt, indem gedgnete Verdinnungen auf
LB-Agarplatten mit CIm bei 30 °C und 43°C UN inkubiert wurden.

Aus der letzten Flissgkultur wurde wiederum eine 1:1000 Verdinnung in LB-Medium mit
25 pg/ml Clm hergestellt und bei 30 °C fur 4 h inkubiert. Diese Temperatursenkung ermoglicht
das Auskreuzen des Plasmids und duch die héhere Wadstumsrate dieser Zellen eine
entspredhende Selektion. Durch drei weiteren Passagen bei 30 °C fur 4 h wurden solche Zellen
angereichert. Geagnete Verdinnungen wurden auf LB-Agar mit 30 pg/ml Clm ausplattiert, bei
30°C UN inkubiert und anschlieRend 1/10 einer Kolonie mit einem Zahnstocher in die
Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 100ul LB-Medium gegeben. Mit Hilfe @nes
Replikastempels, an dem 1 pl haftet, wurde nun 2 x sukzessve 1:100 in LB-Medium verdinnt.
Aus der letzten 1:10000 Verdinnung wurden mit dem Replikastempel zwei LB Agarplatten
25ug/ml Clm) bempft und bei 30°C bzw. 43°C inkubiert. Paralel wurden zwel
Antibiotikum-frele LB-Agarplatten beimpft und analog inkubiert. Aufgrund der hoheren
Sengitivitét von DE112 erfolgten alle Selektionen nur mit 6 pg/ml Clm.

I solierung von Mutanten

Zur Eliminierung des Plasmids wurde die Mikrotiterplatte fir 4 h ohne Selektionsdruck bei
43°C inkubiert und deser Vorgang nadh ener 1:100 Verdinnung zweimal wiederholt. Auf
diese Weise wurden Plasmid-freie Zellen angereichert, da eneute Kointegrate langsamer
wadsen. AnschlieRend wurden nach geagneter Verdinnung mit dem Replikastempel LB-
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Agarplatten mit steigenden Konzentrationen von Cip (0,01251 pg/ml), sowie mit Clm 25 pg/mi
bzw. 6 ng/ml beimpft. Als positive Klone wurden Kolonien gewertet, die nicht auf Cim-Platten
jedoch unter Ciprofloxadnkonzentrationen wuchsen, die dem 4-8fadhen der MHK des Wildtyps
entspracdhen. Entsprechende Mutanten wurden anschlief3end sequenziert.

2.2.23.1 Herstellung des rekom binanten Plasmids pMAK705-242

Mittels High-fidelity-Polymerase (Roche, Mannheim) und den Primern GyrA-242-5 und GyrA-
242-3 wurde aus E. coli 4917 ein Fragment amplifiziert, dass die gyrA®*'-Mutation tragt und
von BamHI-Restriktionssiten flankiert ist. Nadh einem Restriktionsverdau mit BamHlI
(2.2.19.1) wurde das Fragment zunadst mit pBR322 ligiert (pBR322-242) und in E. coli JM109
transformiert, um das Fragment zu sichern. Das gyrA BamHI-Fragment wurde aus pBR322-242
isoliert (Restriktionsverdau mit BamHI und Extraktion aus Agarosegel) und in die BamHI-Seite
innerhalb der Polylinker-Region von pMAK705 subkloniert. Die Selektion postiver Klone
erfolgte durch ,blue-white“-Screening (215. Hierdurch entstand das rekombinante Plasmid
PMAK 705242 (Abb. 2-2), das in E.coli JM109 wnd de Stéamme RFM443 wnd DE112
transformiert wurde. Die gyrA®*-Mutation im PCR-Fragment und in pMAK 705242 wurde
durch eine Sequenzierung verifiziert.

IacZ dlsrupted

928bp gyrAS83W fragment
&f‘ X 'lacZ dlsrupted
pPMAK705-242
65k

rep (ts)

Abb. 2-2: Plasmidkarte von pMAK705242 cat, Chloramphenicol-Acetyltransferase; rep (ts),
Temperatur-sensitives Replikon

2.2.24 Sequenzierung von DNA

Die Methode aur DNA-Sequenzierung beruht auf dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger et
a. (288. Bei der heute verwendeten Variante wird der zu sequenzierende DNA-Abschnitt in
vitro duch eine PCR-Re&tion, das Cycle-Sequencing, vervielfdltigt. Neben dem DNA-
Template, der DNA-Polymerase, einem gedgneten Primer und den vier Desoxyribonukleosid-
triphosphaten (dNTPs) enthdlt der PCR-Ansatz ds zusdtzliche Komponenten 2°,3'-

49



Material und Methoden

Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs). Aufgrund der fehlenden OH-Gruppe an C-3-
Atom, sind dese nicht in der Lage ene Phosphodiesterbindung auszubilden, so dassihr Einbau
zum Kettenabbruch fuhrt. Da dieser Syntheseabbruch statistisch auftritt, komnt es zur Bildung
von DNA-Fragmenten aller moglichen Kettenlangen mit definiertem 5'-Ende.

Die DNA-Fragmente werden durch Kapillarelektrophorese mit dem automatischen DNA-
Sequenziergerdt ABI PRISM 310 Genetic Anadyze (Applied Biosystems, Waelterstadt)
aufgetrennt. Da die ddNTPs mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind,
kann die Cycle-Sequencing Reé&ktion in einem einzigen Ansatz durchgeftihrt werden, mit Hilfe
eines Lasers werden die Fragmente mit den unterschiedlichen Enden detektiert. Aus der Abfolge
der auftretenden basenspezfischen Farbsignale egibt sich die Basensequenz der untersuchten
DNA-Probe. Die Umsetzung der Farbsignale in die Basenabfolge efolgt mit Hilfe anes
Redhners und entsprechender Software (ABI-CE1, Verson 3.0, Perkin Elmer Corporation,
Foster City, USA).

Folgender Re&ktionsansatz wurde fr das Cycle Sequencing eingesetzt:

Tabelle 2-20: Reaktionsansatz fiir das Cycle Sequencing

Volumen |Komponente

4 ul Realy Read¢ion Mix V1.1

X Ml DNA-Template:

20-100ng (PCR-Fragmente)
1-1,5 pg (Plasmide)

1l Primer (10 pmol/ul)

1ul DM SO (optional)

ad 20l aqua dest

Tabelle 2-21: Temperatur profil

| Denaturierung: 96°C 2 min |
Denaturierung: 96°C 10s
Anlagerung: 4560°C 5s 25x
Verlangerung: 60 °C 4 min

Zur Aufreinigung der Proben wurde ane Ethanol-Acetat Fallung durchgefihrt. Zu jedem Ansatz
wurden 80 ul H,O, 10l 3M NaAcdat, pH 4,8 und 250l 100% Ethanol gegeben. Darauf
folgte ene aste 30minttige Zentrifugation bal 20.000x g und Raumtemperatur. Das Pellet
wurde mit 400ul 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (5 min, 20.000x g), der
Uberstand vorsichtig mittels Vakuum abgesaugt und danach vor Licht geschiitzt bei 37 °C
getrocknet. Vor dem Auftragen auf die Kapillare wurden die getrockneten Proben in 20 pl
Template Suppresson Reggent (TSR) aufgenommen und bel 90 °C fir 2 min denaturiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellulare Effekte nach Hemmung von Topoisomerase IV oder Gyrase

Fur verschiedene Topoisomeraseinhibitoren sollten die Auswirkungen auf die Zellmorphologie,
das Zellwadhstum und de Lebensfahigkeit in Abhangigkeit von der gehemmten Zielstruktur
(Topoisomerase IV oder Gyrase) und von der Zdlphysologie (Wadstums- und
Zellteilungsaktivitédt) untersucht werden.

Topoisomerase IV (Topo 1V) ist in E. coli die sekundare, Gyrase die primére Zielstruktur fur die
klinisch bedeutsamen Antibiotika aus der Klasse der Chinolone. Die zdluldren Auswirkungen
einer Hemmung von Topo IV durch Chinolone lasen sich daher nur untersuchen, wenn Gyrase
durch entsprechende Mutationen unempfindlich gegentiber diesen Hemmstoffen wird. Fur die
vorliegende Arbeit wurden daher entsprechende E. coli-Stamme ausgewahlt bzw. konstruiert, in
denen durch eine Einzdmutation in gyrA, z. B. gyrA®* (M 1), oder gyrA®* (RFM443.2421)
bzw. durch eine Doppelmutation gyrA®% P8¢ (WT-3-1) nunmehr Topo IV die bevorzugte
Zielstruktur fir Chinolone darstellt. Stamm WT-3-1 bot gegentiber M | oder RFM443-2421 den
Vortell, dass aufgrund seiner gegeniber Chinolonen unempfindlicheren Gyrase diese
Zielstruktur auch bel htheren Konzentrationen nicht gehemmt wird. Im Vergleich hierzu sollten
die zdluldren Effekte nadh einer Hemmung von Gyrase mittels des Stamns WT-4 erfasg
werden, der aufgrund einer parC®°-Mutation eine gegeniiber Chinolonen unempfindliche
Topo IV besitzt. Mit diesen Stammen sollte audem die Wirkungsweise anderer Inhibitoren, wie
Etoposid oder Rutin, sowie ihre mogliche Préferenz fir Topo IV oder Gyrase untersucht
werden.

3.1.1 Charakterisierung der verwendeten Stamme

3.1.1.1 Bestimmung von Generationszeiten

Fir Substanzen wie Chinolone oder [3-Laktamantibiotika, die ihre bakterizide Wirkung in
Abhangigkeit von aktiver Zelltellung entfalten, besteht eine postive Korrelation zwischen der
Rate der Zelltellung und des Absterbens. Da Mutationen in den Genen der Topoisomerasen die
Generationszet eines Stamms beanflussen konnen (15), wurde ainadst die Generationszeit der
verwendeten Stdmme gemal? 2.2.3 bestimmit.

Far E. coli WT (137 und de daraus durch in vitro Mutagenisierung hergestellten Stdmme
WT-4 (parC®%) (15) und WT-3-1 (gyrA®® P87} (14) wurden identische Generationszeiten
ermittelt (Tab. 3-1). Ein Einfluss dieser Mutationen auf die Wadstumsphasen in einer
Batchkultur war zudem nicht erkennkber.
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Tabelle 3-1: Mit Resistenz gegeniiber Chindonen as®ziierte Mutationen und Generationszeiten (g)
von E. coli WT undisogenen Mutanten

Stamm Mutationen .
E. coll QA parC | marcorag | 91MMN
WT - - - 16*
WT-4 - S80l n.b. 16°
M | S83L - - 19°
WT-3-1 | S83L, D87G - - 16°
M 111 S83L, D87G | S80I | marRA74bp | 32°
M I11-300| S83L,D87G | S80I | marRA74bp | 19

3 Mittelwert aus 8 unabhangigen Bestimmungen, o = 1,2; ® in zwel unabhangigen Experimenten identisch
Zu WT bestimnt; © (n>2), bestimmt durch A. Schulte (Dissertation, 2001)

Die in vitro selektierten Stdmme M | (137) und M 111-300 (299 wiesen mit 19min eine
dgnifikant (p= 0,023 verlangerte, M IIl (137) sogar eine verdoppelte Generationszet
gegenuiber WT auf.

3.1.1.2 Empfindlichkeit gegeniiber Topoisomeraseinhibitoren

Die Bestimmung der minimaen Hemnmkonzentration (sehe 2.2.6.1) verschiedener
Topoisomeraseinhibitoren diente der Festlegung von subinhibitorischen, bakteriostatischen und
bakteriziden  Konzentrationen fiar die Vewendung in  Absterbekinetiken und
Genexpresgonsgudien. Des Weiteren sollte der Einfluss der in den Stdmmen vorhandenen
Mutationen auf die Empfindlichkeit gegentber diesen Hemmstoffen ermittelt werden. Tabelle 3-
2 zdgt die in Mikrodilution bestimmte minimale Hemmkonzentration (MHK) ausgewahlter
Topoisomeraseinhibitoren, die aigleich der minimalen bekteriziden Konzentration (2.2.6.3)
entspradh, welche nach 24 h zu einer Keimzahlreduktion von >99,9 % fihrte.

Tabelle 3-2: In Mikrodlution bestimmte MHK-Werte verschiedener Inhibitoren von Topo IV und
Gyrasefir E. coli WT undisogene Mutanten

o MHK [ug/ml]

Antibiotikum WT WT4 M WT31
Pipemidsaure 2 1 16 16
Nalidixinsaure 2 2 256 64
Norfloxadn 0,125 10,0625 |1 1
Ciprofloxadn 0,0156 |0,008 (0,5 0,25
Moxifloxadn 0,125 0,125 |1 0,5
Novobiocin 64 32 64 64
Rutin >1024 |>1024 |>1024 |>1024
Etoposid >1024 |>1024 |n.b. >1024

Der Austausch von Aminosauren in der A-Untereinheit von Gyrase (GyrA®*) bzw.
(GyrA®3- P87) pairkte in den Stammen M | bzw. WT-3-1 einen Anstieg der MHK je nach
eingesetztem Chinolon um den Faktor 4 bis 32 (bel M | gegenlber Nalidixinsdure sogar um den
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Faktor 128. Im Vergleich zu WT zdgte WT-4 eine ehothte Empfindlichkeit gegentiber
Pipemidsaure, Norfloxadn, Ciprofloxadn und Novobiocin. Die Einzdmutante M | zeagte
ihrerseits im Vergleich zur Doppelmutante WT-3-1 eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber
Nalidixinsaure, Ciprofloxadn und Moxifloxadn. Um diese in Mikrodilution ermittelten
Empfindlichkeitsunterschiede avischen M| und WT-3-1 einerseits und WT und WT-4
andererseits von rur ener Verdinnungsdufe, was dem Streuungsbereich der Methode
entspricht, zu verifizieren, wurde die Empfindlichkeit gegentber Norfloxadn und Ciprofloxadn
zusatzlich Uber Gradientenplatten (2.2.6.2) bestimmt. Dieses Verfahren erméglicht eine feinere
Differenzierung der Empfindlichkeiten und bestétigte, wie Tabelle 3-3 zdgt, die in
Mikrodilution ermittelten Unterschiede. Gegenilber Rutin und Etoposid wiesen dle Stdmme
eine verringerte Empfindlichkeit (MHK >1024ug/ml) auf.

Tabelle 3-3: Uber Gradientenplatten (2.2.6.2) bestimmte MHK-Werte

o MHK [ug/ml]
Antibiotikum WT WT-4 Vi WT31
Norfloxaan 0,054 0,01 0,6 0,6
Ciprofloxadn 0,008 |0,0046 (0,21 0,125

Um zu prifen, ob die im Vergleich zu WT grofere Empfindlichkeit von WT-4 gegentiber
Novobiocin auf einer erhdhten Akkumulation der Substanz, z. B. durch einen verminderten
Efflux, berunt, wurden ale Stdmme auf die Empfindlichkeit gegenliber weiteren bekannten
Substraten von Effluxpumpen (90, 227) getestd, von deneneingein Tabelle 3-4 erfasg sind.

Tabelle 3-4. Mittds Mikrodlutionsverfahren bestimnmte MHK-Werte ausgewahiter Substrate von
Effluxpumpen fr E. coli WT und isogene Mutanten

o MHK [ug/ml]
Antibiotikum WT TWT-2 1 M1 TWT31
Cefoxitin 8 2 8 8
Ticarcillin 4 2 4 4
Chloramphenicol 8 4 8 8
Tetragyclin 2 2 4 2
Gentamicin 0,5 0,5 1 0,5
Kanamycin 2 2 4 2
Streptomycin 4 4 8 4

Demnach wies WT-4 ene ehothte Empfindlichkeit gegentiber Cefoxitin, Ticacilin und
Chloramphenicol sowie weiteren 17 Substanzen verschiedener Substanzklassen auf (Daten nicht
gezegt). Stamm M | war im Vergleich zu WT und WT-3-1 zweifach empfindlicher gegentber
Tetragyclin, den Aminoglycosiden Gentamicin, Kanamycin und Streptomycin sowie gegentber
welteren adht Substanzen aus diesen zwei Klassen (Daten nicht gezeqgt).
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3.1.2 Wirkung von Fluorchinolonen

Die Wirkung eines Chinolons bzw. Fluorchinolons (Fluorrest an Position C-6, Abb. 3-1) ist
einerseits abhéngig von der intrazdlularen Konzentration sowie den relativen Affinitdten zu
Gyrase und Topo 1V, andererseits aber auch von der Physiologie der Bakterienzdle. So erhoht
dgch die Wirkung mit steigender Anzahl an DNA-Topoisomerase-Komplexen, hoherer
Wadstumsrate und einer verringerten Fahigkeit zur Rekombination und Reparatur von DNA-
Schaden (sehe 1.6). Mittels Absterbekinetiken (2.2.6.4) und mikroskopischer Analyse der
Zellmorphologie (2.2.5) wurde daher die Wirkung dreler Fluorchinolone mit jeweils niedriger
(Norfloxadn), mittlerer (Ciprofloxadn) und hoher Affinitdt (Moxifloxadn) zu Gyrase und
Topo IV von E. coli (290 auf exponentiell wadhsende und ruhende Kulturen untersucht. Die
eingesetzten Konzentrationen betrugen Vielfadhe der jewelligen MHK, um die emittelten
Empfindlichkeitsunterschiede zwischen den Stdmmen (3.1.1.2) auszugleichen. Um einen
ausgepragten bekteriziden Effekt zu erzielen, wurde meist das 8fadhe der MHK (Tabelle 3-2)
verwendet — eine Konzentration, nahe der fur viee Chinolone maximal bakteriziden
Konzentration (122, 154).

Die zdluléaren Auswirkungen nach einer Hemmung von Topo IV wurden mit E. coli WT-3-1
untersucht, da dieser Stamm die gleiche Generationszat wie WT aufweist (Tab. 3-1). Dieser
Stamm ermdglichte audem aufgrund seiner im Vergleich zu M | unempfindlicheren Gyrase
Untersuchungen in Gegenwart hoherer Konzentrationen von Inhibitoren der A-Untereinheit.

3.1.2.1  Fluorchinolonwirkung auf exponentiell wachsende Kulturen

In exponentiell wadchsenden Kulturen bewirkten Fluorchinolone in 8facher MHK eine rasche
Keimzahlreduktion innerhalb von 3 h, desen Ausmald in Abhdngigkeit vom Nahrmedium
bestimmt wurde (Tab. 3-5, Abb. 3-2). In N I-Medium fihrte die Hemmung von Gyrase durch
Ciprofloxadn nmnach 3h zu ener Keimzahlreduktion von 4,3 Zehrerpotenzen und nach
entsprechender Hemmung duch Norfloxadn zu einer etwas geringeren Reduktion von 3,8
Zehrerpotenzen. Die Hemmung von Topo IV durch Ciprofloxaan fuhrte nach 3 h ebenfalls zu
einer Keimzahlreduktion wvon 3,8 Zehnerpotenzen, wdahrend Norfloxadn wiederum eine
geringere Reduktion (—2,5l0g10KBE/ml) verursadite.
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Tabelle 3-5: Reduktion der Fahigkeit zur Koloniebildung® von exponentiell wachsenden Kulturen nach
3 h Inkubation mit Ciprofloxacin oder Norfloxacin in Abhanggkeit vom Nahrmedium (N I- oder LB-
Bouill on) und dr gehemmten Zidstruktur.

. Ciprofloxaadn Norfloxadn
Zielstruktur N | LB N | LB
Gyrase -4.3 -3,2 -3,8 -23
Topo IV -3,8 -23 25 -23

* angegeben ist die Abnahme der KBE/ml in Zehnerpotenzen (logl0)

A Norfloxacin B  Ciprofloxacin
0 0
€ 4| £
o -1 = 1 -
m m
é -2 4 A4 2 -
8 8
£ -3 £ 3
o [a)
-4 T T \ -4 \ \ \
0 1 2 3 0 1 2 3
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 3-1: Verlust der Fahigkeit zur Koloniebildung in exporentiell wachsenden Kulturen in LB-
Medium von WT-4 (A) und WT-3-1 (H) nach Hemmung durch jeweils 8 x MHK Norfloxacin (A), und
Ciprofloxacin (B), Mittdwerte aus 3 unabhéngige Mesgeihen, (o < 0,3log10 KBE/ml)

In LB-Medium hingegen wiesen die Stamme ane um den Faktor 4 geringere Empfindlichkeit
(gemesen ds MHK) gegeniber Norfloxaan und Ciprofloxadn auf, so dass fur die
Absterbekinetiken eine entspredhend angepasse 8fadhe MHK verwendet wurde. Bei dieser
Konzentration verursadite ane 3stindige Hemmung von TopolV und Gyrase durch
Ciprofloxadn sowie von Gyrase durch Norfloxadn jeweils eine um 1,1-1,5 Zehnerpotenzen
geringere Reduktion der Keimzahl alsin N I-Medium (Abbildung 3-1, Tab. 3-5). Die Hemmung
von TopolV durch Norfloxadn werursachte in LB-Medium hingegen die gleiche
Keimzahlreduktion wie in N I-Medium (Tab. 3-5). Die emittelten Standardabweichungen
betrugen fir alle Zeitwerte < 0,3log10.

Unabhéngig vom verwendeten Nahrmedium fihrte die Hemmung von Topo IV durch
Ciprofloxadn zu einer geringeren Keimzahlreduktion as die entsprechende Hemmung von
Gyrase (Tab. 3-5). Ebenfalls unabhingig vom Nahrmedium verursachte Ciprofloxadn im
Vergleich zu Norfloxadn eine starkere Keimzahlreduktion mach Hemmung von Gyrase
(Tab. 3-5).
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Neben dem Verlust der Fahigkeit zur Koloniebildung zeigten beide Stdmme unter Inkubation
mit Norfloxadn, Ciprofloxadn und Moxifloxadn (jewells MHK und 8x MHK) bereits nach
20min eine Verlangerung der Zellen, ein Anzachen einer beginnenden Filamentierung. Nadh
4 h Inkubation mit Ciprofloxadn oder Norfloxadn (jeweils 8 x MHK) wiesen beide Kulturen
einen gleichen, geringen Filamentierungsgrad auf (Abhildung 3-2).

WT-4 WT-3-1
A ’E S —

Abbildung 3-2: typische Zdlmorphdoge in LB-Medium 4h nach Inkubation exponentiel
wachsender Kulturen vonWT-4 (A, C) und WT-3-1 (B, D) mit jeweils 8 x MHK Norfloxacin (A, B) und
Ciprofloxacin (C, D)

Die typischen zdlmorphologischen Veradnderungen infolge aner Ciprofloxaaneinwirkung auf
Topo IV (32x MHK) und Gyrase (8 x MHK) wurden dber 3 h verfolgt und dokumentiert
(Abhldung 3-3).

Wéhrend de Hemmung von Gyrase (WT-4) und Topo IV (WT-3-1) nach 30 min jeweils zu
2-3fach verlangerten Zellen fuhrte, konnte nadh 90 min ein stérkerer Filamentierungsgrad
(4-5fache Zelllangen) nach Hemmung von Topo IV sowie in beiden Kulturen mittel- und
endstandige Vakuolen beobadtet werden. Zellen, in denen Gyrase gehemmt wurde, waren nach
180min rur noch etwa 2fach verlangert und tellweise bereits lysiert (Zelltrimmer), wéhrend

Zéellen, in denen Topo IV gehemmt wurde, noch deutliche Filamentierung, Vakuolen und
lediglich vereinzdt Anzeichen von Zelllysis zagten.
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WT-4 WT-3-1

Abbildung 3-3: typische Zdlmorphdoge in LB-Medium nach 30, 90 und 180min Inkubation
exporentiel wachsender Kulturen von WT-4 und WT-3-1 mit Ciprofloxacin (8 xMHK fur WT-4,
32 xMHK fir WT-3-1); Zum Vergleich: typische Zelmorphdoge in UN-Kulturen (12h) und
exponentiel wachsenden Kulturen vonWT; weil3e Pfeile, Zeltrimmer; schwarze Pfeile, Vakuolen
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3.1.2.2  Fluorchinolonwirkung auf teilungsinaktive Kulturen

Fluorchinolone der Gruppe Il (z. B. Ciprofloxaan, [239) und vor alem Neuentwicklungen der
Gruppe IV (z. B. Moxifloxaan) zeichren sich durch eine hohe bakterizide Wirkung gegeniiber
tellungsinaktiven Kulturen aus (122 188). Es wurde untersucht, welchen Antell die Hemmung
von Topo IV bzw. Gyrase an diesen bekteriziden Effekten besitzt. Da e@ne solche bakterizide
Wirkung alerdings im Widerspruch zur angenommenen Wirkungsweise von Chinolonen steht,
die sich auf tellungsaktive Zellen beschrankt (siehe 1.6), wurde untersucht, zu welchem
Zeitpunkt eine Zellschadigung mesdar ist. Ruhende, tellungsinaktive Kulturen von WT-3-1 und
WT-4 wurden durch Behandlung mit Chloramphenicol, das durch Hemmung der
Proteinbiosynthese die Produktion von Replikationsfaktoren verhindert, oder durch Entzug von
Nahrstoffen in Phosphat-gepufferter isotoner NaCl-Ldsung (PBS) hergestellt (2.2.6.4). Beide
Behandlungen fuhrten bereits nach 30 min zu ener Bakteriostase, die ohne nennenswerte
Veranderungen der Keimzahl tber 8 h anhielt (Daten nicht gezegt, bzw. Kontrolle in Abb. 3-5).

Kulturen, die auvor mit Chloramphenicol behandelt wurden, waren unabhéngig von der
gehemnten Zielstruktur nahezu unempfindlich gegeniber der Wirkung von 8 x MHK
Norfloxadn und Ciprofloxadan (Abhldung 3-4 A, B). Demgegeniber waren in PBS kultivierte,
tellungsinaktive Kulturen unter entsprechenden Konzentrationen tellweise empfindlicher: Dies
gat fur Kulturen von WT-4, die éenfals unempfindlich gegeniber Norfloxadn aber
empfindlich gegentiber Ciprofloxadan (-1,3log10 KBE/ml nach 2 und 3h Inkubation) waren
(Abbildung 3-4 C, D). Moxifloxaan, dessen Wirkung auf teilungsinaktive Zellen nur in PBS
getestet wurde, verursadhte nach 3h ba 8 x MHK eine Kemzahlreduktion von >2log10 in
WT-3-1 und >3log10in WT-4 (Abbildung 3-5). Mit zunehmender Einwirkzet (0,5 h;. 1 h und
3 h) von Moxifloxadn und Ciprofloxadn nahm die Fahigkeit zur Koloniebildung weiter ab
(Abb. 3-4 D, 3-5, 3-6). Zusammen zegten diese Ergebnisse, dass nach einer Hemmung von
Topo IV durch verschiedene Fluorchinolone in tellungsinaktiven Kulturen, nur Moxifloxadn
eine dgnifikante und mit der Inkubationsdauer zunehmende Keimzahlreduktion verursadite.
Diese Reduktion fiel um eine Zehnerpotenz geringer aus, as nadh der Hemmung von Gyrase.
Ciprofloxadn zedgte hingegen rnur eine geringe Wirkung auf tellungsinaktive Kulturen. Es
verursachte ene geringe Keimzahlreduktion (-1,3log10 KBE/ml nach 2 h) lediglich mach
Hemmung von Gyrase (in WT-4) jedoch nur in Kulturen, die in PBS, nicht aber in solchen, die
mit Chloramphenicol inkubiert wurden. Norfloxadn zegte in tellungsinaktiven Kulturen nach
Hemmung von Gyrase oder Topo 1V keinerlei keimreduzierende Wirkung.
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Abbildung 3-4. Reduktion der Fahigket zur Koloniebildung rech Hemmung teilungsinaktiver
Kulturen vonWT-4 (A) und WT-3-1 (O) durch jewells 8 x MHK Norfloxacin (A, C) und Ciprofloxacin
(B, D). Die Hestdlung tellungsinaktiver Kulturen erfolgte durch Behandung mit CLM (A, B) oder
durch Uberfiihrungin PBS (C, D).

Hohere Konzentrationen von Ciprofloxaan und Norfloxadn ab dem 256aden der MHK, mit
denen keine selektive Hemmung von Gyrase in WT-4 bzw. von Topo IV in WT-3-1 erreicht
wird, fuhrten zu einer stérkeren Keimzahlreduktion in tellungsinaktiven Kulturen von WT-4 und
WT-3-1 (sehe Abhbildung 3-6 und 37).

Alle teilungsinaktiven Kulturen wiesen unabhingig vom eingesetzten Fluorchinolon und dessen
Konzentration Uber einen Zeitraum von 7,5 h weder Veranderungen der Zelldichte oder der
Moatilitdt noch Anzeichen von Filamentierung oder Zelllysis auf (Daten nicht gezagt). Es gellte
sch daher die Frage, ob Zellschadigungen moglicherweise est bel Wiederaufnahme der
Teillungsaktivitédt verursadit werden. Hierzu wurde untersucht, ob in wieder anwadsenden
Kulturen in antibiotikafreiem Medium eine Zellfilamentierung as Indiz fir eine DNA-
Schadigung auftritt. Tellungsinaktive Zellen in PBS (E. coli WT) wurden zundchst 1 h mit
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4x MHK Moxifloxadn oder Norfloxadn behandelt, dann rach mehrfadhem Waschen in
antibiotikumfreie N I-Bouillon Uberfuhrt und nach bestimmten Zeitabstanden mikroskopisch auf
Filamentierung untersucht. Gegenilber der Kontrolle (ohne vorherige Chinolon-Behandlung)
zdgten sich nadch 1,5 h keine Verdnderungen in der Zellmorphologie. Die auvor mit Norfloxadn
behandelte Kultur und de Kontrolle wiesen wahrend weiterer 7 h keine Anzechen won
Filamentierung auf. Demgegentiber zeigte sich ein zunehmender Filamentierungsgrad in der
zuvor mit Moxifloxaan behandelten Kultur. Nadh 2,5 h waren etwa 10 % der Zellen deutlich
verlangert (3fadie Zelllange). Nadh 3,5 h wiesen etwa 60 % der Zellen eine Filamentierung (4-
5fache Zelllénge) auf, wahrend nad 8,5 h der Filamentierungsgrad wieder verringert war (10 %
Filamente von 4-5facher Zelll Gnge und 40-50 % 2-3fadh verlangerte Zellen).

Ein Hauptmedianismus zur Reparatur von Chinolon-induzierten DNA-Schaden stellt die
homologe DNA-Rekombination dar (25, 92, 101, 157, 182, die in Zelen mit geringer
Teillungsrate reduziert ist, da nur 1 bis 1,2 DNA-Kopien pro Zelle vorliegen (189). Fur die hohe
Wirksamkeit moderner Fluorchinolone werden schwer reparierbare DNA-Doppelstrangbriiche
verantwortlich gemadt (85, 111, 143 315. Es llite daher untersucht werden, ob die durch
Moxifloxadn-induzierten DNA-Sch&den, moglicherweise nicht durch homologe Rekombination
repariert werden. Hierzu wurde die Fahigkeit zur Koloniebildung von solchen Zellen untersucht,
die nach einer 3sttindigen Inkubation mit 8 x MHK Moxifloxaan in PBS bei Wiederaufnahme
der Telungsaktivitdt nur eine geringe Wadstumsrate (2.2.4) und damit eine verringerte
Fahigkeit zur homologen Rekombination aufwiesen.

Abbildung 3-5 zdgt, dass in schnell wadsenden Kulturen, d. h. solche, die air homologen
Rekombination befdhigt sind, nach Moxifloxadnzugabe viel weniger Zelen ihre
Teillungsfahigkeit verlieren as in sehr langsam wadhsenden Kulturen: Im Falle von WT-4 sind
es 80 % weniger, im Falle von WT-3-1 65% weniger Zellen.

Kontrolle

Abbildung 3-5. Fahigket zur Koloniebildung von
WT-4 (Dreecke) und WT-3-1 (Quadrate), nach

2,0 - Inkubation mit 8 x MHK Moxifloxacin fir 1 h bzw. 3 h
in PBS, in  Abhéngigkeit unterschiedli cher
30 - \ Wachstumsraten nach Wiederaufnahme der

Diff. log KBE/ml

Telungsaktivitét; offene Symbole, Koloniewachstum bel
37°C auf N I-Agar; graue Symbole, Koloniewachstum
be 245°C auf 1/2 xNI-Agar, Kortrolle, Inkubation
0 1 2 3 ohre Moxifloxacin
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3.1.2.3 Fluorchinolonwirkung in Abhangigkeit von der Wachstumsphase

Beim Eintreten von Bakterienkulturen in die stationdre Phase vollziehen sich eine Reihe von
morphologischen und physiologischen Verénderungen. Hierzu zéhlen neben der Abnahme des
Zellvolumens und der Komprimierung des Bakterienchromosoms auch eine Veranderung der
Genexpresson (162. So nimmt die Expresson der meisten Proteine & (167). Da die
Empfindlichkeit einer Zelle gegentiber Chinolonen positiv mit der Konzentration an Typ |l
Topoisomerase korreliert (182 355 355, sollte untersucht werden, welche Unterschiede
hinsichtlich der Empfindlichkeit gegenliber Chinolonen zwischen Zellen aus der exponentiellen
und aus der stationaren Wadstumsphase ener Batchkultur von WT-3-1 bzw. WT-4 bestehen.
Die Kulturen wurden abzentrifugiert und vor dem Zusatz von Chinolonen zunadhst fir 2 h in
PBS inkubiert (2.2.6.4), um direkte Effekte von unterschiedlichen Wadstumsraten auf die
Chinolonempfindlichkeit auszuschlief3en. Zellen aus der exponentiellen bzw. aus der stationéren
Wadstumsphase von WT-3-1 und WT-4 unterschieden sich nicht in ihrer Empfindlichkeit
gegenuber Ciprofloxaan und Norfloxadn im Bereich von 2 x MHK bis 128x MHK (Daten
nicht gezagt). Unter htheren Konzentrationen (250 ug/ml), von denen anzunehmen ist, dass $e
in WT-3-1 und WT-4 eine kollektive Hemmung von Gyrase und Topo IV bewirken, konnte
jedoch ein solcher Unterschied festgestellt werden (Abhildung 3-6).

—m—0,5h

Diff. log KBE/mlI

z < | £ = = < < < < = <
DA | € £ £ £ £ £ £ £ £
o o o o Lo Lo o o Te]

N < © (o] — ™ © [oe] —

— — — — N

0,06 | 0,07 | 0,09 | 0,17 | 0,32 | 0,55 | 1,08 | 2,39 | 3,67

Alter bzw. ODgy der Vorkultur

Abbildung 3-6: Reduktion dx Fahigkeit zur Koloniebildung rach Inkubation teilungsinaktiver
Kulturen (in PBS) von WT-3-1 fir 0,5 h (l) und 3 h (m) mit Ciprofloxacin (250 ug/ml) in Abhénggkeit
vom Alter bzw. von d Wachstumsphase der Vorkultur.

Abbldung 3-6 zdgt, dass Zellen, die ais der mittleren exponentiellen Wadstumsphase
(ODs46= 0,32 wind 0,55) einer Vorkultur von WT-3-1 stamnten, nach 30 min Inkubation mit
Ciprofloxadn (250ug/ml £ 1000x MHK) zu >99,9 % ihre Teilungsféhigkeit verloren. Zellen

61



Ergebnisse

aus der lag-Phase oder der mittleren (ODss6= 3,67) und spéten stationéren Phase (UN-Kultur)
zegten hingegen nahezau keinen Verlust ihrer Tellungsfahigkeit und waren somit etwa 800fach
weniger sensibel. Eine langere Inkubationszeit (3 h gegentber 30min) mit Ciprofloxadn
(1000x MHK) fuhrte — nahezu unabhéngig von der vorangegangenen Wadstumsphase — zu
einer etwa 10fach stdrkere Reduktion der Teillungsfahigkeit. Lediglich Zellen aus der mittleren
stationaren Phase (ODs46= 3,67) wiesen nach 3 h Inkubation mit Ciprofloxadn keine starkere
Reduktion der Teillungsfahigkeit auf.

Zellen, die aus der exponentiellen Phase ener Batchkultur stammen, bedirfen einer starkeren
Anpasaung ihres Stoffwedisels an einen Nahrstoffmangel as bereits angepasde Zellen aus der
stationaren Phase. Diese Anpasaing erfordert eine Neusynthese bestimmter Proteine, und de
damit verbundenen zusdtzlichen Transkriptionsprozese konnten die Empfindlichkeit for
Chinolone ehthen (354). Um diesen moglichen Einfluss auszuschlief3en, wurde exponentiell
wadhsenden Kulturen bereits 1 h vor ihrer Uberfiihrung in PBS Chloramphenicol zugesetzt und
die Kulturen vor Zugabe von Ciprofloxadn dber 2h in PBS + CLM (50 ug/ml) inkubiert.
Chloramphenicol hemnt die Trandation und unterdriickt infolge der hierdurch fehlenden
Transkriptions- und Replikationsfaktoren zusétzlich die Initiation der Transkription und
Replikation (231).

Diff. log KBE/mlI

Zeit [h]
Abbildung 3-7: Reduktion der Fahigkeit zur Koloniebildung rech Inkubation einer zuvor exponentiell
wachsenden Kultur (WT-3-1 bzw. WT-4) in PBS mit Ciprofloxacin in Abhanggkeit von zusétzlich
gehemmter Proteinbiosynthese; die Ciprofloxacinkoreentrationen betrugen 1000 xMHK fur WT-3-1
(Quadrate) und 128 xMHK fir WT-4 (Dreiecke); offene Symbole, +CLM (50 pg/ml)

Das Ergebnis dieser Untersuchung gbt Abb. 3-7 wieder: Chloramphenicol reduzierte die
bakterizide Wirkung hoher Ciprofloxadnkonzentrationen auf Wadstums-inaktive Zellen von
WT-3-1 und WT-4, die aner exponentiell wadsenden Batchkultur entstammten, um etwa 90 %.
Zusammen genommen zedgen die Ergebnise aus Abb. 3-6 und 3-7, dass Zellen, die aus der
exponentiellen Phase aner Batchkultur von WT-3-1 stammen, unabhdngig von Replikation,
Transkription und Proteinbiosynthese a@ne dwa 90fach grolere Empfindlichkeit gegentber
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hohen Ciprofloxadnkonzentrationen aufweisen, als Zellen aus der stationdren Waadstumsphase.
Um eine mogliche Korrelation zwischen diesen unterschiedlichen Empfindlichkeiten und den
Konzentrationen an Topo IV oder Gyrase bezehungsweise den entsprechenden Mengen der
parC-, parE- und gyrA-Transkripte aufzuzeigen, wurden die Transkriptmengen in Kulturen aus
der exponentiellen und stationéren Wadstumsphase untersucht (3.2.6.1.1).

3.1.3 Wirkung von Etopo sid

Das Epipodophyllotoxin Etoposd wird in der Krebstherapie ds Inhibitor der humanen
Topoisomerase Il eingesetzt, zu der Topo IV eine hthere Homologie ds Gyrase aifweist. Nach
Daten von Strumberg (127) ist die Invitro-Wirkung von Etoposid auf isolierte Gyrase anes
E. coli Wildtyp-Stammes schwadher als auf eine Gyrase mit der Chinolonresistenzmutation
Ser83-Trp (GyrA®*Y). Durch vergleichende Absterbekinetiken wurde daher untersucht, ob ein
derartiger Empfindlichkeitsunterschied zwischen verschiedenen Gyraseenzymen fiur Etoposid
auch in vivo zu beobaditen ist, oder ob unter diesen Bedingungen Topo IV ene aisdtzliche
Zielstruktur fur Etoposid darstelit.

Wegen der schwadien Aktivitdt von Epipodophyllotoxinen auf bakterielle Gyrase und der
natUrlicher Resistenz von E. coli gegentiber Etoposid, die auf eine hohe Affinitét zu bakteriellen
Effluxpumpen zurlckzufthren ist (Tabelle 3-2 und Tabelle 3-6), musde fir die
Empfindlichkeitstestung de intrazdlulare Konzentration von Etoposid erhéht werden. Hierzu
solite @ne Mutante (TolC") verwendet werden, der mit TolC eine esentielle Komponente der
RND-Typ Effluxpumpen in der duRReren Membran fehlte. In diese Mutante sollte die gyrA®3V-
Mutation durch homologe Rekombination eingekreuzt werden.

3.1.3.1 Herstellung von gyrA®®“-Mutanten

Die Herstellung von gyrA®*-Mutanten erfolgte wie unter 2.2.23 wnd 22.23.1 beschrieben
durch Einkreuzen der gyrA®*'-Mutation mittels homologer Rekombination in den Wildtyp
RFM443 Fir die homologe Rekombination wurde aundchst der Suicide-Vektor pMAK 705242
(siehe Abb. 2-2) konstruiert, der ein gyrA-Fragment mit der gyrA®*-Mutation beinheltete. Der
so konstruierte Stamm (RFM443-2421), dessen chromosomale gyrA¥*V-Mutation durch DNA-
Sequenzierung bestétigt wurde, war ebenso unempfindlich gegentiber Ciprofloxaan (Tab. 3-6)
wie WT-3-1 (Tab. 3-2). Es gelang jedoch richt, entsprechende gyrA®*'-Derivate der tolC™-
Mutante DE112 zu selektieren. Um die Wirkung von Etoposid dennoch testen zu kdnnen,
wurden Versuche in Kombination mit dem Inhibitor von Effluxpumpen des RND-Typs (EPI)
Phe-Arg-f3-Naphtylamid (MC-207,110) durchgefihrt (3.1.3.2).
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3.1.3.2  Sensitivierung von Wildtyp und gyrA-Mutante fir Etopo sid

Die Verwendung einer tolC-Mutante oder der Zusatz von MC-207,110 flhrte a1 einer
Sensitivierung gegenuiber Etoposid und bereits bekannten Substraten von RND-Effluxpumpen
(z. B. Chloramphenicol und Ciprofloxaan). Die tolC-Mutante wies im Vergleich zum Wildtyp
eine 51Xach hohere Sengtivitédt gegeniber Etoposid, eine d@wa 8fadh hbhere Senstivitét
gegenuber Ciprofloxadn und eine 16fach hohere Senstivitét gegenlber Chloramphenicol auf
(Tabelle 3-6). MC-207,110 bewirkte konzentrationsabhéngig ebenfalls eine Senstivierung
gegenuber Etoposid, Ciprofloxaan und Chloramphenicol, die &er je nach Substrat um den
Faktor 2 — 6geringeraudiel alsin der tolC"-Mutante (Tabelle 3-6).

Tabelle 3-6: Minimale Hemmkorzentrationen (MHK) von Ciprofloxacin, Chloramphenicol und
Etoposid, auch unter Zusatz von 40-320uM MC207,110 (MCges29 gegentiber Wildtyp
(RFM443), gyr AZ*-Mutante (RFM443-2421) und tol C-Mutante (DE112)

o MHK [ug/ml]
Antibiotikum RFM443 |RFM4432421 |DE112

Etoposid >1024 >1024 2
Etoposid+MCyg 200 90 n.b.
Etoposid+MCqgg 42 <18 n.b.
Etoposid+M Czzg <12 <12 n.b.
Ciprofloxadn 0,0156 0,25 0,002
Ciprofloxaan+MCjyg 0,0156 0,25 n.b.
Ciprofloxadn+MCig9 0,008 0,125 n.b.
Chloramphenicol 8 8 0,5
Chloramphenicol+ M Cyq 1 1 n.b.
MC >640" >640" n.b.

&Konzentration in pM

3.1.3.3  Auswirkungen einer gyrAS®*“-Mutation auf die Empfindlichkeit

gegenuber Etoposid und Ciprofloxacin

Durch Zugabe aner gedagneten subinhibitorischen Konzentration des EPl MC-207,110 (40 uM)
konnte die Empfindlichkeit von Wildtyp und Mutante derart gesenkt werden, dassvergleichende
Untersuchungen zum Absterbeverhalten unter Etoposid méglich wurden. Die Bestimmung der
MHK von Etoposid (Tab. 3-6) ergab, dass die gyrA-Mutante RFM443-2421 etwa 2-3fach
empfindlicher als der Wildtyp ist. In Absterbekinetiken (Abbildung 3-8) konnte gezegt werden,
dass die Chinolonresistenzmutation Ser83-Trp (GyrA®*) (135 361) auch in vivo zu einer
wéhrend sich RFM443 (Wildtyp-GyrA)
empfindlich gegentiber dem Chinolon Ciprofloxadn, aber unempfindlich gegentiber Etoposid

Hypersengtivitdt gegeniber Etoposid fuhrt,

zagte. Wie bereits fur Fluorchinolone gezegt (3.1.2.1), verursachte auch Etoposid in
Konzentrationen nahe der MHK in exponentiell wadhsenden Kulturen von Wildtyp und gyrA-
Mutante ane starke Filamentierung der Zellen (Daten nicht gezegt), als Zeichen einer Induktion
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der SOS-Antwort.

Diff. log KBE/ml

Zeit [h]

Abbildung 3-8: Veranderung der Fahigkeit zur Koloniebildung von RFM 443 (offene Symbole) und
RFM443-242.1 (gefillte Symbole) nach Inkubation mit 63 ug/ml Etoposid (A, A) oder 0,08 ug/mi
Ciprofloxacin (H, [1) jeweilsin Kombination mit 40 uM MC-207,110.

3.1.4 Wirkung von Rutin

Fur Rutin, ein glykosyliertes Flavon, wurde in vitro eine Wirkung auf isolierte Topo IV von
E. coli bel fehlender Wirkung auf Gyrase beschrieben (26). Da jedoch Erkenntnisse Uber die
Wirkung auf Zellen fehlen, sollten die Auswirkungen von Rutin auf die Lebensfahigkeit und de
Zellmorphologie von WT, WT-4 uwnd WT-3-1 uwntersucht werden. Die gemessne
Unempfindlichkeit der Bakterienstamme gegentber Rutin (Tab. 3-2) konnte weder durch den
Effluxpumpeninhibitor MC-207,110 verringert werden, noch zeagte sich eine ehodhte
Empfindlichkeit der tolC-Mutante DE112 (Daten nicht gezegt). Um die Wirkung von Rutin
dennoch untersuchen zu kénren, wurde versucht die Empfindlichkeit der Zellen durch ene
Permeabilisierung durch Polymyxin B Nonapeptid (PMBN) in subinhibitorischer Konzentration
zu erhdhen (2.2.6.1). Die Zugabe von PMBN (75ug/ml) hatte keinen Einfluss auf das
Zellwadhstum (Tribungsmesaung) oder die Fahigkeit zur Koloniebildung, bewirkte jedoch die
Bildung von Zellketten mit bis zu 16 einzedn beweglichen Zellen (Daten nicht gezagt). Durch
PMBN wurde @ne Sendtivierung der Zellen fur Rutin erzielt, die a1 einer zunehmenden
Wadstumshemmung ab 128 ug/ml (Abbildung 3-9) fuhrte. Stamme mit Wildtyp-Topo IV (WT
und WT-3-1) wurden durch Rutinkonzentrationen von 128 256 wnd 512ug/ml stérker im
Wachstum gehemmt ds die Topo IV-Mutante WT-4 (ParC®%). Die maximae
Wadstumshemmung (Zunahme der KBE/ml um etwa 1,2 log 10 nach 18 h), entsprechend der
MHK, erfolgte fur die Stamme WT und WT-3-1 bel 512 pug/ml und fir WT-4 bel 1024 pug/ml.
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Abbildung 3-9: Wachstumshemmung vonWT (¢), WT-3-1 (m) und WT-4 (A) durch verschiedene
Rutinkoreentrationen jewells in Kombination mit PMBN (75 pg/ml) nach 18h; Ausgangsinokulum
jewells etwa 5E+05 KBE/m

Eine bakterizide Wirkung von Rutin konnte auch bei 2 x MHK weder auf WT noch auf WT-3-1
festgestellt werden.

Die mikroskopische Analyse der Zellmorphologie nach 18stiindiger Inkubation mit Rutin zegte
eine Zunahme des Filamentierungsgrads mit steigender Konzentration. Bei 128 ug/ml waren
etwa 5% de Zellen ener E.coli WT-Kultur filamentiert (4-5fache Zellldnge) mit
Ausbeulungen der Zdlhtlle (Daten nicht gezegt). Nadh Inkubation mit 256 ug/ml zegten
>50% der Zellen dieser Kultur eine entsprechende Filamentierung, etwa 5% der Zellen von
WT-3-1, jedoch keine Zellen von WT-4. Bei einer Inkubation mit 512ug/ml zegten ale
Stamme ane deutliche Filamentierung (>66 %) und enige Zellen zentral oder endstandig
gelegene Beulen sowie vereinzdte Extrusionen von Zytoplasma an den Septen (Daten nicht
gezegt). Rutin bewirkte demnad mit steigender Konzentration zunachst eine Filamentierung in
Kulturen von WT, dann von WT-3-1 und schliefdlich von WT-4, entsprechend der geringsten
Empfindlichkeit dieses Stamns.

3.15 Wirkung von Novobiocin

Novobiocin, ein Cumarinderivat, bindet anndhernd kompetitiv zu ATP (die Bindestellen
Uberlappen sich) an die B-Untereinheit von Gyrase und Topo IV. Mutationen in der A-
Untereinheit, wie sie in WT-3-1 und WT-4 vorhanden sind, haben vermutlich keine Auswirkung
auf die Bindung von Novobiocin (125 174, 223).

Der Einflussvon Novobiocin auf das Wadstum, die Tellungsfahigkeit und de Morphologie der
Zellen wurde in LB-Bouillon untersucht. Hier war im Gegensatz zu Kationen-adjustierter MH-
Bouillon (siehe Tab. 3-2) die Empfindlichkeit der Stdmme gegenliber Novobiocin wie auch
gegenuber Ciprofloxadn (sehe 3.1.2.1) um den Faktor 4 verringert. Die in LB-Bouillon
bestimmte MHK von Novobiocin betrug fur WT-3-1 und WT 4 jewells 256 ug/ml. Aus

66



Ergebnisse

Abbildung 3-10 geht hervor, dass bereits subinhibitorische Novobiocinkonzentrationen
von1/16 x MHK das Kulturwadhstum beider Stamme verlangsamte (Generationszeiten von
etwa 47min, bestimmt aus dem in Abb. 3-10 dargesteliten Wadstum Uber 5h).
Konzentrationen von 1/8 x und 1/4 x MHK verursaditen in beiden Stammen Uber 5h ene
Bakteriostase bzw. eine geringe Reduktion der Keimzahl (max. -0,8log10) gefolgt von einem
verlangsamten exponentiellen Wadstum (Abhildung 3-10).

Diff. log KBE

Zeit [h]
Abbildung 3-10: Reduktion der Fahigkeit zur Koloniebildung vonWT-4 (Dreiecke) und WT-3-1

(Quadrate) durch Inkubation mit subinhibitorischen Novabiocinkoreentrationen (ber 8h;
1/16 x MHK (offene Symbole), 1/8 x MHK (schwarze Symbole) und 1/4 x MHK (graue Symbole)

Die Auswirkungen wvon inhbitorischen Novobiocinkonzentrationen auf die Fahigkeit zur
Koloniebildung in beiden Stdmmen sind in Abb. 3-11 dargestdit:

0

Diff. log KBE

Zeit [h]

Abbildung 3-11: Reduktion der Fahigkeit zur Koloniebildung von WT-4 (A, A) und WT-3-1
(M, ) durch Inkubation mit inhibitorischen Novobiocinkoreentrationen Gber 19 h; 256 ug/ml (offene

Symbole) oder 512 pug/ml (geschlossene Symbole)

In Anwesenheit von Konzentrationen im Bereich der MHK (256 ug/ml) reduzierte Novobiocin
bereits nach 3 h signifikant die Fahigkeit zur Koloniebildung beider Stdmme und verursadite
nach 5 h eine Reduktion um etwa 2,4 Zehnerpotenzen. Nach 19stiindiger Inkubation konnte in
beiden Stammen wieder eine um etwa 2 Zehnerpotenzen erhdhte Keimzahl gemessen werden,
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so dass ein Nettoverlust von etwa 0,5Zehrerpotenzen bestehen Hieb. Eine hohere
Konzentration (2x MHK d. h. 512ug/ml) verursadite in beiden Stdmmen mach 5h kew. 8h
einen starkeren Verlust (etwa 3 Zehnerpotenzen) der Fahigkeit zur Koloniebildung und
reduzierte zudem in WT-3-1 nach 19sttindiger Inkubation die eneute Zunahme der Keimzahl
von 2 auf etwa 0,7 Zehrerpotenzen. Konzentrationen von 4 x MHK und 8 x MHK verringerten
dauerhaft (bis 22h) die Fahigkeit zur Koloniebildung in beiden Stammen um nmehr als 4
Zehrerpotenzen (Daten nicht gezeqt).

Die mikroskopische Analyse der Zellmorphologie von WT zegte bereits nach 30mindtiger
Inkubation mit Novobiocinkonzentrationen von 16 und 32pug/ml in etwa 10% der Zellen eine
Verlangerung bis zum 3fachen der normalen Zelllange (Abbildung 3-12). Diese Zunahme der
Zelllangen spiegelte sich auch in einer Zunahme der ODsgo bel gleichzatig unverénderter
Keimzahl (Daten ncht gezegt). Im Gegensatz zur Wirkung von Fluorchinolonen trat nach 2 h
keine weitere Verlangerung der Zellen auf (Abbildung 3-12). Der Anteil der verlangerten Zellen
betrug nach 2 h und 8h etwa 50 % und verringerte sich nach 19 h wieder auf <10 %. Kulturen,
die mit 64pg/ml und 128ug/ml Novobiocin inkubiert wurden, wiesen et nach 19h
verlangerte Zellen in geringer Konzentration (etwa 1 %) auf. Novobiocinkonzentrationen von
256 ug/ml und 512pg/ml fdhrten in WT, WT-4 und WT-3-1 auch mach 21,5h zu keiner
Zéellverlangerung jedoch nach 25,5 h zu einem Anteil von etwa 50 % verléngerter Zellen.

C = D
s O

Abbildung 3-12: Typische Zellmorphdoge von WT nach 30 min (A, B) und 2 h (C, D) Inkubation mit
Novabiocin 16 pg/ml (A, C) und 32 ug/ml (B, D)
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3.2 Regulation der Transkription von parC und parE

In Bakterien wird de Menge der mesten Proteine hauptsadilich Uber die Kontrolle der
Transkription reguliert. Da Topo IV aufgrund ihrer relaxierenden Aktivitét als Antagonist von
Gyrase an der Aufredhterhaltung des globalen DNA-Uberspiralisierungsgrads beteili gt ist (365),
erschien eine Regulation der Transkription won parC und paE duch den
Uberspiralisierungsgrad wie bei gyrA/B denkbar. Um erste Hinweise auf die vorhandenen
Promotoren und ihre Regulation zu erhaten, wurden zunadst die Startpunkte der mRNAS
bestimmt und mdgliche DNA-Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren ermittelt. Fur weltere
Einblicke in die Regulation der Transkription von parC und parE, wurden die entsprechenden
Transkripte unter verschiedenen physiologischen Bedingungen, die modulierend auf den
Uberspiralisierungsgrad einwirken, mittels red-time RT-PCR quantifiziert. Als Kontrolle fir
eine gleichblelbende Expresson Uber verschiedene Wadstumsphasen einer Batchkultur wurde
das Transkript der RNA-Helicase SrmB gewdhlt, die an der Biogenese von Ribosomen betelli gt
Ist. Array-basierte Genexpressonsdudien zegten ene identische Expresson von srmB in
exponentieller und stationarer Wadhstumsphase (302). Zusdtzlich wurde die Transkriptmenge
von agaY bestimmt, das verstérkt in der stationdren Phase exprimiert wird. Es codiert fur
Tagatose-1,6-Bisphosphat Aldolase, die im alternativen Kohlenhydratstoffwedhsel am Abbau
von N-Acetyl-Galadosamin und D-Galadosamin betelligt ist (42).

3.2.1 RNA-Isolierung und RNA-Ausbeuten

Die Isolierung und Quantifizierung von Gesamt-RNA erfolgte wie unter 2.2.8 und 22.9
beschrieben. Zwischen den beiden zur Quantifizierung verwendeten Methoden, ndmlich der
Bestimmung der Absorption bal 260nm (siehe 2.2.9) oder der unter 2.2.10 beschriebenen
Mesaung eines gebundenen, spezfischen Fluoreszenzfarbstoffs (RiboGreen®), wurden keine
Unterschiede festgestellt (Daten nicht gezagt). Fur alle RNA-Quantifizierungen wurde daher
die Zeit und Kosten sparende Absorptionsmesaing bel 260 nm verwendet.

Die Kontamination der Gesamt-RNA mit genomischer DNA (Negativkontrolle in red-time RT-
PCRs) betrug trotz DNase-Behandlung (siehe 2.2.8) maximal 0,1 % bel Préparationen aus der
exponentiellen Wadstumsphase und je nach Gen zwischen 5 % und 30% bel Préparationen aus
der spéten stationdren Phase (15 h).
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3.2.1.1 RNA-Ausbeute: Schwankungsbreite und Abhéangigkeit von der
optischen Dichte der Kultur

Die Ausbeuten verschiedener, identisch durchgeftihrter RNA-Préparationen aus Batchkulturen
von WT unterschiedlicher optischer Dichte wurden miteinander verglichen Wie Abb. 3-13 zdgt,
variierten die RNA-Ausbeuten in Abhangigkeit von der Zelldichte (ODsgg) derart, dass $ch drei

90
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OD560
ug RNA/OD/ml Kultur 0,10 - 0,33 05-1,5 1,75 - 2,55
arithmetisches Mittel 75,4 62,0 50,8
Standardabweichung 5,4 4,1 2,9
% Variationskoeffizient 7,1 6,6 5,8
n 16 12 4

Abbildung 3-13:Abhénggkeit der RNA-Ausbeuten [ug RNA/OD/ml Kultur] von der optischen
Dichte eéner Batchkultur von WT; Die angrenzende Tabelle zeigt die zugehtérigen mittleren RNA-
Ausbeuten, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten

ODsgg-Bereiche mit jeweils unterschiedlichen RNA-Ausbeuten identifizieren lief3en. Die
hochsten RNA-Ausbeuten von durchschnittlich 75,4 ug/OD/ml Kultur wurden im Bereich einer
ODsgp von 0,1-0,33 erzielt. Verglichen hermit wurden im OD-Bereich von 0,5-1,5 noch 82 %
und im OD-Bereich von 1,75-2,55 noch 67 % der RNA-Ausbeuten erzielt. Innerhalb dieser drel
OD-Bereiche waren die Ausbeuten reproduzierbar mit Variationskoeffizenten zwischen 5,8 %

und 7,1%.
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3.2.1.2 RNA-Ausbeute: Einfluss von Topoisomerase-Inhibitoren

Ciprofloxadn und Novobiocin beanflusden unterschiedlich die RNA-Ausbeuten aus
Batchkulturen. So lieferten Kulturen wvon WT, die mit bakteriostatischen Ciprofloxaan-
konzentrationen behandelt wurden, Gber 60 min Inkubation, bzw. bis zu einer ODsgo = 0,74,
anndhernd deiche RNA-Ausbeuten von etwa 70ug RNA/OD/ml Kultur (Abb. 3-14).
Bakteriostatische Novobiocinkonzentrationen (16-64 ug/ml)  bewirkten hingegen einen
sofortigen Zelltellungsdopp — eine Veranderung der Keimzahl/ml konnte nadh 30 min nicht
festgestellt werden — und eine nahezu vollstdndige Hemmung der RNA-Synthese innerhalb von
30 Minuten (ug RNA/ml Kultur blieb fortan konstant). Wie as Abb. 3-14 ersichtlich,
reduzierten sich daher die RNA-Ausbeuten von Novobiocin-behandelten Kulturen nrach 30 min
auf 85 % und nach 60 und 90min auf etwa 66 %.

S5 80 .
§ R A Cip Novo
X 70T Ty Y- A e 15bzw. 10min
£ 607 30min
8 ®e 60mi
19 4 A o min
; 50 ’g'.’ . .
@ 40t % 90min
2 120min
=+ 30 - - -

0 0,5 1 15 2

OD560

Abbildung 3-14: Einfluss bakteriostatischer Konzentrationen von Novabiocin und Ciprofloxacin auf
die RNA-Ausbeuten aus Batchkulturen von E. coli WT; Fir die Préparationen sind de Zeten der
Probenentnahme angegeben.

Zusammengenommen zegten die Ergebnise ais 3.2.1.1 und 3.2.1.2, dass der RNA-Gehalt
einer Kultur stark von den Kulturbedingungen bzw. vom Zellwadchstum abhéngt und nicht mit
der optischen Dichte der Kultur korreliert. Flir Genexpressonsgudien, bel denen verschiedene
Kulturbedingungen mit Einfluss auf das Zellwadstum verglichen werden, kdnnen daher nur
definierte Mengen Gesamt-RNA verwendet werden, da e@ne Normalisierung unterschiedlicher
RNA-Mengen mittels der optischen Dichte nicht mdglich ist.
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3.2.1.3 Reinheits- und Qualitatsprifung der RNA

Die Reinheit der préparierten Gesamt-RNA wurde mittels des Verhdtnisses der
Absorptionswerte bei 260 nm/280 nm Uberprift (2.2.11). Fur ale RNA-Préparationen lagen die
Verhdltnise awischen 1,87 und 216, charakteristisch fur eine proteinfree RNA. Fir eine
effiziente reverse Transkription und anschlief3ende Amplifikation sollten die mMRNAs moglichst
unfragmentiert (in hoher Qualitdt) vorliegen. Da jedoch fir die Quantifizierung der cDNAsS
(2.2.15.2) nur kurze Sequenzabschnitte (50-250bp) in der Néhe des 3 Endes amplifiziert
wurden, wirde aich eine partiell degradierte mRNA &quivalente Quantifizierungsergebnisse
liefern (48). Die Qualitét der préparierten Gesamt-RNA wurde in einem nativen Agarosegel
anhand der rRNA-Banden Uberprift (2.2.12). Unfragmentierte RNA zdachnet sich durch zwei
stringente rRNA-Banden im nativen Agarosegel aus, von
denen die obere 23S rRNA-Bande dwa die doppelte
Intensitét der unteren 16S rRNA-Bande besitzt und zudem
keine Anzechen ener Degradierung erkennbar sind. Alle
RNA-Prégparationen  erflllten  diese  Kriterien  fr
unfragmentierte RNA, wie Abhldung 3-15 exemplarisch
anhand von finf RNA-Pr8parationen zegt.

Abbildung 3-15: natives Agarosege von typischen RNA-Préparationen nach DNase-Verdau

3.2.2 Reverse Transkription

Da RNA nicht als Template in ener PCR dienen kann, erfolgte ds erster Schritt einer
quantifizierenden red-time RT-PCR die unter 2.2.15.1 beschriebene reverse Transkription (RT)
von mRNA in cDNA.

3.2.2.1 Effizienz und Effizienzschwankungen

Eine gleichbleibende Effizienz der RT-Re&tion ist eine Vorausstzung fur die &kurate
Quantifizierung der mRNA, da die Menge der produzierten cDNA die angesetzte RNA-Menge
exakt widerspiegeln muss Die meisten kommerziell erhdtlichen Reverse Transkriptase-Enzyme
sind temperaturempfindlich, so dass die RT-Reé&ktion haufig bel Temperaturen zwischen 40 °C
und 50°C durchgeftihrt wird. Bel diesen Temperaturen kann es in Abhéngigkeit von der
Basenzusammensetzung und Nukleotidanzahl der verwendeten Primer zu unspezfischen
Anlagerungen an die DNA kommen. Es konnen sich auch Sekundarstrukturen ausbilden, die au
einem Abbruch der reversen Transkription fuhren konnen (48, 57). Zusétzlich kann die
Salzkonzentration oder eine Kontamination mit Alkoholen oder Phenolen die Effizienz der RT-
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Reé&ktion beanflusen und zu Schwankungen zwischen 5 % - 90 % fihren (99).

Vorversuche aur vorliegenden Arbeit zeigten den Einfluss folgender Faktoren auf die relative
und absolute AMNA-Ausbeute: Art des verwendeten RT-Enzyms, Methode des Primings —
zufélli ge Hexamernukleotide oder genspezfische Primer (GSFs) (Daten ncht gezeqgt).

Fur reproduzierbare und vergleichende Quantifizierungen der Genexpresson aus verschiedenen
RNA-Prégparationen muss daher die RT-Effizienz moglichst konstant gehalten oder
Effizienzschwankungen berticksichtigt werden. Zum Ausgleich solcher Effizienzschwankungen
werden haufig Referenzgene (interne Standards) eingesetzt. Diese sind bel Prokaryonten nur
sehr eingeschrankt von Nutzen, da die Genexpresson in Bakterien ncht unter alen
physiologischen Bedingungen gleich stark ist. Dies trifft auch auf die in enigen Studien
verwendeten Gene fur die 16S rRNA zu, deren Expresson in Abhéngigkeit von der
Wadstumsrate reguliert wird (6). Fur vergleichende Untersuchungen der Genexpresson unter
verschiedenen  physiologischen  Bedingungen  (verschiedene  Wadstumsphasen — einer
Batchkultur, Antibiotikazusatz, etc.) lasen s€ich daher womdglich keine gedgneten
Referenzgene finden.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher keine Referenzgene verwendet, sondern mogliche
Schwankungen in der Effizienz der RT-Redtion durch konstante Redtionsbedingungen
minimiert. Hierzu wurden ale RT-Re&tionen im gleichen Thermocycler, mit einheitlichem
Temperaturprofil sowie unter Verwendung eines Mastermixes mit konstanten Konzentrationen
an RT-Enzym, Puffer, RNase-Inhibitor, dNTPs und Primern sowie konstanter RNA-Mengen
(jewells 150 ng) in einem Volumen von je 20 pl angesetzt.

Obgleich die RT-Effizienz nicht direkt durch eine mogliche radioaktive Markierung bestimmt
wurde, deutet die hohe Reproduzierbarkeit von Genexpressonsdaten aus verschiedenen RNA-
Praparationen (Tabelle 3-8) indirekt auf eine geringe Variabilitdt der RT-Effizienz. Die
Bestimmung von cDNA-Mengen mittels red-time PCR zegte aidem keinen Einfluss der
Denaturierungszet und Templatemenge und nur einen geringen Einfluss der Verlangerungszeit
auf die Effizienz der RT-Red&ktion (Daten nicht gezagt).

3.2.3 Quantifizierende real-time PCR

Die Quantifizierung eines spezfischen cDNA-Templates erfolgte relativ zu einer geagneten
Kontrolle wie unter 2.2.15.2 und 22.15.3 beschrieben.
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3.2.3.1 Optimierung und Validierung

Fur jede Template/Primer Kombination erfolgte aierst eine Optimierung der PCR-Bedingungen
hinsichtlich maximaler Effizienz be minimaler Bildung von unspeafischen PCR-Produkten
(z. B. Primerdimere). Hierzu wurden gedgnete Primerkonzentrationen (im Bereich 50-900nM)
und MgCl,-Konzentration (im Bereich 3-4,25uM) ausgetestet. Tabelle 3-7 gibt die optimalen
Konzentrationen fur den Forward- und Reverse-Primer sowie die PCR-Effizienz (2.2.15.2) fur
dle getesteten Amplikons an. Die Amplifikation unterschiedlicher Templatemengen wurde im
Bereich von 0,08-80ng cDNA getestet und erfolgte fir alle Templates mit hoher Konstanz
(ineae Abhangigkeit R=>0,98) und anndhernd identischer Effizienz nahe der maximalen
theoretischen Effizienz von 2,0 (Verdopplung aller Templates pro PCR-Zyklus). Die Analyse
der Amplikons auf einem Agarosegel (4 %) zegte keinerlel Nebenprodukte und damit eine hohe
Selektivitét der PCRs.

Tabelle 3-7: optimale Primerkonzentrationen und Amplifikationseffizienz fir die
getesteten Amplikons.

Amplikon optimale Primerkonz. [nM] Effizienz
Forward Reverse
parC 200 150 1,89+0,01
parE 150 150 1,83+0,03
gyrA 150 150 1,73+0,03
recA 150 150 1,86+0,06
agaY 300 450 1,96+0,10
srmB 150 75 1,97+0,05

Die Reproduzierbarkeit von PCR-Red&ktionen wird von stochastischen Effekten, die durch das
Poison-Gesetz beschrieben werden, beanflusg (73). Die Messingenauigkeit oder Varianz
nimmt daher mit steigender Zyklenzahl bzw. geringerer Templatemenge zu (262).

Die Variabilitdé der gemessnen Cr-Werte innerhalb eines dreifadhen PCR-Ansatzes (intra-
Assay) betrug fur alle Amplikons <0,7 % und fur verschiedene PCR Ansédtze von einer cDNA
(inter-Assay) fur srmB 1,5 %, fur ale anderen Amplikons <0,6 % (Tab. 3-8).

Tabelle 3-8: % mittlerer Variationskoeffizient bel Amplifikationen durch real-time PCR.

% mittlerer Variationskoeffizient
AmpliKON | intra Assay | inter-Assy relative
Genexpresson
parC 0,47 0,59 9,8
parE 0,53 0,5 12,2
gyrA 0,49 0,55 7,9
recA 0,38 0,62 8,7
agaY 0,65 0,63 17,1
srmB 0,61 1,54 129
®n=65
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Die Quantifizierung der cDNAs mittels SYBR® Gree-PCR war somit sehr stabil und zeigte fir
alle Amplikons eine hohe Reproduzierbarkeit.

Der zusdtzlich in Tab. 3-8 angegebene mittlere Variationskoeffizient der relativen
Genexpresson wurde Uber die Standardabweichung der relativen Genexpresson, SEx,q (siehe
2.2.153) berechret. Er berlicksichtigt insgesamt 65 uwnterschiedliche Paae von RNA-
Praparationen einschliefdlich der sich anschlief3enden RT-Re&tion und red-time PCR. Die
grofde Variation von 17,1 % wurde dabei fir das agaY-Amplikon festgestellt, das zugleich die
hochsten Cr-Werte aufwies. Fir die anderen Amplikons lag der mittlere Variationskoeffizient
der relativen Genexpresson zwischen 7,9 % und 12,9%.

3.2.4 Lokalisierung der Transkriptionsst artpunkt e von parC und parE

Die Lokaiserung der Transkriptionsdartpunkte eafolgte in E. coli WT mittels ener neu
entwickelten Methode basierend auf der ,Primer-Extenson-Analyse wie unter 2.2.16
beschrieben. Hierzu wurden Primer verwendet, die an ihrem 5-Ende mit dem Fuoreszenz-
farbstoff 6-Carboxy-fluorescen Phosphoamidite (6-FAM) markiert sind und etwa 50bp
stromabwarts des Trandationsdarts an die mRNAs von parC bzw. parE binden (siehe
Abb. 3-11 wund 3-12). Durch die Verlangerung deser Primer entstanden cDNA-Fragmente,
deren 3-Ende den jeweiligen Transkriptionsgartpunkt markiert. Diese wurden zusammen mit
einem Langenstandard, bestehend aus unterschiedlich langen, am 5-Ende mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Carboxy-tetramethyl-rhodamin (TAMRA) markierten DNA-Fragmenten, durch eine
Kapill arelektrophorese getrennt und ihre Lange im Vergleich zum Langenstandard tber die
Laufzeten der Proben berechnet. Da die Laufeigenschaften von denaturierter DNA im
verwendeten POP-6-Polymer jedoch auch sequenzabhingig sind (7), war eine Validierung
dieser Langenbestimmung erforderlich. Die Vadidierung erfolgte mit GrofRenstandards
definierter Lénge (siehe Tab. 2-4), die mittels PCR unter Verwendung der 6-FAM markierten
Primer aus den stromaufwarts liegenden Sequenzen von parC und parE generiert wurden. Die
Lénge dieser hergestellten GrofRenstandards wurde mittels des TAMRA-Langenstandards exakt
bestétigt und damit die ermittelten FragmentlAngender parC- undparE-cDNAS verifiziert.

Unter exponentiellem Wadstum (ODsgp= 0,62 — 0,69) wurde das haufigste dNA-Fragment
von parC mit 1032 nt bestimmt. Hieraus ergab sich fir den Transkriptionsdart ein Guanin,
51bp vor dem Trandationsdart (Abbildung 3-16). Es wurden vier weitere Fragmente in
geringerer  Kopienzahl (maxima 10%) detektiert (Tab. 3-9). In der frihen stationdren
Wadstumsphase (ODsgo= 1,49) konnte nur ein cDNA-Fragment von 1033 nt detektiert
werden, entspredhend dem héufigsten Fragment unter exponentiellem Waadstum.

75



Ergebnisse

Tabelle 3-9: parC-Fragmente aus der ,, Primer-Extension‘ -Analyse

aC Fragmentlange relative Fragmentlénge | relative
P [nt]® Haufigkeit” [nt]® Haufigkeit®
exponentielle Phase frihe stationare Phase
Hauptfragment | 1032 (Q) 1,00 1033 (g9) n.b.
Nebenfragmente | 96,2 (t) 0,09 - -
1411 (c) 0,07
1595 (gc) 0,10
1787 (0) 0,07
& Mittelwerte aus 2 unabhangigen Bestimmungen
® hierzu wurden die jeweili gen Peak-Flachen verglichen (7)
CRP-Bindemotiv
[ ]
— 480 t gcacaggt gacgct gcgcacaat ggagt ggaaaacct at ¢tt gat gcccgacgagecgg
-35 RpoD1s -10 -35 RpoD19
TxrR-Bi ndemotiv
. . .
— 420 tgatttcatgcCt gt ct cggcagt cgt gggat gcgacgt acaat gat gctt ccagcett cct
-10
- 360 gaacacgct caaaagcgat agt gaagaaaacgt cggt cact ggaaaaat gcgcagt at ga
-35 RpoDa17 -10
—300 cgccttactaaaccaggccacgcagat cact gat gcgacaaagcegt aat gcgtt gt at ca
-35 RpoDz17 -10
— 240 gcaggcagaagt gat cat caaccaacaggcaccgcet gattcctat ctact at cagecgt t

— 180 aat caaact gCttaaaccct acgttggecggttttccget géat aat ccccaggatt at gt
P3
— 120 ctacagcaaagagtt gt at at caaggcacattgatgcctttatcgccgccggagcacgtc
-35 RpoD1s -10 -35 RpoDz19
r— > ] —»> ] ] ]
—60 Ccggcggcgct att cacgct gat ct cct gt gact cgacgcggcagat aat gt agt at ctcc
-10 -35 RpoD17 -10
P1 . ; ;
> — , . Hl%demotllv . .
+1 ggcaatattgcccctttgaaggct ggcgaat aagtt gaggaat cagaat t aat gagcgat
RBS M S D
+61 at ggcagagc'gcct t gcgct éc<at gaattt écggaaaacg'cct

6FAM-parC
M A E RLALHEZFT ENA

Abbildung 3-16: 5-Region von parC; * Ende des fur WT, WT-4, WT-3-1, MIll und MIII-300
sequenzierten DNA-Abschnitts (118 - —48Q E. coli K12-Sequenz), fettgedruckte Basen geben de

experimentell

bestimmten Transkriptionsdartpunkte wieder; gestrichdte Pfele, Transkriptions-

startpunkte ohre proximale Promotorsequenzen; RpoD,, o'%-abhdngiger Promotor mit nbp Abstand
zwischen —10- und —35-Region; angegeben ist auch de Bindestdle des fir die , Primer-Extension
verwendeten 6-FAM-par C-Primers

Fur parE wurde das haufigste dNA-Fragment mit 1027 nt bestimmt, woraus sch fir den

Transkriptionsdart ein Guanin, 55bp vor dem Trandationsdart ergab (Abb. 3-17). Es wurden
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vier zusdtzliche Fragmente in etwas geringerer Kopienzahl detektiert. Im Vergleich zum
Hauptfragment betrugen ihre relativen Haufigkeiten zwischen 23 % und 72% (Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: parE-Fragmente ausder ,, Primer-Extension”-Analyse

Fragmentlange relative Fragmentlange | relative

park [nt]? Haufigkeit® [nt]? Haufigkeit®
exponentielle Phase fruhe stationare Phase
Hauptfragment | 1027 (Q) 1,00 1595 (at) n.b.
Nebenfragmente | 1594 (at) 0,72 - -
1784/1791 (t) 0,60
2882 (9 0,25
ca 380(0) 0,23

& Mittelwerte aus 2 unabhangigen Bestimmungen
® hierzu wurden die jeweili gen Peak-Flachen verglichen (7)

— 480 ctggcggaacat caccct gacgtt gagat gat catt ccgcagttgccccegtatccttct
— 420 gacgcggcagaact gct ggaat ct at t gt cCt ggaacat ggcggegat t cgct gggt at t

CRP-Bindemotiv
[ |
—360 gtcggttcgtcact ggggggét att acgccécct ggtt gt cgcaatgttttat gct gccc

-35 RpoD1s -10 -35
— 300 gcagtggt ggt aaacccggcggt gcgaccgtttgaact gct gacggact at ct cggt cag
RpoDz17 -10

TyrR- und H-NS-Bindemotiv

— 240 aacgagaacccct acaccgggcagcaat at gt gct agagt cacgccatatttacgatctc
-35 RpOD18 -10 |—>
H-NS-Bindemotiv P4
—
—180 aaagt cat gcagat t gacccgct ggaagcgccggat tt gat'ct ggct gct gcaacagacg

P3

— 120 ggagat gaagt gct ggat t accgccaggcggdt ggcgt act acgct t'_c:t gccgccagact
-35 RpoD21 -3 =10 RpoD17 -10
lP_2> H-NS-Bindemotiv
— 60 gt cat agaaggcggcaaccacgcat t cacgggct t cgaagattatttcaacccgat cgtc
-35 RpoD17 -10
P1
+1 gattttcttggtctgcaccat ctctgacgat caact cgaat't gctaactt aaacc atg
+59 acgcaaactt at aacgct gat gccat t gaggt act caccggget t
6FAM -parkE
T Q T Y NADA | EV L T GL

Abbildung 3-17: 5-Region von parE der Stamme WT, WT-4, WT-3-1, MIIl und MIII-300 (bis
Position —604 sequenziert), fettgedruckte Basen geben de fur WT experimentdl bestimmien
Transkriptionsgartpunkte wieder; RpoD,, o"%-abhéngiger Promotor mit n bp Abstand zwischen =10 wnd
—35Region, angegeben ist auch de Bindestdle des fir die , Primer-Extension’ verwendeten 6-FAM-
par E-Primers
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Unter Bedingungen der frihen stationdaren Wadhstumsphase (ODsgo= 1,49) wurde fir parkE
ebenfalls nur ein Transkript detektiert, dessen Lange anders as bei parC nicht einem Start an
P1, sondern einem Transkriptionsgart identisch zu P2 (Abbildung 3-17) entspricht.

3.25 DNA-Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren

Nad Lokalisation der Transkriptionsgartpunkte fir parC und parE wurden die jewells
stromaufwérts liegenden Sequenzen mit einer Software-gestitzten Analyse (284) hinsichtlich
maoglicher Bindestellen fir RNA-Polymerase und Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierdurch
konnten jeweils unmittelbar vor den priméaren Transkriptionsgartpunkten (P1) von parC und
parE mégliche Bindemotive fir o’’-abhéngige RNA-Polymerase (-10- und —35-Region)
gefunden werden, die mit Ausnahme der —10-Region des P1 von parE eine hohe Homologie aur
Konsensussequenz aufweisen (Score = 2,67 und 17bp Abstand der Regionen, Tab. 3-11). Die
-10- und —35-Region vor P1 von parC weist zudem eine hohe Homologie aim P3-Promotor von
topA ([328, Tab.3-11) auf. Zusdtzlich wurden wvor weteren zwe mdglichen
Transkriptionsdartpunkten wvon parC und alen anderen von parE ebenfals putative
Bindemotive einer o’ °-abhéngige RNA-Polymerase gefunden (Tab. 3-11).

Tabelle 3-11: Vergleich dar =10 und —35 Regionen der Promotoren P1-P3 (parC, Abb. 3-16) bzw.
P1-P5 (parE, Abb. 3-17) mit dem o’*-Konsensuspromotor und vageschlagenen Promotoren fiir parC
(Peng& Marians 1993 und parE (Kato et al. 1990 sowie topA (Tse-Dinh & Beran 1988

0"’ abhangiger | -35-Region (Score’) | Spacer |-10-Region(Score’) | mRNA- | Abstand
Promotor (bp) Start | z7uATG?
K onsensus TTGACA (5,25 17 | TATAAT (597 |Gode A
parC | P1 GTGACT (341) 17 |TAGTAT (349 G 55
P2 TCGCCG (062) 19 |GCTATT (-1,19 C 89
P3 TTGTAT (337) 15 |TGCCTT (-2,46) C 127
Peenggmaions | TTGATC (2,62) 22 | TAATGT (2,57) n.b. 60
parE | P1 TTCACG (267) 17 |CAACCC (2,82 G 62
P2 TGGCGT (-0,29) 17 |CAGACT (1,83 AT 115
P3 TGGATT (1,40) 21 | TACTAC (-0,21) T 133
P4 CAGCAA (-1,71) 18 |CATATT (268) A 244
P5 TTTTAT (207) 17 | TAAACC (0,92 G 339
Praoeta, TTGGTC (-0,55) 17 |TCAACT (-0,63) n.b. 32
topA | P3respinna saa | GTGACG (2,63) 18 |TAGATT (387 G 205

! entsprechend der Basengewichtung (weight matrix) nach Hertz & Stormo (1996
2 Abstand (bp) zwischen —10-Region und Translationsgart

Die entsprechenden —10- und —35-Regionen der distalen Promotoren von parC weisen mit
einem summierten Score ihrer Sequenz von —0,57 (P2) bzw. 0,91 (P3) und einem untypischen
Abstand der Bindemotive (19 bp bzw. 15 bp) eine geringe Homologie aim Konsensuspromotor
auf (Tab. 3-11). Diese geringe Homologie korreliert mit den nachgewiesenen relativ geringen
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(£10%) Transkriptmengen (siehe Tab. 3-9). Die putativen Promotoren der distalen
Transkriptionsgartpunkte von parE weisen aufgrund der Sequenz und dem Abstand ihrer -10-
und —35Region (siehe Tab. 3-11) mit Ausnahme von P3 (21bp Abstand) eine grofere
Homologie zum Konsensuspromotor auf (summierter Score von 1,54 [P2], 1,19 [P3], 0,97 [P4]
bzw. 2,99 [P5]) und korrelieren ebenfalls mit Ausnahme von P3 mit den relativ hohen
Transkriptmengen (= 23%, Tab. 3-11). Die Sequenzen vor den Transkriptionsgartpunkten an
den Postionen +8 und -5657 dr 5-parC-Region gaben keine Hinweise auf effiziente
Promotor-Elemente (z. B. —10- oder —35-Region).

Als Ribosomenhbindungsdelle (RBS) wurde fiur parC die Sequenz GAGGAA mit einem
Abstand von 9 bp zum Startcodon und fur parE die Sequenz GAATTG mit 12 bp Abstand zum
Startcodon postuliert (Abb. 3-16 wnd 3-17). Beide Sequenzen ermdglichen jeweils eine Bindung
zu vier komplementéren Basen des 3'-Endes der 16S rRNA (SAUUCCUCCACQ).

Die Software-gestitzte Untersuchung der 5-Regionen stromaufwarts von parC und parkE
hinsichtlich mdglicher Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren ergab fur parC jewels ein
Bindemotiv fur TyrR (etwa 300bp stromaufwarts von P3) und CRP (etwa 390 bp stromaufwarts
von P3) sowie fir H-NS, unmittelbar vor der postulierten RBS (Abb. 3-16 und 3-17). Fir parE
wurde é@n CRP-Bindemotiv (Uberlappend zur —35Region von P5), ein TyrR-Bindemotiv
(Uberlappend zur —10-Region und dem Transkriptionsgart von P4) sowie insgesamt 3 mogliche
Bindemotive fur H-NS in den Promotorbereichen von P1 und P4 und im Promotor-freien
Bereich zwischen P3 und P4 dentifiziert.

3.2.6 Quantifizierung der Genexpression

Die Expresson verschiedener Gene wurde durch Quantifizierung der jewelligen mRNAs
bestimmt. Fur die Normalisierung unterschiedlicher RNA-Mengen erwies sch die optische
Dichte der Kultur as ungedgnet, da der RNA-Gehat einer Kultur stark von den Kultur-
bedingungen abhéngt und nicht mit der optischen Dichte der Kultur korreliert (siehe 3.2.1.1 und
3.2.1.2). Fir Genexpressonsguden, die den Einfluss verschiedener Kulturbedingungen
vergleichen, sollten daher definierte Mengen Gesamt-RNA verwendet werden.

Als gemeinsame Referenz dler Genexpressonsdaten (Cr-Werte) diente daher die in die RT-
Reé&ktion eingesetzte Gesamt-RNA-Menge von 150ng bzw. 1/100 Volumen cDNA-Template
(15ng/10pl) in der red-time PCR. Durch enhatliche Reaktionsbedingungen wurden
Schwankungen der Effizienz auf ein Minimum reduzert.

Die Transkriptmengen wurden as relative Veranderungen im Vergleich zur jewelligen
Kontrolle (unbehandelte Kultur zum gleichen Zeitpunkt oder Ausgangskultur im Falle der
Untersuchung unterschiedlicher Wadstumsphasen) gemél3 2.2.15.3 berechnet und zusammen
mit der Standardabweichng (Fehlerbalken) dargestellt.
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3.2.6.1 Expression von parC und parE

3.2.6.1.1 Einfluss der Wachstumsphase

In einer Batchkultur von E.coli ist exponentieles Wadstum limitiert. Abnehmende
Substratkonzentrationen und zunehmende Konzentrationen an toxischen Stoffwedhselprodukten
lassen ein Wachstum nur bis zu einer Zelldichte von etwa 5x10° KBE/ml zu. In der folgenden
stationdren Phase édert sich die Zelldichte kaum, jedoch muss der bakterielle Stoffwedsel
durch eine verénderte Genexpresson an die neuen Umweltbedingungen angepasd werden. Es
solite untersucht werden, inwieweit diese Anpasaung auch die Expresson der Topo I1V-Gene
parC und parE und des Gens fir die Gyrase-A Untereinheit, gyrA, beanflusg. Hierzu wurden
die Transkriptmengen bel unterschiedlichen Kulturdichten in exponentieller und stationérer
Phase in Relation zur ODsgo= 0,1 bestimmt. Als Kontrolle fiir eine ehdhte Transkription in der
stationaren Phase diente agay und fir eine von der Wadstumsphase unabhéngige
Genexpresson srmB (siehe 3.2).

10+
9 |
ODseo
8- m0,17-0,21
7 [10,59-0,69
§0,86-0,89
6- [02,36-2,55

x-fache Expression

agaY recA parC park gyrA srmB

Abbildung 3-18: Anderungen der Genexpresson in einer Batchkultur von E. coli WT gegeniiber der
Expresson be ODsgo= 0,1; Mittdwerte aus 3-4 unabhangige Bestimmungean +/- AEX g

Wie ais Abhldung 3-18 ersichtlich, konnten innerhalb der exponentielen Wadhstumsphase
(ODsgo= 0,1-0,69) einer Batchkultur von WT keinerlei signifikante Veradnderungen (p>0,3) in

80



Ergebnisse

der Expresson von agaY, parC, parE und gyrA festgestellt werden. Im Vergleich zur frihen
exponentiellen Phase (ODsgo= 0,1) waren bei einer ODsgp= 0,69 de Transkiptmengen von recA
jedoch signifikant (p<0,01) erhoht (115%) und die van srmB signifikant vermindert (73 %).

In der spaten exponentiellen Phase (ODsgo= 0,86-0,89) stieg de Transkriptmenge von agay,
weliter an (143%) und auch fir das recA-Transkript konnte en signifikanter und fir das gyrA-
Transkript ein schwadh signifikanter (p<0,1) Anstieg (115%) gemessen werden. Die Menge
des parC-Transkripts nahm hingegen statistisch signifikant auf 82 % ab, und auch fir das parE-
Transkript konnte @ne schwad signifikante (p<0,1) Abnahme gemessen werden. In der frithen
stationaren Phase (ODsgp=2,36—255) wiesen dle untersuchten Gene dgnifikante
Veranderungen ihrer Transkriptmengen auf. Die deutlichste Veranderung konrte fur das agay-
Transkript festgestellt werden, das eine Zunahme aif das 8,5fade (p<0,01) erfubr. Im
Vergleich zur spéaten exponentiellen Phase nahm auch die Transkriptmenge von recA weiter
dgnifikant (p<0,01) auf das 2,2fache a1, wéhrend sich die Transkriptmengen von parC und
gyrA signifikant (p<0,01) auf etwa die Halfte, die von srmB (p<0,01) sogar auf fast ein Drittel
reduzierten. Etwa 8 h nach Beginn der stationdren Phase betrugen die Transkriptmengen aller
untersuchten Gene @wa 1/5 bis 1/10 der Menge, die in der friihen exponentiellen Phase vorlagen
(Daten nicht gezegt). Solche geringen Transkriptmengen wurden mit Ausnahme von agaY
(Reduktion auf 50%) auch nach einer 2stiindigen Inkubation unter Nahrstoffmangel in PBS
festgestellt (Daten nicht gezeqt).

3.2.6.1.2 Einfluss des DNA-Uberspiralisierungsgrads

Aufgrund der Beteligung von TopolV an der Aufredterhaltung des globalen DNA-
Uberspiralisierungsgrads (365 erschien eine Regulation der Transkription von parC und parE
durch den Uberspiralisierungsgrad wie bei topA (327) oder gyrA/B (229 denkbar. Diese
Annahme wurde durch die fir parC und parE identifizierten Promotorregionen (siehe 3.2.4 und
3.2.5) gestitzt und de gemessenen Reprimierung von parC in der stationédren Wadstumsphase
(Abbildung 3-18) deutete evenfals auf eine Regulation durch einen in dieser Phase
abnehmender Uberspiralisierungsgrad. Die mogliche Reprimierung der Expresson von parC
und parE infolge ener geringer Uberspiraisierten DNA sollte daher nach Hemmung von Gyrase
mittels Novobiocin und nad der Induktion eines K& teschocks untersucht werden.
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3.2.6.1.2.1 Effekt durch Novobiocin

Novobiocin verursadit durch Hemmung von Gyrase ane Relaxierung der DNA (83). Diese
Relaxierung bewirkt kompensatorisch eine ehdhte Expresson der Gene gyrA und recA (229,
307), die daher as Positivkontrollen dienten.

3 _
I
= \
2 %
o 1- \
9
3
n
Qo 1/2- M 32ug/ml 10min
& [J 16ug/ml 30min
x | 16pg/ml 60min
173 [ 16pg/ml 90min
1/4 -

agaY recA parC parE gyrA srmB

Abbildung 3-19: Anderung dr Genexpresson in E. coli WT nach Zugabe von bakteriostatischen
Novaobiocinkoreentrationen (16-64 ug/ml) im Vergleich zu unbehanddten Kulturen; Mittelwerte aus 4
unabhangigen Bestimmungen +/- AEXq

Die Inkubation von WT mit Novobiocin in bakteriostatischen Konzentrationen (siehe 3.1.5)
verursadhte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen zet- und konzentrationsabhéngig eine
Zunahme der Expresson von recA und eine Abnahme der Expresson von parC und paE
(Abbildung 3-19). Bereits nach 10mindtiger Inkubation konnten signifikant héhere Transkript-
mengen von recA (p=0,02) und gyrA (p=0,01) festgestellt werden. Nach 30 min zegte sich
neben der erhdhten Transkriptmenge von recA (Faktor 1,7; p=0,001) und gyrA (Faktor 1,4;
p=0,003 eine signifikante Reduktion des parC- (Faktor 0,76; p=0,001) und agaY-Transkripts
(Faktor 0,6; p=0,005. Nadch 60 min waren die Transkriptmengen von parC und parE sowohl
gegenuber der zdatgleichen Kontrolle ds auch gegeniber den Transkriptmengen nach 30 min
signifikant (p<0,003) reduziert, wahrend sich das recA-Transkript signifikant (p<0,001) auf das
2,4fache und das agaY-Transkript auf das 1,7fache (p<0,005 erhohte. Die Menge des gyrA-
Transkripts sank hingegen wieder auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle (Faktor 1,1;
p=0,01). Eine langere Inkubation Uber 90 min fuhrte a1 einer weiteren Abnahme des parC-
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Transkripts (p=0,03) und des smmB-Transkripts (p=0,05), wahrend de aderen
Transkriptmengen unverdnderten Hieben (p>0,1). Eine aiff 120min verlangerte Inkubation
fuhrte zukeiner weiterenVeranderung der Transkriptmengen (Daten nicht gezegt).

Abbildung 3-20 zdgt, dass $eigende Novobiocinkonzentrationen im Bereich von 16 ug/ml bis
64 pg/ml nach 60 min eine Zunahme der recA-Expresson (p<0,05) und eine Abnahme der
parE-Expresson (p<0,1) verursachten.

4 5
W 16pg/ml
O 32ug/ml

64ug/mi

1/2 -

x- fache Expression
H

AN

1/3 -

1/4 -
agaY recA parC park gyrA srmB

Abbildung 3-20. Anderung dr Genexpresson in E.coli WT 60min nach Zugabe von
bakteriostatischen Novabiocinkoreentrationen (16-64 pug/ml) im Vergleich zu unbehanddten Kulturen;
Mittdwerte aus 4 unabhangiga Bestimmungen +/- AEX

Demgegenuber fuhrten die hdheren Konzentrationen von 32 pg/ml oder 64 pug/ml nach 60 min
zu keiner dgnifikanten Veranderungin der Expresson van park (p=0,11) oder gyrA (p>0,2).

3.2.6.1.2.2 Effekt durch Kalteschock

Eine Verringerung der Temperatur von 37 °C auf 15 °C bewirkt physikalisch eine Erhéhung des
DNA-Twists und dadurch ene Induktion der recA-Expresson (345. Aufgrund des
festgestellten Zusammenhangs zwischen einer Induktion der recA- und einer Reduktion der
parC- und parE-Expresson nach Novobiocingabe (Abbildung 3-19) solite a@n madglicher
Einfluss des DNA-Twists auf die parC- und parE-Expresson verifiziert werden. Hierzu wurde
die Expresson von parC und parE nadc einem Kéteschock an Zellen aus der exponentiellen
Wadstumsphase untersucht. Da die Expresson von gyrA, durch spezelle Transkriptions-
faktoren einige Stunden nach einem Kalteschock induziert wird (173), diente die Transkription
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dieses Gens als Kontrolle fir eine Genregulation durch Kéte-induzierte Transkriptionsfaktoren
aus der CspA-Familie (94, 348). Die Induktion des Kéteschocks erfolgte durch Uberfiihrung
der exponentiell wadhsenden Bakterienkultur in einen auf 15 °C gekihlten Wasserbadschuttler.
Die in Abhbildung 3-21 dargestellten Veradnderungen der Transkriptmengen nach Induktion eines
Kéalteschocks reprasentieren lediglich Einzdmessungen und konnen daher nur tendenzielle
Anderungen der jeweili gen Genexpresson anzeigen.

47 B 60min
N 260min
3- % 1 360min
[
e
[7)]
s 2
o
X
n
(D)
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&
= 1/2 -
X
1/3 -

agaY recA parC parE gyrA srmB

Abbildung 3-21: Anderung der Genexpresson in E. coli WT in Abhéngigkeit eines K alteschocks (60,
260 wnd 360min) im Vergleich zur Expresson va Induktion des Kaélteschocks, n=1; Fehlerbalken
reprasentieren deintra-Assay Variation

Der Kélteschock verursadite neben einem sofortigen Stopp des Zellwadhstums (keine Zunahme
der ODsg, Daten ncht gezegt) eine 3fade Induktion der recA-Expresson rmach 60 min,
wéahrend de Expresson von parC auf fast die Halfte und von srmB auf fast ein Drittel abfiel.
Nadh 260min zegte von den untersuchten Genen lediglich gyrA, die Kontrolle fur die
Expresson spéater Kéalteschockgene, im Vergleich zur unbehandelten Kultur eine auf das
1,8fache gesteigerte Expresson. Die Expresson von parC und srmB stieg nach 260 min wieder
an, erreichte jedoch nur 70% (parC) bzw. 90% (srmB) der jeweiligen Expresson vor dem
Kélteschock. Die Induktion der recA-Expresson reduzierte sich mit anhaltendem Kateschock
auf 190% nadh 260min kew. 150% nach 6 h. Das Referenzgen flr Expressonsveranderungen
in der stationdren Phase, agay, wies erstmals nach 6 h eine um das mehr als 3fache gesteigerte
Expresson auf.
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3.2.6.1.3 Einfluss von Mutationen in Topo IV und Gyrase

Naddem ein Einfluss der Mutationen in parC und gyrA auf die Generationszet der Stamme
WT-4 und WT-3-1 ausgeschlosen wurde (3.1.1.1), sollte untersucht werden, ob diese
Mutationen moglicherweise durch Beantraditigung der Enzymfunktion zu einer verdnderten
Genexpresson fuhren. Abbildung 3-22 zegt die Unterschiede in der Genexpresson an
exponentiell wadhsenden Kulturen von WT-4, WT-3-1, M lll und M I1lI-300 im Vergleich zu
WT.
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Abbildung 3-22: Anderungen der Genexpresson in verschiedenen E. coli Mutanten im Vergleich zu
WT be exporentidlem Wachstum (ODsgo= 0,6); Mittelwerte aus 2-3 unabh. Bestimmungen +/- AEX

Die parC®” Mutation in WT-4 zeigte keinen Einfluss auf die Expresson der untersuchten
Gene. Stamm M Il ist gegentber den WT-Stdmmen durch eine verdoppelte Generationszeit
charakterisgert (Tab. 3-1) und wies gegentber WT gignifikant reduzierte Transkriptmengen
(p<0,01) von parC, parE und recA (jeweils 30—-40%) sowie von gyrA und srmB (etwa 50 %)
auf. Die in ihrer Wadstumsrate gegentber M Il kompensierte Mutante M IlI- 300 besal3
hingegen dhnliche Transkriptmengen wie WT. Stamm WT-3-1 wies eine um den Faktor 2,1
erhohte Expresson von gyrA (p=0,05) sowie ane leicht erhbhte Expresson von recA (p<0,1)
auf.

Eine Quantifizierung der chromosomalen Kopien von gyrA mittels red-time PCR zegte keine
Unterschiede awvischen den verschiedenen Stdmmen (Daten nicht gezegt), so dass eine
Gendupikation as mogliche Ursade fir die ehthte gyrA-Transkription in WT-3-1
ausscheidet. Zur Klarung, ob eine veranderte Promotorstruktur zur erhéhten gyr A-Expresson in
WT-3-1 beitrégt, wurde der nichttrandatierte 5-Bereich hs 379bp vor dem Startcodon
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sequenziert. Die Sequenzen von WT, WT-4, und M | waren identisch, wéhrend in der DNA-
Sequenz von WT-3-1 Basenaustausche an Postion —139 wnd —142 mdglicherweise ane
zusitzliche —10-Binderegion fir 6’° RNA-Polymerase herstellen, die eénen optimalen Abstand
(17 bp) zu einer moglichen —35 Region aufweist (Abbildung 3-23).

-200 -190 -180 -170 -160
W-3-1 CAAGATCCCA CCAGCGGGAG GCGACAGCTT CAAATTTAGH GATCTCTTCG
W, WI-4, M CAAGATCCCA CCAGCGGGAG GCGACGGCTT CAAATTTAGO GATCTCTTCG
K12 CCAGATCCCA CCAGCGGGAG GCGACGGCTT CAAATTTAGT GATCTCTTCG
-35Region
-150 -140 -130 -120 -110
W-3-1 TGGTCTACAT TATIGGTTTAC CGGCGATTTT TCGGCATTCA TTGGCACTTC
W, WI-4, M TGGTCTACGT TGTGGTTTAC CGGCGATTTT TCGGCATTCA TTGGCACTTC
K12 TGGTCTACGT TATGGTTTAC CGGCGATTTT TCGGCATTCA TTGGCACTTC
-10Region
-100 -90 -80 -70 -60
Wr-3-1 TACTCCGTAA TTGGCAAGAC AAACGAGTAT ATCAGGCATT GGATGTGAAT
W, WI-4, M TACTCCGTAA TTGGCAAGAC AAACGAGTAT ATCAGGCATT GGATGTGAAT
K12 TACTCCGTAA TTGGCAAGAC AAACGAGTAT ATCAGGCATT GGATGT GAAT
-50 -40 -30 -20 -10
Wr-3-1 AAAGCGTATA GGTTTACATC AAACTGCGCG GCTGTGITAT AATTTGCGAC
W, WI-4, M AAAGCGTATA GGTTTACOTC AAACTGCGCG GCTGTGITAT AATTTGCGAC
K12 AAAGCGTATA GETTTACOTC AAACTGCGCG GCTGTGITAT AATITTGCGAC
-35Region -10Region
1 10 20 30
Wr-3-1 CTTTGAATCC GGGATACAGT AGAGGGATAG CGGTTAGATG
WI, WI-4, M CTTTGAATCC GGGATACAGT AGAGGGATAG CGGTTAGATG
K12 CTTTGAATCC GGGATACAGT AGAGGGATAG CGGTTAGATG

Abbildung 3-23: Alignment der gyrA-Sequenzen von WT-3-1, WT, WT-4, M | und E. coli K12
Transkriptionsgart (+1) sowie —10 und —35 Regionen rach (230); fettgedruckte Basen: abweichend zu
WT, WT-4 und M |; Boxen: mdgliche —10und—35 Regionen.

3.2.6.2 Expression des SOS-Gens recA

Zellmorphologische Analysen (3.1.2.1) an exponentiell wadsenden Kulturen von WT-4 und
WT-3-1 zagten nach einer Hemmung durch Ciprofloxadn und Norfloxaan eine Filamentierung
as Zeichen ener Induktion der SOS-Antwort, (Abbildung 3-2). Durch die Bestimmung der
Transkriptmengen des SOS-Gens recA sollite ene solche Induktion infolge der Hemmung von
Gyrase oder Topo IV verifiziert und quantifiziert werden.
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3.2.6.2.1 Induktion durch Ciprofloxacin

Ciprofloxadn bewirkte durch Hemmung von Gyrase in WT eine konzentrations- und
zdatabhangige Induktion der recA-Expresson. Nadh 30min (Daten nicht gezegt) fuhrten
subinhibitorische Konzentrationen von 1/4 x MHK (0,004 ug/ml) zu einem 2fachen Anstieg.
Hohere Konzentrationen bewirkten eine entspredhend stérkere Induktion (Faktor 3,3 bei MHK
und Faktor 8,1 bel 8 x MHK) der recA-Expresson. Nach 60 min (Abbildung 3-24) konnte
ebenfalls eine Zunahme (p<0,006) des recA-Transkripts ab einer Konzentration wvon
0,004 ug/ml festgestellt werden. Die Erhohung der Konzentration von 0,002pug/ml auf
0,008 ug/ml bzw. von 0,008ug/ml auf 0,016 ug/ml verursadhte jewells eine dgnifikante
Zunahme (p<0,05) des recA-Transkripts bis zum 4,7-5,7fachen bei 0,016 ug/ml (Abhbildung
3-24 und 3-25). Unter der 8fachen MHK (0,1 pg/ml) war hingegen die Menge dler untersuchten
Transkripte stark reduziert (p<0,01).

> M Cip 0,002ug/ml
4- O Cip 0,004ug/ml

Cip 0,008pug/ml
31 CICip 0,016ug/ml
2. BCip0,1 pg/ml

-fache Expression

agaY recA parC parE gyrA srmB

Abbildung 3-24: Anderungen dr Genexpresson in E.coli WT nach 1h Inkubation mit
subinhibitorischen und bakteriostatischen Ciprofloxacinkoreentrationen im Vergleich zur unbehanddten
Kortrolle; Mittelwerte aus 3 unabh. Bestimmungen +/- AEXq

Uber den Zeitraum von 3 h zegte sich unter einer bakteriostatischen Ciprofloxadnkonzentration
zusatzlich eine zetabhéngige Veranderung der recA-Transkriptmenge (Abhldung 3-25). Nadc
einem Anstieg auf das 4fache nach 15min (p<0,0001) und einem weiteren Angtieg auf das
5,7fache nach 60 min (p<0,0001) sank die Transkriptmenge nach 2 h wieder auf das 3,8fache
ab (p=0,0006. Diese Abnahme war gleichzetig verbunden mit einer signifikanten Reduktion
(p<0,017) dler untersuchten Transkripte mit Ausnahme des gyrA-Transkripts, das wieder
zunahm (p=0,0007). Nach einer dreistiindigen Inkubation stieg de Menge des recA-Transkripts
auf das 7fache an (p<0,01).
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Abbildung 3-25. Anderungen der Genexpresson in E.coli WT nach Inkubation mit ener
bakteriostatischen Ciprofloxacinkoreentration (0,016 ug/ml) tGber 180min im Vergleich zur jewelli gen
unbehanddten Kortroll e, Mittelwerte aus 3-6 unabh. Bestimmungen +/- AEX4

Die Auswirkungen einer Hemmung von Topo IV durch Ciprofloxadn auf die Genexpresson
wurden rur durch eine Einzdmesauing erfase, so dass die Ergebnise nur eine Tendenz
wiedergeben. Bakteriostatische Ciprofloxadnkonzentration (0,56 ug/ml)  fihrten rmadch
Hemmung von TopolV zu einem &hnlichen Induktionsprofii von recA, jedoch mit
Induktionsfaktoren, die um 30-50 % niedriger lagen as nadh der Hemmung von Gyrase. Die
Hemmung von Topo IV flhrte anders als die Hemmung von Gyrase nach 180min zu einem
starken Ruickgang der par C-Transkriptmenge auf <30 % (Abbildung 3-26).

o EMCip 15min
4- OCip 60min
3- | N Cip 120min

0 Cip 180min

x- fache Expression

agayY recA parC parE  gyrA srmB

Abbildung 3-26: Anderungen der Genexpresson in E.coli WT-3-1 nach Inkubation mit ener
bakteriostatischen Ciprofloxacinkoreentration (0,56 pg/ml) tber 180min im Vergleich zur jewelli gen
unbehanddten Kortrolle n = 1; Fehlerbalken reprasentieren deintra-Assay Variation
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3.2.6.2.2 Induktion durch Norfloxacin

Die emittelten Expressonsdnderungen von recA nad einer Hemmung von Gyrase (Abb. 3-27)
und Topo IV (Abb. 3-28) durch bekteriostatische Norfloxadnkonzentrationen entstammen einer
Einzdmesaung urd stellen dalker nur tendenzielk Ergebnisse dr.

8- .

HNor 15min
7 ONor 60min
6 - N Nor 120min
5- \ O Nor 180min

X- fache Expression

agayY recA parC park gyrA srmB

Abbildung 3-27: Anderungen der Genexpresson in E.coli WT nach Inkubation mit ener
bakteriostatischen Norfloxacinkoreentration (0,07 ug/ml) tber 180min im Vergleich zur jewelligen
unbehanddten Kortrolle; n = 1; Fehlerbalken reprasentieren deintra-Assay Variation
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Abbildung 3-28 Anderungen der Genexpresson in E.coli WT-3-1 nach Inkubation mit ener
bakteriostatischen Norfloxacinkoreentration (1,0 ug/ml) Gber 180min gegeniiber der  jewelligen
unbehanddten Kortrolle; n = 1; Fehlerbalken reprasentieren deintra-Assay Variation

Die Hemmung von Gyrase und Topo IV durch Norfloxadn verursadite ane mit der
Inkubationszeit zunehmende Induktion der recA-Expresson. Die Induktionsfaktoren, die durch
Hemmung von Gyrase nach 15min kew. 1 h auftraten, wurden auch durch Hemmung von
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Topo IV erziet und entsprachen etwa den Induktionsfaktoren, die durch Hemmung von
Topo IV mit Ciprofloxadn (Abb. 3-26) erzielt wurden. Anders verhielt es sch nach einer
langeren Inkubation. Nadh 2 h und 3h verursadite Norfloxadn durch Hemmung von Gyrase
eine 1,5facdh stérkere Induktion als durch Hemmung von Topo IV (vergl. Abhildung 3-27 und
28). Zusédtzlich unterschieden sch madch dieser langeren Inkubation Norfloxadn und
Ciprofloxadn beziglich der nach Hemmung von Gyrase und Topo IV verursachten recA-
Induktion. Die 2stiindige Hemmung von Gyrase durch Ciprofloxaan (Abb. 3-25) verursadite
eine dwa 3fade Induktion, die entsprechende Hemmung duch Norfloxadn (Abb. 3-27)
hingegen eine 5,5fadhe Induktion, entsprechend dem unter Ciprofloxadn beobaditeten
RlUckgang der recA-Induktion im Vergleich zum 1 h-Wert und der Uber 3 h kontinuierlich
zunehmenden Induktion durch Norfloxaan. Nad einer 3stiindige Hemmung von Gyrase wurde
hingegen durch Ciprofloxadn (Abb. 3-25) eine dwas gsarkere recA-Induktion verursadit als
durch Norfloxadn (Abb. 3-27; Faktor 8,1 vs. 6,6), nach Hemmung von Topo IV jedoch eine
stéarkere Induktion durch Norfloxaan (Faktor 5,5; Abb. 3-28) als durch Ciprofloxadn (Faktor
4,0; Abb. 3-26).

Die Hemmung von Topo IV durch Norfloxaan (Abb. 3-28) fihrte wie bereits fur Ciprofloxadn
gezegt (Abb. 3-26) nach 3 h zu einem starken Rickgang der parC-Transkriptmenge auf 30 %.
Die entsprechende Hemmung von Gyrase fuhrte hingegen zu keinem Rickgang der parC-
Expresson.

Zusammenfassend lasg sich festhalten, dass die Expresson von parC und parE, der beiden
Strukturgene von Topo IV, durch einen verringerten DNA-Uberspiraisierungsgrad negativ
beanflusd wird und bei exponentielem Wadstum im Vergleich zu tellungsinaktiven Zellen ein
Viedfacdhes der jewelligen Transkriptmengen \vorliegt (3.2.6.1.1). Diese hoheren
Transkriptmengen korrelieren mit der gegeniber Ciprofloxadn hoheren Empfindlichkeit von
Zellen aus der exponentiellen Wadhstumsphase (Abb. 3-6). An der vom Uberspirali sierungsgrad
abhangigen Regulation der parC- und parE-Expresson sind neben o’’-abhéngigen Promotoren,
die Uber die Transkriptionsdartpunkte in Verbindung mit Segquenzhomologien identifiziert
wurden, moglicherweise aich DNA-Bindeproteine wie CRP und H-NS betelligt. Die Hemmung
von Topo IV durch die FHuorchinolone Ciprofloxadn und Norfloxaan zegte unter den
getesteten Bedingungen weniger Zellsch&den, eine geringere Induktion von recA und einen
negativen Einfluss auf die Expresson von parC as die entsprechende Hemmung von Gyrase
(Tab. 3-5, Abh. 3-4, 3-24 bis 3-28). Ciprofloxadn und Norfloxadn unterschieden sich zudem in
ihrer Wirkung, indem Ciprofloxadn nach Hemmung von Gyrase oder Topo IV eine starkere
zytotoxische Wirkung und ein anderes Induktionsprofil der recA-Expresson verursadite ds
Norfloxadn (Abb. 3-24 bis 3-28).
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4 Diskussion
Topoisomerasen sind fur ale Zelen essentiell, da se die raumliche Struktur der DNA

regulieren. Zellen bendtigen eine unterwundene DNA, die aur Verbiegung der DNA-Helixadchse
und zur Ausbildung einer sogenannten regativen Uberspiraisierung fihrt, um die DNA-
Strangtrennung  fur Vorgadnge wie Replikation, Trennung von Tochterchromosomen,
Rekombination und Transkription zu erleichtern. Aufgrund der doppelhelikalen Struktur der
DNA verursachen diese Prozese der vortbergehenden DNA-Strangtrennung Torsions
spannungen, die von Topoisomerasen aufgelbst werden misen, indem diese temporére Einzd-
oder Doppelstrangbriiche der DNA katalysieren (179 190). Unter den Topoisomerasen in
E. coli besitzt Topoisomerase |V (Topo IV) die umfangreichste Funktion: Topo IV ist ein
Heterotetramer, bestehend aus je awvei A- und B-Unterheiten (A:B,), die durch die
korrespondierenden Gene parC und parE codiert werden. Das Enzym katalysiert die Trennung
der Tochterchromosomen nach der Replikation (272, 365 und de Relaxierung von positiv und
negativ Uberspiraisierter DNA, die wahrend der Replikation und Transkription entsteht (71,
365. Funktionell weist Topo IV damit eine hohe Homologie a1 eukaryontischen Typ Il

Topoisomerase-Enzymen auf.

Die beiden bekteriellen Typ Il Topoisomerasen, Gyrase und Topo 1V, sind de Zielstrukturen fir
die klinisch bedeutsamen Fluorchinolon-Antibiotika, von denen einige aich eine Wirkung auf
eukaryontische Topoisomerase Il ausiiben (4). Topo IV besitzt in gramnegativen Bakterien wie
E. coli eine geringere natlrliche Empfindlichkeit fur Fluorchinolone ds Gyrase und fungiert
daher nur as skundére Zielstruktur (135 184, 290. Zur Resistenz gegentber dieser
Substanzgruppe fuhren daher nur Mutationen in Gyrase, der empfindlicheren priméren
Zielstruktur, wie Daten von Labormutanten und klinischen Isolaten gramnegativer Bakterien
zeigen (135, 184). Aufgrund der zunehmenden Anzahl klinischer Isolate mit resistenter Gyrase
kommt der Hemmung von Topo IV eine immer grol¥ere Bedeutung zu. Da in solchen Gyrase-
Mutanten (z. B. WT-3-1) nunmehr Topo IV die anpfindlichere Zielstruktur fir Fluorchinolone
ist, eignen sich diese Mutanten besonders fur Untersuchungen zu den durch selektive Topo IV-

Hemmung ausgeldsten bekteriziden Medanismen.

Die Wirksamkeit von Fuorchinolonen ist nicht nur abhéngig von ihrer Affinitdt zu den A-
Untereinheiten (GyrA und ParC) der beiden Zielstrukturen (Gyrase und Topo IV) und der
intrazdluldren Inhibitorkonzentration, sondern auch von dem physiologischen Zustand der
Bakterienzdle. So erhdht sich die Wirkung deser Inhibitoren mit zunehmender Wadstumsrate
(75, 84, 86, 111), zunehmender Anzahl an Zielstrukturen (Typ Il Topoisomerasen) und deren
Schnittstellen im Bakterienchromosom (60, 150 184, 355 und einer verringerten Fahigkeit zur
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Rekombination und Reparatur von DNA-Schéden (101, 182).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch Untersuchung der Genexpresson von parC und parE
sowie der zdluldaren Folgen einer gezelten Hemmung von Topo IV in der Mutante WT-3-1
unter verschiedenen zdlphysiologischen Bedingungen, den hisherigen Erkenntnisgand Uber die
zdlulére Funktion dieses Enzyms in E. coli und desen Bedeutung fur die Wirkungsweise von
Fuorchinolonen und anderen Topoisomerase-Inhibitoren zu erweitern.

4.1 Fluorchinolonwirkung auf teilungsaktive und teilungsinaktive Zellen

FHuorchinolone und andere Verbindungen wie Flavone und Epipodophyllotoxine wirken als
irreversible Inhibitoren und werden auch als ,topoisomerase poisons* (107) bezechnet. Sie
stabilisieren ein Intermediat im Re&ktionszyklus des Enzyms, in dem die DNA geschnitten und
mit ihrem 5'-Phosphat Uber ein Tyrosinrest kovalent an das Enzym gebunden ist (58, 107). Auf
diese Weise entstehen terndre Komplexe aus Inhibitor, Topoisomerase und geschnittener DNA,
die ane lange Halbwertszat besitzen (291) und duch noch rnicht genau verstandenen Prozesse
in schwer reparierbare, zytotoxische DNA-Doppelstrangbriiche tberfihrt werden koénnen (85,
111, 113 143 190 354). Solche ztotoxischen DNA-Doppelstrangbriiche werden allerdings
auch durch bestimmte Gyrase-Mutationen (z. B. gyrA208) (110 oder 5,6-Dioxinochinolone
(213 induziert, ohne dabei terndre Komplexe zu stabili sieren. Es wird daher postuliert, dassbel
uneingeschrénktem Zellwadstum jeder Stopp der Replikation, z. B. durch eine gehemnte oder
funktionell eingeschrankte Gyrase, einen Zusammenbruch der Replikationsgabel, die
Ausbildung von DNA-Doppelstrangbriichen, die Induktion der SOS-Antwort und Zelltod zur
Folge hat (111, 354).

Untersuchungen von Khodursky et al. zagten erstmals, dassje nach Hemmung von Gyrase oder
Topo IV Unterschiede in der Wirkung des Fluorchinolons Norfloxadn auf exponentiell
wadsende E. coli-Kulturen auftreten. Wéahrend de Hemmung von Gyrase éne rasche
Reduktion der DNA-Synthese und einen schrellen Verlust der Zelltellungsfahigkeit bewirkte,
verursachte die Hemmung von Topo IV nur einen langsamen Stopp der DNA-Synthese und
nahezu keinen Verlust der Fahigkeit zur Koloniebildung tber mehrere Stunden (182184). Da
die Anzahl und das Muster der Topoisomerase-Schnittstellen durch die Struktur des Inhibitors
beanflusd wird (5, 203 259 319 und mit der cytotoxischen Wirkung korréeliert (247), stellte
sich die Frage, ob andere Fluorchinolone wie Ciprofloxadn und Moxifloxadn mit einer htheren
Affinitédt zu Gyrase und Topo IV (290 ene stérkere zitotoxische Wirkung nach Hemmung
dieser beiden Zielstrukturen verursachen und welche Rolle hierbel dem Zellwadhstum zukomnt.

Die ztotoxische Wirkung von Fluorchinolonen mit unterschiedlicher Affinitét zu den beiden
Zielstrukturen wurde daher anhand von Absterbekinetiken, Veranderungen der Zellmorphologie
und Induktion der SOS-Antwort an Stammen untersucht, die éne selektive Hemmung von
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Gyrase (WT-4) oder TopolV (WT-3-1) ermoglichten. Um zudem den Einfluss der
Zellphysiologie auf die Fluorchinolonwirkung aufzuzeigen, wurden fur diese Untersuchungen
tellungsaktive Zellen sowie tellungsinaktive Zellen aus unterschiedlichen Wadstumsphasen
einer Batchkultur verwendet.

Die Ergebnise as Tab. 3-5 sowie den Abb. 3-1, 3-2 und 33 zdgen zusammen, dass
tellungsaktive Zellen aus exponentiel wadisenden Kulturen durch die Fluorchinolone
Ciprofloxadn und Norfloxaan in Abhangigkeit des verwendeten N&hrmediums und der
gehemnten Zielstruktur unterschiedlich stark geschéadigt werden. Ein  Einfluss des
Nahrmediums zdgte sich durch den in LB-Medium im Vergleich zu N I-Medium 15-50fach
geringeren Verlust der Zellteilungsféhigkeit nadh Hemmung von Gyrase und Topo IV durch
Ciprofloxadn und von Gyrase durch Norfloxadn (Tab. 3-5). Die gemessene Keimzahlreduktion
nach Hemmung von Topo IV durch Norfloxaan wurde hingegen nicht durch das Nahrmedium
beanflusg (Tab. 3-5). Weitere Absterbekinetiken in N I-Medium, die von Korber et al. (188
durchgefihrt wurden, zeigen einen anndhernd identischen Verlust der Zelltellungsfahigkeit
(-4log10 nach 3h) nach Hemmung von Gyrase (WT-4) und Topo IV (WT-3-1) durch
Ciprofloxadn und Moxifloxadan und bestétigen damit die Ergebnisse aus Tab. 3-5.

Die Ursaden fur die in LB-Medium geringere zytotoxische Wirkung von Norfloxadn auf
Gyrase und von Ciprofloxadn auf beide Zielstrukturen (Tab. 3-5) sowie fur die geringere
Empfindlichkeit gegentiber Novobiocin (3.1.5) sind nicht bekanrt.

Die Empfindlichkeit gegeniiber Norfloxaan, Ciprofloxadn und Novobiocin wird alerdings
unterschiedlich stark durch den pH-Wert und de Konzentration von Kationen im Nahrmedium
beanflusd (41, 177, 311). So reduzieren beispielsweise ehdhte Magnesiumkonzentrationen die
Empfindlichkeit gegeniiber Chinolonen (62, 196, 244) und gegeniber Novobiocin (44) um den
Faktor 2 bis 16. Da die beiden verwendeten Nahrmedien (LB- und N I-Bouillon) jedoch den
gleichen pH-Wert (7,2) besalen und vermutlich auch anndhernd deiche Kationen-
konzentrationen, mussen andere Faktoren fur die unterschiedlichen Empfindlichkeiten in den
beiden Nahrmedien verantwortlich sein.

Einer dieser Faktoren konnte der Glucosegehalt sein. Wahrend in N I-Medium 1 % Glucose
bzw. in MH-Medium 1,5 % Stéarke enthalten ist, fehlt Glucose in LB-Medium. Die daher in LB-
Medium vorliegenden hohen zdlula&ren cAMP-Spiegel fihren zur Aktivierung zahireicher
Promotoren durch das CAMP Receptor Protein (CRP) (330), darunter auch der Promotor von
gyrA (118). Ursadlich fur diese Aktivierung ist vermutlich eine Veranderung des lokalen DNA-
Uberspiralisierungsgrads infolge der Bindung von CRP an DNA-Sequenzen im Promotor-
bereich (186). Der Zusatz von 1 % Glucose a1 LB-Medium verhindert die Induktion des SOS-
Gens yebG infolge von DNA-Schéden (254). Die Induktion des SOS-Regulons durch DNA-
Schéden, die wahrend der stationédren Phase entstehen, erfolgt ebenfalls nur bei hohen cAMP-
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Spiegeln (169, 322). Eine stérkere gyrA- und damit vermutlich Gyrase-Expresson in LB-
Medium wirde avar eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber Novobiocin erklaren (76, 166),
andererseits aber zu einer hoheren Empfindlichkeit gegentiber Fluorchinolonen (182 355
fuhren. Eine stérkere Induktion des SOS-Regulons, infolge hdherer zdlularer cAMP-Spiegel,
konnte jedoch zu einer effizienteren Reparatur von DNA-Schéden fuhren, die durch Hemmung
von Gyrase und Topo IV entstehen, und damit die verminderte Empfindlichkeit der Stamme
gegenuber Fluorchinolonen und Novobiocin erkldren. Die vom Nahrmedium unabhéngige
jedoch geringe ztotoxische Wirkung von Norfloxaan rach Hemmung von Topo |V (Tab. 3-5)
konnte auf die relativ geringe Stabilitét der gebildeten speafischen terndren Komplexe (290)
zurtickgefuhrt werden. Fir die Reparatur der resultierenden geringeren Anzahl an DNA-
Schéden, bringt mdglicherweise ane in LB-Medium stérker induzierte SOS-Antwort keinen
Vortell.

Die in N I-Medium festgestellte geringere zitotoxische Wirkung von Ciprofloxadn und vor
alem von Norfloxaan nach Hemmung von Topo IV im Vergleich zur Hemmung von Gyrase
(Tab. 3-5) ahrelt den Daten anderer Arbeitsgruppen (72, 184). Khodursky et a. postulierten,
dass die geringere Zytotoxizitdt nadh Hemmung von Topo IV durch Norfloxadn aus der
Lokalisierung von Topo IV hinter der Replikationsgabel resultiert. Der Zelle wirde somit mehr
Zeit fir eine Reparatur verbleiben, bis eine voranschreitende Replikationsgabel auf einen
terndren Topo 1V-Komplex trifft und einen DNA-Doppelstrangbruch induziert (182 184). Diese
Lokalisierung wurde mittlerweile durch eine nachgewiesene Interaktion von Topo IV mit FtsK
und SegA (93, 176) bestétigt. Eine weitere Erklarung fur die geringere zjtotoxische Wirkung
von Ciprofloxaan und Norfloxadn nach Hemmung von Topo IV bieten Studien, die fur
Topo IV weniger Ciprofloxadn- und Norfloxadn-induzierte Schnittstellen im Chromosom
nachgewiesen haben as fir Gyrase (60, 150). Neuere Untersuchungen implizieren zudem, dass
DNA-Schéden, die durch terndre Norfloxaan-Topo IV-Komplexe entstehen, durch andere und
effizientere Medhanismen repariert werden as lche, die durch terndre Norfloxadn-Gyrase-
Komplexe entstehen (304).

Die im Vergleich zu Norfloxaan wesentlich stérkere ztotoxische Wirkung von Ciprofloxadn
und Moxifloxadn nach Hemmung von Topo IV in N I-Medium (Tab. 3-5, [18§) lasd sich mit
einer hoheren Stabilitdt der gebildeten terndren Komplexe (290 erkldren. Strumberg et al.
konnte a1dem an isolierter Gyrase zegen, dass Ciprofloxadn andere Schnittstellen induziert als
Norfloxadn und de DNA-Sequenz der Schnittstelle offenbar die Stabilitét eines ternéren
Komplexes bednflusd (318). Entsprechende Unterschiede in der Stabilitdt sind demnacdh auch
fur terndre Topo IV-Komplexe denkbar. Die Fluorchinolon-speafischen Komplexstabili téten
(290, 318 erklaren auch die unterschiedliche zitotoxische Wirkung auf teilungsinaktive Zellen
(s u).
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Da ane hohere Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen zu einer stdrkeren Induktion der SOS-
Antwort fohrt (11, 295 337), wurde untersucht, inwieweit die gemessenen Unterschiede in der
Zytotoxizitét verschiedener Fluorchinolone nach Hemmung von Gyrase oder Topo IV mit einer
verénderten Induktion des SOS-Gens recA bzw. einem verdnderten Filamentierungsgrad
innerhalb der Kultur einhergehen.

Die Induktion der SOS-Antwort durch Chinolone resultiert aus der Prozesserung von DNA-
Doppelstrangbrtichen, die vermutlich durch Kollison von replikativen Helicasen oder RNA-
Polymerasen mit terndren Gyrase- oder Topo IV-Komplexen entstehen (143 303 354). Bereits
bei ungestortem exponentielen Wadistum unter aegoben Bedingungen treten in jeder
Generation etwa 3.000-5.000 oxidationsbedingte DNA-La&sionen auf. Diese fihren meist zu
einem Abbruch der Replikationsgabel und teilweise au temporéaren DNA-Doppelstrangbrtichen,
die jedoch offenbar erfolgreich repariert werden konnen (70). Erhéht sich die Anzahl der DNA-
Schéden beispielsweise durch die Wirkung von Chinolonen, oder durch eine in ihrer Funktion
eingeschrankte Gyrase (110, 111), komnt es zu einer verstarkten Induktion der SOS-Antwort,
zur Filamentierung der Zellen und zu Zelllysis (91). Aber selbst bel ausbleilbender Lysis snd
filamentierte Zellen durch Chinolone vermutlich so stark geschadigt, dass eine normale
Zellteilung auch nach Entfernen des Chinolons nicht mehr stattfindet (352). Fluorchinolone mit
einer hohen Affinitdt zu Gyrase (z. B. Ciprofloxadn und Moxifloxadn) fuhren in exponentiell
wadsenden Kulturen moglicherweise a1 mehr DNA-Doppelstrangbriichen und daher zum
beobadhteten stérkeren Verlust der Tellungsfahigkeit (Tab. 3-5, [188) als Fluorchinolone mit
geringerer Affinitét (z. B. Norfloxadn).

Untersuchungen wvon Elliot et a. zagten, dass trotz unterschiedlicher Affinitdt von
Ciprofloxadn und Norfloxadn, beide Fluorchinolone nach Hemmung von Gyrase die gleichen
zdimorphologischen Veranderungen wie Filamentierung, Ausbildung von Vakuolen und
Zelllyss verursadten (91). Die vorliegende Arbeit zedgte hingegen, dass diese
zdimorphologischen Veradnderungen in Abhangigkeit von der gehemmten Zielstruktur
unterschiedlich stark ausfielen. Im Vergleich zur Hemmung von Topo IV fihrte die Hemmung
von Gyrase durch Ciprofloxadn innerhalb der ersten 3 h zu einer geringeren Filamentierung und
einem hoheren Antell an lysierten Zellen (Abb. 3-3) und deutet daher auf eine stdrkere DNA-
und Zellschadigung, entsprechend dem beobaditeten stérkeren Verlust der Teilungsfahigkeit
(Tab. 3-5, [188). Andere Studien zegten, dass das Ausmald der morphologischen
Veradnderungen auch von der Chinolonkonzentration abhéngt. Hohe Chinolonkonzentrationen
(10x MHK) verursadhten haufiger eine Zelllysis, einen geringeren Filamentierungsgrad und
eine stérkere Induktion der SOS-Antwort als Konzentrationen nehe der MHK (91, 268 269).

Unter Norfloxadn nmmt der Antel filamentierter Zellen mit steigender Inkubationszet —
maoglicherweise asfgrund zunehmender Zelllysis — ab (91). Dieses Phdnomen war auch unter
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Einwirkung von Ciprofloxadn zu beobaditen (Abb. 3-3) und erklart moglicherweise den
geringen und von der gehemmten Zielstruktur oder dem eingesetzten Fuorchinolon
unabhéngigen Filamentierungsgrad nacd einer |&ngeren, vierstiindigen Inkubation (Abb. 3-2).

Fur eine differenziertere Analyse der Induktion des SOS-Regulons nach Hemmung von Gyrase
und Topo IV durch bekteriostatische Konzentrationen verschiedener Fluorchinolone wurde die
recA-Expresson mittels red-time RT-PCR gemesen (3.2.6.2). Bereits sbinhibitorische
Ciprofloxaankonzentrationen fihrten rach Hemmung von Gyrase a1 einer erhohten Expresson
von recA (Abb. 3-24), entsprechend den Expressonsdaten anderer Arbeitsgruppen (270, 363).
Diese Ergebniss deuten darauf hin, dass bereits subinhibitorische Ciprofloxadnkonzentrationen
zur Bildung von terndren Gyrase-Komplexen und DNA-Schéden fihren, die der entweder
repariert werden konnen, oder nur in wenigen Zellen der Kultur auftreten und daher das
Wadstum der Kultur nur unwesentlich beantraditigen. Terndre Gyrase-Komplexe bildeten sich
auch mit subinhibitorischen Nalidixinsaurekonzentrationen (111), und subinhibitorische
Norfloxaankonzentration fuhren offenbar ebenfalls zu DNA-Schéden, wie die RecA-vermittelte
Induktion der Prophagen VT1 und VT2 in enterohdmorrhagischen E. coli zegt (221). Die
Zunahme des recA-Transkripts aufgrund bakteriostatischer Ciprofloxadnkonzentrationen
(Abb. 3-24 bis 3-26) entspricht Mesaungen aus Promotorfusionen, die sowohl nach UV-
Bestrahlung als auch mach Zusatz von Ciprofloxadn eine 6fache Induktion der recA-Expresson
nach 2 h zagten (331). Die Abhéngigkeit der recA-Expresson von der Chinolonkonzentration
(270 363 wurde durch die Ergebnise ais Abb. 3-24 bestdtigt, wonadh die stérkste recA-
Expresson nadh 30mindtiger Hemmung von Gyrase durch die hochste getestete
Ciprofloxadankonzentration (6 x MHK) erfolgte. Eine langere Inkubation der Zellen unter dieser
hohen Konzentration flhrte a1 einer deutlichen Reduktion der Expresson von recA und anderer,
SOS-unabhéngiger Gene aif bis zu 30%. Diese Ergebnise stehen im Einklang mit
Untersuchungen von Oh et a., die zegten, dass hohe Nalidixinsdurekonzentrationen
(10x MHK) nadh 2 h eine geringere Induktion der SOS-Gene palB, dinB und dinD verursaditen
as Konzentrationen nehe der MHK (255. Moglicherweise wurde durch diese langere
Inkubation bereits ein Grof¥ell der Zellen derart geschadigt, dass neben dem Verlust der
Fahigkeit zur Koloniebildung (Tab. 3-5) auch die Synthese bzw. die Stabilitdt von mRNAs
dlgemein beantraditigt wurde. Eine beginnende Zelllysis konnte eienfalls fur die Reduktion
der mRNASs mitverantwortlich sein.

In Einzeversuchen konnte e@ne geringere Induktion der recA-Expresson nach Hemmung von
Topo IV sowohl durch Ciprofloxadn (Abb. 3-26) as auch durch Norfloxadn (Abb. 3-28)
festgestellt werden ebenso wie @ane insgesamt geringere Induktion durch Norfloxadn im
Vergleich zu Ciprofloxadn. Untersuchungen zur Induktion von sulA, einem anderen Gen des
SOS-Regulons, zegten ebenfalls eine stérkere Induktion nach Hemmung von Gyrase, als von
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Topo IV durch Norfloxaan (182). Die mit zunehmender Inkubationszdat ansteigende recA-
Expresson (Abb. 3-25 bis 3-28) deutet auf eine Zunahme der DNA-Schadigung in Anwesenheit
der Fluorchinolone. Die wenigen Studien, in denen ene Induktion der SOS-Antwort nad
Hemmung von Gyrase durch Nalidixinsaure oder Ciprofloxaan Uber einen langeren Zeitraum
(2 h) untersucht wurde, zdgen ebenfalls eine stetige Zunahme der Expresson verschiedener
SOS-Gene wie recA, paB, dinB und dinD (255, 331). Die recA-Induktion durch Ciprofloxadn
unterschied sich im zatlichen Profil von der Induktion durch Norfloxadn (vergleiche Abb. 3-24
und 3-26). Im Gegensatz zur Hemmung von Gyrase durch Norfloxaan fihrte die Hemmung
durch Ciprofloxadn nach 2 h zu einem voribergehenden Rickgang der recA-Expresson um ca
32 %, begleitet von einer signifikanten Reduktion der agaY- und parE-Transkripte um ca 66 %
bzw. 22% (Abb. 3-25). Eine tempordre Abnahme der Induktion eines SOS-Gens konnte auch
fur redN nach 160min und 220min wahrend der Inkubation mit dem alkylierenden Agens
MM S gezegt werden (333). Eine Verringerung der Expresson von SOS-Genen wie recA oder
red\ erfolgt in der Regel nach einer Reparatur von DNA-Schaden (338). Da sich jedoch auch
die Expresson SOS-unabhdngiger Gene reduzierte (Abb. 3-25), kdonnten auch zunehmende
Zellschaden oder eine ébnehmende Stabilitét von mRNAS fur die Reduktion verantwortlich sein.
Die nach 3 h wieder gestiegene recA-Expresson (Abb. 3-25) resultiert moglicherweise aus einer
zunehmenden DNA-Schadigung in weniger teilungsaktiven Zellen der Kultur oder einer
verstérkten Reparaturaktivitdt. Eine Reparatur von Ciprofloxadn- und Norfloxadn-induzierten
DNA-Schaden durch homologe Rekombination konrnte in mehreren Studien gezegt werden
(182 199, und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten ebenfals auf eine Betelligung von
homologer Rekombination an der Reparatur von Moxifloxaan-induzierten DNA-Schéden nach
Hemmung von Gyrase und Topo IV (Abb. 3-5).

Da fir die Entstehung der zytotoxischen DNA-Doppelstrangbriiche ene Kollision der ternéren
Komplexe mit replikativen Helicasen oder RNA-Polymerasen in Verbindung mit der Induktion
von DNA-Reparaturprozessen postuliert wird (143 303 354), ist eine &tive Replikation bzw.
Transkription Voraussetzung fur die ztotoxische Wirkung von ,topoisomerase-poisons‘. Eine
Verlangsamung von Replikation oder Transkription, z.B. infolge ener verringerten
Wadstumsrate, fuhrt zu einer geringeren Absterberate (75), eine Vergroferung der Anzahl an
replikativen Helicasen hingegen zu einer Zunahme der Absterberate (182). Telungsinaktive
Zellen oder Zellen, deren Transkription durch Rifampicin gehemmt wurde, waren ganzlich
unempfindlich gegentiber der zytotoxischen Wirkung von Chinolonen der 1. Generation, wie
Nalidixinsaure (75, 119 310. Einige Studien zeagten, dass Fluorchinolone, wie z B.
Ciprofloxadn, auch bel gehemmter Proteinbiosynthese oder Transkription zu einem Verlust der
Koloniebildungsfahigkeit flhrten und schlossen daher auf zusétzliche bakterizide Medianismen
dieser Substanzer(122, 156, 201, 212, 278 308).
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Die Stabilitdten der terndren Gyrase- und Topo 1V-Komplexe mit Dual-Target-Inhibitoren wie
Moxifloxadn sind am hdchsten (148 292 und selbst die Habwertzet der etwas weniger
stabilen Komplexe mit Ciprofloxadn betragt in vitro enige Stunden (291). Es ist daher
wahrscheinlich, dass ein Tell dieser Komplexe zaum Zeitpunkt der Wiederaufnahme von
Replikation und Transkription, d.h. nach dem Ausplattieren auf Inhibitor-freie Agarplatten, noch
Bestand hat, und erst durch diese eneuten Wadstumsprozese letale DNA-L&sionen induziert
werden.

Die Ergebnise aus 3.1.2.2 stitzen diese Annahme, da nach dem Auswaschen von Norfloxadn
oder Moxifloxaan und der Wiederaufnahme der Proteinbiosynthese und der Replikation eine
zunehmende Filamentierung nur in solchen Kulturen des Stammes WT auftrat, die zivor mit
Moxifloxadn inkubiert wurden. Eine entsprechende Zunahme der Filamentierung nadh dem
Auswaschen des Antibiotikums wurde auch in solchen E. coli-Kulturen nachgewiesen, die auvor
mit Ciprofloxadn + Chloramphenicol inkubiert wurden (352).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezegt werden, dass Fluorchinolone aus der Gruppe |
(Norfloxadn), Gruppe Il (Ciprofloxadn) und Gruppe IV (Moxifloxadn) nach Hemmung von
Gyrase bzw. TopolV in telungsinaktiven Kulturen von WT-4 und WT-3-1 weder
Filamentierung noch Lyss verursadhten, jedoch entsprechend ihrer vermeintlichen
Komplexstabilitdt mit Gyrase und Topo IV unterschiedlich stark die Fahigkeit zur erneuten
Koloniebildung reduzierten (3.1.2.2). Im Einklang mit friheren Untersuchungen (72)
verursachten Norfloxadn und Ciprofloxadn auch in tellungsinaktiven Zellen eine signifikante
Reduktion der Fahigkeit zur erneuten Koloniebildung, sofern sehr hohe Konzentrationen
(250 ug/ml) eingesetzt wurden und de Kulturen zuvor eine hohe Telungsrate aufwiesen
(Abb. 3-6 und 3-7). Diese Ergebniss deuteten auf eine hthere Anzahl an terndren Komplexen
in diesen Zellen, moglicherweise aufgrund einer hoheren Anzahl an Gyrase- und Topo IV-
Molekilen. Mesaungen der Transkriptmengen wvon parC, parE und gyrA unter diesen
Wadstumsbedingungen (Abb. 3-18) lasen auf eine hohere Konzentrationen an Gyrase und
Topo IV in solchen Zellen schlief3en, die exponentiell wadhsenden Kulturen entstamnien, so
dass unter hohen Fluorchinolonkonzentrationen mehr terndre Komplexe ausgebildet werden
konnen. Auf diese Weise konnten selbst einige der weniger stabilen ternaren Komplexe, die sich
mit Norfloxaan oder Ciprofloxadn hlden, bestehen Heiben und bel erneut einsetzender
Replikation oder Transkription eine irreversible Zellschadigung verursadchen. Fir die geringe
Empfindlichkeit von Zellen aus der stationdren Phase kdnnte neben der verminderten Anzahl
von Topoisomerase-Molekilen auch die Bindung von SomC an Gyrase verantwortlich sein.
Dieser Inhibitor wird in der stationdren Phase gebildet (20, 242 253) und schiitzt Gyrase vor
»topoisomerase poisons‘, wie z B. Chinolonen (55). In PBS inkubierte Kulturen wiesen eine
hohere Empfindlichkeit gegentiber Ciprofloxadn auf als lche, die mit Chloramphenicol
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behandelt wurden (Abb. 3-4). Fir diese hohere Empfindlichkeit ist mdglicherweise ane
verbleibende Transkriptionsaktivitét zur Adaptation der Zellen an Nahrstoffmangel (281
verantwortlich, indem die RNA-Polymerasen bei Kollison mit ternédren Komplexen eine DNA-
Schadigung verursadchen (354). Diese Interpretation der vorliegenden Ergebnise bedeutet
gleichzetig, dass $ch die von Smith (308) postulierten und auch in neueren Publikationen (122,
351) aufgegriffenen bekteriziden Wirkungsmedianismen (A, B, C) von srukturell
unterschiedlichen Chinolonen und Fluorchinolonen weniger qualitativ, als vielmehr quantitativ
unterscheiden. Mit zunehmender Stabilitét der gebildeten terndren Komplexe treten die
postulierten Wirkungsmedanismen in der Reihenfolge A—-C-B auf. Diese Annahme wird auch
von Brighty & Gootz (41) erwogen. Chinolone, die mit Gyrase und Topo IV nur wenig stabile
Komplexe engehen (z. B. Nalidixinsdure) wirken rur auf wadchstums- und tellungsaktive Zellen
bakterizid, da nur hier ternére Komplexe schrell in zytotoxische Lasionen verwandelt werden
(Medhanismus A). Die Wirkung von Norfloxaan, das eine hohere Komplexstahilitét induziert
und eine geringe Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit von tellungsinaktiven Zellen in PBS,
nicht jedoch von solchen nach einer Chloramphenicolbehandlung verursadite (280, 367), wurde
mit Medhanismus C beschrieben. Fur die Wirkung von Ciprofloxadn, das eine wiederum
hohere Komplexstabilitét verursadit, wurde schliefdlich Medanismus B postuliert, da es die
Fahigkeit zur Koloniebildung auch in telungsinaktiven Zellen reduziert, die mit
Chloramphenicol behandelt wurden (279. Die relativ geringe Komplexstabilitét von
Norfloxadn und Ciprofloxadn mit TopolV (2900 bewirkt dementsprechend keine
Beantraditigung der erneuten Koloniebildung von tellungsinaktiven Zellen mit resistenter
Gyrase (72, 200). Der Dual-Target-Inhibitor Moxifloxaan, der mit Gyrase und Topo 1V jewelils
stabile terndre Komplexe angeht (290), verhinderte demgegentiber — unabhéngig davon, welche
Ziestruktur gehemmt wird — eine aneute Koloniebildung auch in tellungsinaktiven Zellen
(Abb. 3-5). Unter therapeutischem Aspekt ist eine hohe Komplexstabilitét mit Gyrase und
Topo IV, die durch FHuorchinolone der Gruppe IV (z. B. Moxifloxaan) erreicht wird,
entscheidend fUr ihre hohe Wirksamkeit gegentiber grampositiven sowie langsam wadsenden
oder vorubergehend teillungsinaktiven Bakterien.
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4.2 Wirkung anderer Inhibitoren auf Gyrase und Topo IV

4.2.1 Wirkung von Etopo sid

Etoposid ist ein Epipodophyllotoxin, das in der Tumortherapie engesetzt wird und wie
Chinolone ds irreversibler Inhibitor von Typ Il Topoisomerasen (,topoisomerase poison®)
wirkt. Entsprechend dem Wirkungsmedanismus dieser Inhibitoren sind eukaryontische Zellen
mit einer verringerten Anzahl an Topo |l-Enzymen weniger empfindlich gegenliber Etoposid
(271). In wvitro-Studien zeagten, dass Mutationen in Topo II von S cerevisiae, die anen
Aminosaureaustausch von Serin zu Tryptophan in der a4-Helix verursachten — homolog zum
Austausch S83W in GyrA von E. coli — zu einer Resistenz gegentiber Fluorchinolonen wie
CP-115953 aber einer Hypersensitivitat gegentiber Etoposid fuhrten (160). Nadhdem dieser
Befund auch fur E. coli-Gyrase in vitro gezegt wurde (127), sollte untersucht werden, ob ein
derartiger Empfindlichkeitsunterschied verschiedener gyrA-Allele fir Etoposid auch in vivo zu
beobaditen ist, oder ob Topo IV in vivo auch eine Zielstruktur fr Etoposid darstellt. E. coli
bestzt eine natlrlichen Resstenz gegeniber Etoposid, wie Empfindlichkeitstestungen
(Tab. 3-2) zdgten. Diese Resistenz beruht vermutlich auf einer reduzierten Akkumulation der
Substanz infolge dfizient arbeitender Effluxpumpen. Fir die Untersuchung der zdluléren
Empfindlichkeit sollten daher Mutanten verwendet werden, denen das transmembrane
Tunnelprotein TolC, ein wichtiger Bestandtell verschiedener RND-Effluxpumpen (340, 358),
fehlt. Ein Funktionsverlust derartiger Effluxpumpen, entweder aufgrund einer tolC-Mutation in
der Mutante DE112 (334), oder durch Hemmung der RND-Pumpen durch den speafischen
Inhibitor MC-207,110 (209, verursachte @ne Hypersensitivitét nicht nur gegentiber bekannten
Substraten dieser Pumpen, wie Chloramphenicol oder Ciprofloxaan, sondern vor alem
gegentiber Etoposid (Tab. 3-6). Diese Ergebnise zegten somit, dass der Efflux via RND-
Pumpen mal3geblich zur natlrlichen Resistenz von E. coli gegeniber Etoposd beitragt.

Um den Einfluss der gyrA¥*¥-Mutation auf die zdluldre Empfindlichkeit gegeniiber Etoposid
untersuchen zu kdnren, sollte diese Mutation in die hypersensitive Mutante DE112 eingekreuzt
werden. Die gyrA®*-Mutation konnte afolgreich durch homologe Rekombination mittels des
in dieser Arbeit konstruierten Suicide-Vektors pMAK 705242 in den Wildtyp-Stamm RFM 443
nicht jedoch in die isogene tolC-Mutante angekreuzt werden (3.1.3.1). Die Grinde fir das
Scheitern der Rekombination sind nicht bekannt. Moglicherweise ist die Akkumulation von
Fluorchinolonen in dieser tolC-Mutante so hoch, dass die Resistenzmutation in gyrA nur zu
einer geringfligig verminderten Empfindlichkeit des Stamms beitrdgt (251) und daher mit den
verwendeten Fluorchinolonkonzentrationen keine entsprechenden Klone aus den vorhandenen
Kointegraten selektiert werden konnten.

Die Wirkung von Etoposid wurde daher in Kombination mit dem Effluxpumpeninhibitor
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MC-207,110 auf den Wildtyp und die hergestellte gyrA®*'-Mutante (RFM4432421) getestet.
In Konzentrationen nehe der MHK verursachte Etoposid in Wildtyp und der gyrA®*-Mutante
einen raschen Verlust der Zelltelungsfahigkeit (Abb. 3-8) begleitet von einer Filamentierung
der Zellen (3.1.3.3). Etoposid induziert daher ebenso wie Fluorchinolone bei uneingeschrénktem
Zellwachstum die SOS-Antwort und fihrt zu enem vergleichbaren Verlust der
Teilungsfahigkeit binnen weniger Stunden.

Die Einbringung der gyrA®*-Mutation, die eéne Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen
vermittelte, fuhrte gleichzetig zu einer Hypersenstivitét gegeniber Etoposid (Tab. 3-6 und
Abb. 3-8). Diese Ergebnise zegen, dass Gyrase auch in vivo die primare Zielstruktur fir
Etoposid darstellt und sich — anders als in der Enzymfunktion — beziglich der Enzym-Inhibitor-
Interaktion homolog zu Topo Il der Hefe S cerevisiae verhdt. In dieser Hefe fihrt eine
entsprechende Mutation in vitro und in vivo ebenfalls zu einer Resistenz gegenlber
Fuorchinolonen und einer Hypersensitivitét gegentber Etoposid (319. Eine Wirkung von
Etoposid auf E. coli Topo IV konnte in vivo mangels Stdmmen mit Etoposid-resistenter Gyrase
bislang nicht untersucht werden. In vitro-Studien mit Topo IV von S. aureus zegten alerdings,
dass Chinolonresistenzmutationen in Topo IV auch zu einer Resistenz gegeniber Etoposid
fuhrten, so dass beziglich der Enzym-Inhibitor-Interaktion keine Homologie von Topo IV zu
eukaryontischer Topo Il besteht (5). Aufgrund der hohen Homologie der Topo IV-Enzyme von
S aureus und E. coli, ist eine entsprechende Interaktion von Etoposid auch mit E. coli Topo IV
zu erwarten. Unterschiede in der Enzym-Inhibitor-Interaktion von Gyrase und Topo IV konnten
in E. coli bereits gezegt werden. So weist Gyrase, ebenso wie aikaryontische Topo Il, eine
hohere Empfindlichkeit gegeniber Fluorchinolonen wie CP-115953 wd CP-115955
(4-Hydroxyphenylgruppe an C-7) as gegenuber Ciprofloxadn (Piperaanring am C-7) auf,
waéhrend sich die Empfindlichkeit von Topo IV genau entgegengesetzt verhdlt (4). Ein weiterer
Unterschied besteht in der Empfindlichkeit gegentiber dem Flavon Rutin (s. u.). Wahrend E. coli
Gyrase und Kalbsthymus Topo Il die gleiche Empfindlichkeit aufwiesen, war E. coli Topo IV
50fach empfindlicher (26).

4.2.2 Wirkung von Rutin

Das Flavon Rutin ist ein glykosyliertes Derivat von Quercetin und konnte in vitro as slektiver
Inhibitor von Topo IV in E. coli und S aureus identifiziert werden, da es Topo IV nicht aber
Gyrase hemnmte (26). Favone wirken wie Chinolone und Epipodophyllotoxine ds
»topoisomerase poisons’, indem se terndre Komplexe stabilisieren (13, 34, 256). In der
vorliegenden Arbeit wurde in vivo die Wirkung auf E. coli WT, WT-4 und WT-3-1 untersucht.
Die nattrliche Unempfindlichkeit von E. coli gegenilber Rutin resultierte nicht aus einem
erhohten Efflux, da die tolC-Mutante edenfalls unempfindlich war (3.1.4), sondern vermutlich
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aus einem geringen Influx. Diese Annahme wird von Untersuchungen gestitzt, die ene
wadstumshemmende Wirkung von Rutin nur auf permeadle E. coli-Stdmme zegen konnten
(26). In der vorliegenden Arbeit wurden daher die verwendeten Stamme mit subinhibitorischen
Konzentrationen Polymyxin B Nonapeptid permedbilisiert (87, 332), was ihre Empfindlichkeit
um mindestens den Faktor 2 erhdhte (vergl. Tab. 3-2 mit Abb. 3-9). Im Vergleich zu den
Stammen WT und WT-3-1 mit Wildtyp Topo IV war WT-4 (parC®?-Mutation) jedoch weniger
empfindlich (Abb. 3-9). Dieses Ergebnis zegt, dass Topo |V auch in vivo as primére
Zielstruktur  fur Rutin  fungiert und moglicherweise @ne Uberlappende Bindung von
Fuorchinolonen und Rutin innerhalb der ,,quinolone binding box“ stattfindet, die durch die
parC¥%-Mutation verringert wird. Eine solche ,,quinolone binding box* wurde bislang nur fiir
Gyrase beschrieben (133, kann jedoch aufgrund der Aminosdure-Homologie awischen GyrA
und ParC auch fur Topo IV angenommen werden. Die Hemmung von Topo IV flhrte unter den
getesteten Konzentrationen (bis 2 x MHK) zu einer Einschrankung, nicht aber einem Verlust der
Teillungsfahigkeit (Abb. 3-9), wie & unter Chinolonen (Tab. 3-5), Etoposid (Abb. 3-8) oder
Novobiocin (Abb. 3-11) auftrat. Rutin verursacdite jedoch bereits in subinhibitorischen
Konzentrationen (1/4 x MHK) eine Filamentierung, die mit steigender Konzentration zunahm
(3.1.4) und auf eine Induktion der SOS-Antwort infolge @ner Hemmung von Topo IV deutet.
Eine Induktion der SOS-Antwort konnte aich von Bernard et a. gezegt werden (26). Das
vereinzdte Auftreten von Cytoplasmaextrusionen an den Septen (siehe 3.1.4) konnte en
Hinwels auf eine letale Schadigung einzener Zellen sein. Insgesamt wurden jedoch durch Rutin
deutlich weniger Zellschdden verursadit as durch Chinolone, so dass moglicherweise ene
effizientere Reparatur dattfindet, oder die Stabilitét von Rutin-DNA-Topo I'V-Komplexen
geringer ist als von entsprechenden Chinolon-Komplexen. Die selektive Hemmung von Topo IV
durch Rutin bei gleichzatiger Unempfindlichkeit von Gyrase und Kalbsthymus Topo Il (26)
verdeutlicht den Unterschied zwischen Gyrase und Topo IV bzw. die Homologie von Gyrase
und eukaryontischer Topo Il beziglich ihrer Interaktion mit solchenirreversiden nhikitoren.

4.2.3 Wirkung von Novobiocin

Novobiocin  z&ilt zu den Aminocumarinen, die im Gegensatiz zu  Chinolonen,
Epipodophyllotoxinen oder Flavonen keine ,topoisomerase poisons’ sondern katalytische
Inhibitoren der B-Untereinheiten von Gyrase und Topo IV darstellen (183 240 241, 258 263).
Da Topo IV nur die sekundére Zielstruktur fir Novobiocin ist (130 183), konnen die fur WT,
WT-4 und WT-3-1 beschriebenen zdluldaren Auswirkungen — zumindest fir Konzentrationen
bis zur MHK — auf eine Hemmung von Gyrase zurtickgef tihrt werden.

Die Bestimmung der zdluldren Empfindlichkeit gegeniiber Novobiocin (3.1.5) zdgte, dassdiese
— ebenso wie gegentiber Chinolonen — in LB-Medium um das 4-8fadhe geringer ausfiel as in
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MH-Bouillon. Wie bereits unter 2.1 dskutiert, spielt mdglicherweise die fehlende Glucose oder
eine vieleicht hdhere Magnesiumkonzentration eine Rolle fur die geringere Empfindlichkeit in
LB-Medium. Bereits subinhibitorische Novobiocinkonzentrationen (1/16 - 1/8 x MHK)
verursachten durch die Hemmung von Gyrase in exponentiell wadhsenden Kulturen von WT-4
und WT-3-1 enen raschen und 5h anhdtenden Zelltelungsgopp, wonadh ein erneutes
exponentielles Wadhstum der Kultur erfolgte (Abb. 3-10). Durch hohere Konzentrationen im
Bereich der MHK wurde jedoch nach 5 h die Fahigkeit zur Koloniebildung beider Stdmme auf
0,1-1% reduziert, wobei eine langere Inkubation allerdings — anders als bei Chinolonen — nicht
zu einem weiteren Verlust der Teillungsfahikeit, sondern wieder zu einer Zunahme fuhrte
(Abb. 3-11). Anndhernd identische Ergebnise wurden fir E.coli ATCC 25922 mit
entsprechenden  Novobiocinkonzentrationen in MH-Bouillon erzielt (287). Andere
Arbeitsgruppen konnten ebenfalls einen raschen Zelltellungsgopp verbunden mit einer
Bakteriostase Uber 2 h (309 oder eine Reduktion der teilungsféhigen Zellen auf bis zu 0,01 %
nach Inkubation von E. coli mit subinhibitorischen (130, 202 261) oder inhibitorischen (2)
Novobiocinkonzentrationen beobaditen. Konzentrationen, die dem 4-8fachen der MHK
entspredhen, reduzierten den Antell tellungsfahiger Zellen dauerhaft auf weniger as 0,01 %
(8.1.5) ohre ekennkbare Anzdchen einer Zellyss. Eine Zellysis konnte in verschiedenen
E. coli-Stdmmen auch bei hohen Cumarinkonzentrationen nicht nachgewiesen werden (309),
jedoch in einigen Archaebakterien (305).

Die Hemmung von Gyrase durch Novobiocin verursadit einen Stopp oder zumindest eine starke
Verlangsamung der Replikationsgabel und somit der DNA-Synthese (183 309. Da die
relaxierende Aktivitdt von Topo | und Topo IV unter diesen Bedingungen nicht gehemnt wird,
kommt es zu einer Reduktion des DNA-Uberspiraisierungsgrads (115. Dadurch wird de
Initiation der Replikation (108 217), der Rekombination (233) und der Transkription einer
Vielzahl von Genen gestort (9, 61, 273 und es wird neben der Zelltelung auch das
Zellwadhstum gehemnt. Durch den geringeren DNA-Uberspiralisierungsgrad wird allerdings
die Transkription der Gyrasegene induziert und verstérkt Gyrase synthetisert (229, 312). Da
katalytische Inhibitoren rur die Enzymfunktion einschranken, kompensiert eine hdhere Anzahl
von Topoisomerasen tellweise den Funktionsverlust, und de Zelen werden somit
unempfindlicher (76, 151, 166). Die fur WT-3-1 festgestellte hthere Empfindlichkeit gegentiber
Novobiocin (Abb. 3-11) ldse sich andererseits mit einer mdglicherweise a@ngeschrankten
Funktion der GyrA®®P%C.Gyrase akldren, da aich ein Funktionsverlust aufgrund eines
Enzymmangels die Empfindlichkeit gegentiber katalytischen Inhibitoren erhdht (151). Sobald
die intrazdlulé&re Novobiocinkonzentration nicht mehr ausreicht, um alle neusynthetisierten
Gyrase-Molekile a1 hemmen, kann der DNA-Uberspiralisierungsgrad wieder hergestellt
werden (257) und erneutes Wadhstum und Zellteilung stattfinden. Dies erklért die mit steigender
Novobiocinkonzentration langer andauernde Wadstumshemmung (3.1.5). Die beobadtete
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Reduktion tellungsfahiger Zellen unter hoheren Novobiocinkonzentrationen (3.1.5) kénrte mit
dem Verlust der Rekombinationsfahigkeit aufgrund eines <shr niedrigen DNA-
Uberspiralisierungsgrads (233 257) erklart werden. Rekombination ist essentiell fir die
Reinitiation gestoppter und zefalener Replikationsgabeln (70, 155. Gari et a. postulierten,
dassjeder Stopp der Replikationsgabel bel uneingeschrénktem Wadhstum zu DNA-Schéden und
zur Induktion der SOS-Antwort fohrt (110, 111). Diese Annahme wird duch Untersuchungen
bestétigt, die ane Induktion der SOS-Antwort nach einem Stopp der Replikationsgabel an
kinstlichen Terminationssequenzen (ter-Sites) zeigen (323). Die Induktion der SOS-Antwort
durch Cumarine wie Novobiocin oder Coumermycin A; wird alerdings in der Literatur
kontrovers diskutiert. Untersuchungen an E. coli zeigen eine Induktion der SOS-Antwort durch
Cumarine (225 307, 333 oder lasen aufgrund beobaditeter Filamentierung (44) oder
Freisetzung von A-Prophagen (309 auf eine solche Induktion schlief3en. In einer anderen Studie
mit Haemophlus influenzae konnte hingegen keine Induktion der SOS-Antwort durch
Novobiocin nachgewiesen werden (117).

Novobiocin verursadite in den Stammen WT-4 und WT-3-1 im Gegensatz zu Chinolonen,
Etoposid oder Rutin keine Filamentierung, sondern lediglich eine Verlangerung der Zellen auf
das 3fadhe ihrer normaen Lange (Abb. 3-12), vermutlich aufgrund einer Verlangsamung der
Replikationsgabel (183). Unter Konzentrationen, die a1 einem Verlust der Teilungsfahigkeit
fUhrten, trat diese Zellverlangerung erst nach 19h oder gar 25h auf (3.1.5). Mdglicherweise
wurde der DNA-Uberspiralisierungsgrad erst nach dieser Zeit wieder soweit hergestellt, dassein
normales Zellwadchstum aber eine ainadst noch verlangsamte Replikation stattfand und daher
verlangerte Zellen entstanden.

Novobiocinkonzentrationen, die ene Bakteriostase verursaditen, induzierten die Expresson von
recA maxima um den Faktor 2,4-3,2 (Abb. 3-19 und 3-20). Diese Induktion entspricht in etwa
der Induktion, die in der stationdren Wadhstumsphase (Faktor 2,5) sowie nadh enem
Kéteschock (Faktor 3,5) gemessen wurde (Abb. 3-18 und 3-21) und zegt die beschriebene
Abhéngigkeit der recA-Expresson vom DNA-Twist bzw. Uberspiralisierungsgrad (229, 331,
345. Andererseits fuhrte auch die Hemmung von Topo IV durch eine bakteriostatische
Norfloxadnkonzentration, die nadweidich eine Zellfilamentierung as Anzechen einer
induzierten SOS-Antwort verursadite (3.1.2.1), zu einer vergleichbaren Expresson von recA
(Abb. 3-27). Eine Induktion der SOS-Antwort durch Novobiocin aufgrund des Zerfalls von
Replikationsgabeln kann daher nicht ausgeschlossen werden. Um eine Induktion der SOS-
Antwort durch Novobiocin zu bestdtigen oder auszuschlief3en, sind weitere Expressons-
untersuchungen wvon anderen SOS-Genen (z. B. sulA) notwendig, die nicht durch einen
verringerten DNA-Uberspiralisierungsgrad induziert werden.
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4.3 Regulation der Transkription von parC und parE

Topo IV ist aufgrund ihrer relaxierenden Aktivitdt neben Gyrase und Topol an der
Aufredhterhaltung des globalen DNA-Uberspiralisierungsgrads beteili gt (365). Eine Regulation
der Transkription der belden Strukturgene parC und parE duch den DNA-
Uberspiralisierungsgrad wie bei gyrA/B erschien daher denkbar. Da die zdluldre Menge von
Typ Il Topoisomerasen, wie z B. Gyrase und Topo IV, die Empfindlichkeit gegenlber
spezafischen Inhibitoren beanflusgs (182 192 355, it die Kenntnis der jewelligen
Genexpresson von besonderer Bedeutung. Erste Hinweise auf eine Regulation der Topo IV-
Expresson in Abhéngigkeit von der Wadstumsphase lieferten daher Ergebnisse (Abb. 3-6), die
eine hohere Empfindlichkeit gegenuber Ciprofloxadn in solchen E. coli WT-3-1-Kulturen
zagten, deren Vorkulturen aus der exponentiellen Wadstumsphase stammten, wéhrend de
Kulturen unempfindlicher waren, wenn die Vorkulturen der stationdren Wadstumsphase
entstammten.

Da in Bakterien die Menge anes Proteins am starksten Uber die Initiation der Transkription
seines Gens reguliert wird, sollte die Transkriptionskontrolle von parC und parE, den beiden
Strukturgenen von Topo 1V, ndher untersucht werden. Neben neuen Erkenntnissen beziglich der
Transkriptionsregulation der Topo IV-Gene soliten diese Untersuchungen auch ein besseres
Verstéandnis der zdluléren Empfindlichkeit gegeniber Inhibitoren wvon Topo IV unter
verschiedenen Umweltbedingungen liefern.

Zur Charakterisierung der Transkriptionsregulation wurden die Transkriptionsdartpunkte sowie
maogliche Promotorelemente von parC und parE bestimmt und de speafischen mRNA-
Konzentrationen unter verschiedenen, den DNA-Uberspiraisierungsgrad modulierenden
Bedingungen quantifiziert.

Die Untersuchungen zur Transkriptionsregulation erforderten zunadst die Pr&paration von
Gesamt-RNA, deren Quantifizierung duch Mesaung der Absorption bel 260nm oder des
spedfischen Fluoreszenzfarbstoffs RiboGreen® identische Ergebrise lieferte (3.2.1, [48]) Die
Hemmung des exponentielen Wadstums einer Kultur infolge steigender Zelldichte oder einer
Novobiocinbehandlung fuhrte dlerdings unabhéngig von der optischen Dichte der Kultur zu
einer Reduzierung des Gesamt-RNA-Gehalts (Abb. 3-13 und 3-14). Eine solche Abnahme der
RNA-Menge pro Zellmasse konrte auch in Abhéngigkeit einer steigenden Generationszeit, d. h.
eines langsameren Kulturwadhstums, festgestellt werden (64, 204). Kulturen, die mit
Ciprofloxadn behandelt wurden und trotz Hemmung der Zelltellung tber 90min keine
Wadstumshemmung erfuhren, wiesen demgegentiber keinen reduzierten RNA-Gehalt auf
(Abb. 3-14). Zusammen zegten diese Ergebniss, dassder RNA-Gehalt einer Kultur stark vom
Zellwadhstum abhangt und nicht mit der optischen Dichte der Kultur korreliert. Fur Studien, in
denen die Genexpresson unter verschiedenen Kulturbedingungen mit einem Einfluss auf das
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Zellwadchstum oder die Zelltelung untersucht wird, kann daher weder die Zellzahl noch die
optische Dichte fur die Normalisierung unterschiedlicher RNA-Mengen verwendet werden. Zur
Umgehung dieses Problems wurden entsprechend dem Vorschlag von Bustin (47) definierte
Gesamt-RNA-Mengen in die reverse Transkription eingesetzt und alle Expressonsdaten hierauf
bezogen.

4.3.1 Transkriptionsstartpunkte und Promotoren

In Bakterien wird de Genexpresson am stérksten tber die Initiation der Transkription reguliert.
Diese afolgt durch die Bindung der aus vier Arten von Untereinheiten bestehenden RNA-
Polymerase (a2B3('c) an eine ds Promotor bezechnete spezfische DNA-Sequenz, an der die
Doppelhelix aufgeschmolzen wird (,,open complex®). Dabel verdndert der an das Polymerase-
Core-Enzym (a2BB") bindende o-Faktor die Sequenzspezfitéd der DNA-Bindung des
Holoenzyms (210), und E. coli kann durch den Austausch von 7 homologen o-Faktoren das
Muster der exprimierten Gene aur Anpasaung an veranderte Umweltbedingungen modulieren
(214). In E. coli fungiert 6’° as , houskeeping* o-Faktor. Das o’°-Holoenzym ist verantwortlich
fur die Transkription von Genen, die esentiell sind fur die Biosynthese von Aminosauren,
Nukleotiden, Enzym-Cofaktoren, Zellwand- und Membrankomponenten sowie von Enzymen
die im Kohlenhydratstoffwedhsel bendtigt werden (124, 139). Promotoren, die von ¢’° erkanrt
werden, zachnen sich durch eine sogenannte -10- und —35-Region aus (siehe Abb. 1-3), an die
das Holoenzym bindet. Beide Regionen sind voneinander durch eine meist 17 bp lange Sequenz
getrennt, so dass die Ausrichtung der Regionen zueinander durch einen verringerten DNA-
Uberspiralisierungsgrad derart verandert wird, dass die Initiation der Transkription reduziert
wird (9, 61, 250 273 345).

Die Bestimmung der Transkriptionsdartpunkte und der stromaufwarts liegenden
Promotorsequenzen liefert wichtige Hinweise auf die Art der Regulation der Transkription und
die daran maoglicherweise beteiligten Faktoren. Fir parC und parE wurden die
Transkriptionsdartpunkte durch ein in dieser Arbeit neu entwickeltes Verfahren bestimmt, das
auf ener klassschen Primerverlangerungs-Redktion basiert (3.2.4). Unter exponentiellen
Wadstumsbedingungen wurde fir parC und parE ein Guanin als primérer, haufigster
Transkriptionsdartpunkt 51 bp (parC) bzw. 55bp (parE) stromaufwarts des Trandationsgarts
bestimmt (Tab. 3-11). Purinbasen wie Adenin und Guanin gtellen die haufigsten
Transkriptionsdartpunkte in E. coli dar (131). Die softwareunterstiitzte Analyse (284) des
Sequenzbereiches dromaufwarts der ermittelten Gen-nahen Startpunkte (P1) zeagte fur beide
Gene Bindemotive @nes 6”°-Promotors mit dem typischen Abstand von 17 bp zwischen der -10-
und -35-Region (Tab. 3-11). Mit Ausnahme der —10-Region bei parE weisen diese Bindemotive

jeweils eine hohe Homologie ar entsprechenden Konsensusequenz von o'°-Promotoren
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([141], Tab. 3-11) auf. Eine weitere Homologie 21 6'°-Promotoren ergibt sich aus dem Abstand
zwischen dem Transkriptionsgart und der moglichen —10-Region. Dieser betrug fur die
postulierten P1-Promotoren 4 bp (parC, Abb. 3-16) bzw. 7 bp (parE, Abb. 3-17) und entspricht
somit dem haufigen Abstand von 4-12 bp bzw. von 7+1 bp bei 75 % der o’°-Promotoren (131,
1417). Der bidang von Peng & Marians (263 postulierte Transkriptionsgart von parC erfolgt an
einem Cytosin eine Base stromaufwérts (-1) von P1. Allerdings wurde von Peng & Marians ein
o'%-abhangiger Promotor postuliert, der im Vergleich zu P1 weiter stromaufwarts liegt und eine
—10 und -35-Regionen mit geringerer Homologie air Konsensussequenz (Tab. 3-11) und einem
fir o’°-Promotoren untypischen Abstand von 22bp aufweist (Tab. 3-11, [141, 263). Ein
anderer Transkriptionsdart fir parC wurde aufgrund von Sequenzvergleichen von Salgado et al.
postuliert. Dieser befindet sich an einem fir 6”°-Promotoren eher ungewdhnlichen Thymin an
Position —10 im Vergleich zu P1 (286), und auch her west die unmittelbar stromaufwarts
liegende DNA-Sequenz (siehe Abb. 3-16) keine Homologie 1 bekannten o”°-Promotoren (Tab.
3-11, [1417]) auf. FUr den Transkriptionsdart von parE wurde von Salgado et a. ein Cytosin an
Position —66im Vergleich zu P1 bzw. 9 bp stromabwarts von P3 (Abb. 3-17) postuliert (286).

Neben den primdren Transkriptionsdartpunkten P1 wurden unter exponentiellem
Kulturwadhstum fir parC und parE zusétzliche stromaufwérts gelegene Transkriptons
startpunkte detektiert (Tab. 3-11, Abb. 3-16 und 3-17). Im Fal von parC wurden die beiden
zusatzlichen Startpunkte (P2 und P3) jedoch nur mit einer relativen Haufigkeit von etwa 7 % im
Vergleich zum primdren Transkriptionsdartpunkt benutzt. Ursadilich fir diese geringe
Transkription it mdglicherweise die geringere Homologie am  Konsensuspromotor
einschliellich dem suboptimalen Abstand der o'°-Bindemotive zieinander und zum
Transkriptionsdart (Abb. 3-16, Tab. 3-11, [141]). Ein mit entsprechend geringer Haufigkeit
(9 %) detektierter Transkriptionsgartpunkt 7 bp stromabwarts von P1 resultierte moglicherweise
aus einem vorzdtigen Abbruch der reversen Transkription. Diese Erklarung kdnnte auch fir den
ermittelten Transkriptionsdartpunkt 18 bzw. 19 bp stromaufwaérts von P2 gelten, fir den keine
Promotorsequenzen detektiert wurden. Fur parE wurden stromaufwarts von P1 weltere 4
Transkriptionsdartpunkte mit  o’’-Promotoren  identifiziert, von denen die beiden
nadhstgelegenen noch Aktivitdéten von 60% bzw. 70% im Vergleich zum priméren
Transkriptionsgartpunkt aufwiesen (3.2.4).

Wahrend der dationaren Wadstumsphase, die durch einen geringeren DNA-
Uberspiralisierungsgrad gekennzeichnet ist (158), wurde fur parC und parE jeweils nur ein
Transkriptionsgartpunkt detektiert (Tab. 3-9 und 3-10). Bel parC war dieser identisch mit dem
unter exponentiellem Wadstum ermittelten Startpunkt P1, wéhrend er bel parE identisch mit
dem entspredhenden Startpunkt P2 war. E. coli verwendet demnadh unter stationdren
Wadstumsbedingungen keine spezellen Startpunkte fir die Transkription von parC und parE,
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sondern entsprechend dem Promotor Px1 von topA (275 enen, der auch bel exponentiellem
Wadstum verwendet wird. Méglicherweise konnen die Promotoren P1 (parC) und P2 (parE)
sowohl durch ¢’® als auch durch das in der stationdren Phase vorherrschende o° aktiviert
werden, wie es fur Px1 gezegt wurde (275). Das Fehlen einer Aktivierung der anderen, unter
exponentiellen Wadstumsbedingungen verwendeten Promotoren deutet darauf hin, dass diese
auf eine Veranderung des DNA-Uberspiralisierungsgrads snsibler reagieren und nach dessen

Reduktion méglicherweise eine Bindung van 6’ oder 6°- RNA-Polymerase nicht zulassen.

Die Regulation der Transkription von parC und parE unterscheidet sich zusédtzlich hinsichtlich
der mdglicherweise betelligten Transkriptionsfaktoren. Wéhrend fur parC nur ein einzdnes
Bindemotiv fir H-NS (histone-like nucleoid structuring protein) stromabwérts des Pl
Transkriptionsdarts ermittelt wurde, konnten fir parE insgesamt drei  entsprechende
Bindemotive detektiert werden (3.2.5). H-NS nimmt aktiv an der Kontrolle des chromosomalen
Uberspiralisierungsgrads teil (145, 163 und fungiert moglicherweise ds genereller Silencer der
Transkription unter bestimmten Wadstumsbedingungen, wie der stationaren Phase (10, 265,
329). Die detektierten H-NS-Bindemotive in den Promotorregionen von parC und parE, deuten
daher zusitzlich zu den Promotorsequenzen auf eine vom DNA-Uberspiralisierungsgrad
abhéngige Regulation der Transkription. Die Position des H-NS-Bindemotivs innerhalb des
postulierten P1-Promotors von parE erklart zudem die fehlende Transkription von diesem
Promotor in der dtationdren Wadstumsphase. Zur Bestétigung deser postulierten H-NS-
Bindung kdnnten z. B. ein Eledrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) durchgefiihrt werden.
Das Prinzip deses Assays beruht auf der Tatsadhe, dass Protein-DNA-Komplexe bel der
gelelektrophoretischen Auftrennung langsamer laufen als pure DNA.

Neben den moglichen Bindemotiven fir H-NS weist der Promotorbereich von parE jeweils ein
madgliches Bindemotiv fur TyrR und CRP auf. Entsprechende Bindemotive wurden zwar auch
fur die stromaufwarts liegende Sequenz des P3-Transkriptionsgarts von parC postuliert, jedoch
mit einem Abstand von mehr als 300bp, so dass eine Bindung dieser Transkriptionsfaktoren
vermutlich keinen Einfluss auf die Expresson won parC ausibt. CRP, das cAMP
Rezeptorprotein, ist bei ausreichenden cAMP-Spiegeln (z. B. bel Glucosemangel wie in LB-
Medium) ein Transkriptionsaktivator, der als Dimer eine starke Biegung in die DNA einfihrt
(357) und somit eine direkte Interaktion mit RNA-Polymerase emoglicht (88), oder durch den
veranderten lokalen DNA-Uberspiralisierungsgrad eine Aktivierung des Promotors verursadt
(186). Fur verschiedene Gene, deren Expresson in der stationdren Phase ener Batchkultur
erhoht ist, konnte a@ne Kontrolle durch den cAMP-CRP-Komplex nachgewiesen werden (301).
Hierzu zé&nlen z. B. die Gene flr die Microcin-Produktion (187). Um eine direkte I nteraktion mit
RNA-Polymerase a1 ermdglichen, muss der Abstand zum Transkriptionsdart allerdings
mindestens 40 bp betragen (66). Die emittelte Position der CRP-Bindestelle im P5-Promotor
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von parE liegt jedoch stromabwarts der -38 Postion (Abb. 3-17), so dass CRP eher als
Represor, wie im Fall des ompA- oder galp2- Promotors, fungieren kdnnte (66, 236).

TyrR ist ein negativer Transkriptionsregulator fur die Expresson vieler Gene, die ausschliefdlich
an der Biosynthese und am Transport von aromatischen Aminosauren beteiligt sind (313). Es
bindet speafisch an eine Gruppe von 22 bp langen Zielsequenzen, die ds darke oder schwade
TyrR-Boxen bezechnet werden und stromaufwérts von Postion —20 oder unmittelbar
stromabwarts des Transkriptionsgartpunkts liegen (66, 368). Obgleich eine mogliche Bindebox
fur TyrR im P4-Promotor von parE ermittelt wurde, erscheint daher eine Regulation von parE
durch TyrR unwahrscheinlich, zumal die mogliche Bindebox stromabwaérts der Position —20
(Abb. 3-17) liegt.

Unterschiede in der Kontrolle der Expresson von parC und parE ergeben sich moglicherweise
zusdtzlich aus der jewells postulierten Ribosomenbindungsgelle (RBS). Die postulierte RBS
von parC ermoglicht mit ihren ersten 4 Basen eine komplementére Paaung mit dem 3-Endes
der 16S rRNA (3.2.4) und weist dartiber hinaus eine hohe Homologie (5 von 6 Basen) zur RBS-
Konsensusequenz (106) auf. Moglicherweise beanflusg auch die putative H-NS Bindestelle
unmittelbar stromaufwérts dieser RBS die Bindung zur 16S rRNA. Fir parE ermdglicht die
postulierte RBS nur mit den ersten und letzten beiden Basen eine entsprechende Paaung mit der
16S rRNA, und der Abstand zum Trandationsdart ist mit 12 bp (fir parC 9 bp) ungewohnlich
lang (106). Effizienzunterschiede in der Trandation von parC und parE koénnen daher nicht
ausgeschlossen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit unter exponentielem Kulturwadstum erstmals experimentell
ermittelten primaren Transkriptionsdartpunkte P1 von parC und parE deuten somit in
Verbindung mit den postulierten o’’-Promotoren, die jeweils eine hohe Homologie zim
Konsensuspromotor aufweisen (Tab. 3-11), auf eine negative Regulation der parC- und parE-
Transkription infolge dnes verringerten DNA-Uberspiradisierungsgrads. Dabei ist die
Transkription von parE moglicherweise stéarker reguliert, wie die unter exponentiellem
Wadstum detektierten 5 Transkriptionsdartpunkte mit jeweils nennenswerter Aktivitdt (siehe
Tab. 3-9 und 3-10) sowie die 3 mdglichen Bindemotiven fur H-NS vermuten lassen. Die
Sequenzen der fur parC postulierten -10- und -35-Region stromaufwarts von P1 weisen zudem
eine hohe Homologie a1 den entsprechenden Regionen des P3 Promotors von topA auf
(Tab. 3-11, [328)). Obgleich die Transkription des fur Topo | codierenden topA-Gens negativ
durch einen abnehmenden und positiv durch einen zunehmenden DNA-Uberspiralisieungsgrad
beanflusd wird, ist die Rolle des P3-Promotors fir diese Regulation unklar (275, 328).

4.3.2 Einfluss des DNA-Uberspiralisierungsgrads

Die Aufredhiterhaltung und Regulation eines globalen regativen DNA-Uberspiralisierungsgrads
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innerhalb enger Grenzen ist fur Zellen essentiell (79, 341). Neben der Bedeutung fur die
Rekombination (233) und de Replikation (108 217) ist fur die Initiation der Transkription einer
Vielzahl von Genen ein bestimmter negativer DNA-Uberspiralisierungsgrad erforderlich (9, 61,
273). Eine Relaxierung der DNA beanflusg die Expresson einer Vielzahl von Genen negativ,
fuhrt aber auch zu einer erhdhten Expresson anderer Gene wie gyrA, gyrB und recA (102, 229,
232, 307, 345. Dadie Expresson von Gyrase und Topo I, die neben Topo IV an der Regulation
des DNA-Uberspiralisierungsgrads beteiligt sind (365, durch den Uberspiralisierungsgrad
selbst beanflusg wird (229, 327), erschien eine solche Regulation auch fir Topo IV denkbar.
Die emittelten Transkriptionsgartpunkte fir parC und parkE (Tab. 3-9 und 3-10) in Verbindung
mit den postulierten o’°-Promotoren und Bindemotiven fiir Transkriptionsfaktoren wie H-NS
und CRP gaben erste konkrete Hinweis auf eine negative Regulation infolge @nes verringerten
DNA-Uberspiralisierungsgrads (siehe 4.3.1).

Zur Verifizierung deser Hinweise wurde der DNA-Uberspiralisierungsgrad experimentell
verringert. Hierzu wurde enerseits Gyrase durch das Cumarin Novobiocin gehemmt (83, 229
und andererseits ein Kdteschock induziert. Letzterer bewirkt physikalisch zunddst eine
Zunahme des DNA-Twists und verursadit damit ebenfalls eine lokae Verringerung des
negativen Uberspiralisierungsgrads bevor die Aktivitdt von Gyrase durch Verringerung der
Verkniipfungszahl (LK) den urspriinglichen DNA-Uberspiralisierungsgrad wieder herstellt (211,
345. Aufgrund der Verringerung des DNA-Uberspiralisierungsgrads nach Hemmung von
Gyrase durch Novobiocin wurde nach 10min und 30min eine dwa 1,5fache Induktion der
gyrA-Expresson und ene bis zu 17fache Induktion der recA-Expresson festgestellt
(Abb. 3-19). Chromosomal integrierte Fusionen des gyrA-Promotors mit lacZ zegten ebenfalls
eine 2fach erhéhte Transkription nadch Induktion mit Novobiocin (245, wahrend die Induktion
durch Coumermycin A; eine 4fach (245 oder gar 8,5fach (232 hohere Transkription
verursacdhte. Parallel zur Expressonsdeigerung von gyrA und recA konnte ane Abnahme der
Transkripte fur parC und parE mit zunehmender Novobiocinkonzentration (Abb. 3-20) und
Inkubationszeit (Abb. 3-19) festgestellt werden, so dass deren Transkription durch einen
abnehmenden Uberspiraisierungsgrad offenbar negativ reguliert wird. Die Induktion eines
Ké&lteschocks verursadite beziglich gyrA und recA die gleichen Expressonsanderungen wie
nach der Hemmung von Gyrase durch Novobiocin, wahrend de Reduktion der par C-Expresson
geringer ausfiel und fur parE sogar eine leichte Steigerung der Expresson verzechnet wurde
(vergleiche Abb. 3-20 und 3-21). Die Reduktion des DNA-Uberspiralisierungsgrads durch eine
gezelte Hemmung von Gyrase oder einen induzierten Kateschock verursadhite demnad eine
Represson der parC-Transkription, wahrend de Transkription von parE weniger beanflusg
wurde, wie bereits die jewelligen postulierten Promotorstrukturen vermuten lief3en (sehe 4.3.1).
Diese unterschiedliche Regulation der parC- und parE-Transkription spiegelt sich auch in der
kirzlich festgestellten unterschiedlichen Lokalisierung der beiden Untereinheiten (93).
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Weltere Untersuchungen zur Bestdtigung der Abhangigkeit des parC-, und parE-Promotors
vom Uberspiraisierungsgrad bzw. DNA-Twist konnten eine gezelte Deletion bew. Insertion
einiger Basen in die Region zwischen der —10 und —35Sequenz beinhalten. Entspredhende
Untersuchungen am flaA-c?®-Promotor von H. pylori (38) zeigten, dass s$ch herdurch die
Abhéngigkeit dieses Promotors vom DNA-Uberspiralisierungsgrad modulieren liefR.

Die wéhrend des Kélteschocks gemessene starke Reduktion des srmB-Transkripts Uberrascht
insoweit, as SrmB, eine RNA-Helicase, vermutlich an der Grupperung der 50S Untereinheit
von Ribosomen beteiligt ist und das Wadstum bei niedrigen Temperaturen verbessert (54).
RNA-Helicasen entfernen zudem RNA-Sekundérstrukturen und schitzen gleichzeitig mRNA
vor einer RNase-vermittelten Degradation (165).

4.3.3 Einfluss von Fluorchinolonen

Der Einfluss von Fluorchinolonen auf die Expresson von parC und parE wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht explizit untersucht. Dennoch zeigen die Ergebnisse aur Induktion des
SOS-Gens recA infolge aner gezelten Hemmung von Gyrase (Abb. 3-25 wund 3-27) oder
Topo IV (Abb. 3-26 und 3-28) durch die beiden Fluorchinolone Ciprofloxadn und Norfloxaan,
dass aus<chliefdlich eine 3stiindige Hemmung von Topo IV, nicht jedoch von Gyrase, zu einer
Reduktion der parC-Expresgon auf etwa 30 % fuhrte. Dieses Ergebnis verwundert insofern, als
dass eine Hemmung des relaxierenden Enzyms Topo |V eher enen hoheren DNA-
Uberspiralisierungsgrad und dariiber eine Induktion der parC-Expresson verursachen wiirde.
Literaturdaten existieren alerdings nur zum Einfluss von Fuorchinolonen auf den DNA-
Uberspiralisierungsgrad bzw. die Expresson von gyrA nach Hemmung von Gyrase (117) und
bestétigen den gemessnen fehlenden Einfluss (Abb. 3-25 und 3-27). Da die Ergebnise aus
Abb. 3-26 wund 328 jewels nur Einzdmessingen reprasentieren, sollten weitergehende
Untersuchung zur Klérung des Einflusses von Fluorchinolonen insbesondere auf die Expresson
von parC nach Hemmung von Topo IV stattfinden.
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4.3.4 Einfluss von Topoisomerase-Mutationen

Untersuchungen von Bagel et a. und Schulte (15, 299 300 haben gezegt, dass in vitro
selektierte Chinolonresistenzmutationen in gyrA haufig mit einem Fitnessverlust, einem
verringerten  DNA-Uberspiralisierungsgrad  und  einer  geringeren  Wadhstumsrate  der
Bakterienstdmme @anhergehen (Tab. 3-1). Andererseits wiesen Klinische Isolate, mit
entspredhenden Mutationen sowie Chinolon-resistente Mutanten wie WT-3-1, die durch in vitro-
Mutageniserung hergestellt wurden, nur einen geringen Verlust ihrer Fitness und keine
verringerte Wadhstumsrate auf (Tab. 3-1, [15]). Mutationen, die in den B-Untereinheiten von
Gyrase (GyrB™3*®, GyrB®™) und Topo IV (ParEF™3*%) auftreten oder erzeugt wurden,
beantraditigten die katalytische Aktivitét (68, 125 130 und fUhrten zumindest bel mutierter
Gyrase a1 einem verringerten DNA-Uberspirdisierungsgrad und geringerer Wadhstumsrate
(125. Obgleich die Empfindlichkeit solcher Mutanten nicht gegeniber Chinolonen getestet
wurde, lasg die verringerte Wadhstumsrate und Gyrasedtivitdt auf eine  entspredhend
verminderte Empfindlichkeit schlief3en.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher auch untersucht, welchen Einflussverschiedene Gyrase-
und Topo IV-Mutationen auf die Expresson der Topoisomerasegene ausiiben. Bel
exponentiellem Wadstum konnten zwischen Wildtyp (WT), WT-4, WT-3-1 und M IlI- 300, die
dle andhernd deiche Generationszeten aufweisen (Tab. 3-1), keine Unterschiede in der
Expresson von parC und parE festgestellt werden (Abb. 3-22). Mit Ausnahme von WT-3-1 war
auch die Expresson von gyrA in diesen Stammen identisch. Die 2fach hohere gyr A-Expresson
in WT-3-1 resultierte vermutlich aus den nachgewiesenen Mutationen im Promotorbereich, die
zur Ausbildung einer zusitzlichen —10-Region fir einen o’’-Promotor fiihrten (Abb. 3-23).
Diese Mutationen stamnten aus dem fur die Herstellung von WT-3-1 verwendeten gyrA-Allel
von E. coli 205096 einem gegentiber Chinolonen hochresistenten klinischen Stamm, der durch
eine asitzliche parC™®*-Mutation sowie énen erhthten Efflux charakterisiert ist (135 136
292). Die grolere gyrA-Transkriptmenge in WT-3-1 ghbt erstmals einen Hinweis darauf, dass
die Funktion der Gyrase in E.coli 205096 oder WT-3-1 (GyrA®P8%) mgglicherweise
beantradhtigt ist und duch eine ehdhte Expresson entsprechend der von Menzd & Gellert
postulierten homoostatischen Kontrolle (229 kompensiert wird. Mdglicherweise trégt die
erhohte Expresson dieser resistenten GyrA-Untereinheit auch zu einer Sensitivierung gegentber
Chinolonen bei. Ein Hinwels hierauf liefert die Empfindlichkeit gegeniiber Ciprofloxadn, die in
WT-3-1 un eine MHK-Stufe niedriger liegt ads in M 1. Stamm M Ill, der ebenfals eine

gyrA583L’D87G- CSSOI

auf, sondern war im Gegentell durch sehr niedrige Expresgonsraten aler Gene darakterisiert

sowie ene par -Mutation besitzt, wies keine ehohte Expresson von gyrA

(Abb. 3-22), was moglicherweise die verdoppelte Generationszat (Tab. 3-1) erklart. Eine
homologe kompensatorische Mutation im gyrA-Promotorbereich von M Il oder M 111- 300 blieb
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vermutlich aus, da aufgrund der Variationen in der DNA-Sequenz dieser Stamme hierzu eine
Doppelmutation notig gewesen ware. Andererseits ist unbekannt welchen Wadstumsvortell
Stamm WT-3-1 aufgrund der verstérkten Expresson von gyrA besitzt. Untersuchungen zum
Einfluss der Topoisomerasekonzentration auf die Wadstumsrate zegten, dass eine
Verdopplung der Topo I-Konzentration nur eine geringe Veranderung (3 %) der Wadhstumsrate

verursadite (312).

CB9 Mutation in Stamm WT-4 scheint keinen nennenswerten Einfluss auf die

Die par
Genexpresson und de Bakterienfitness auszulben. Weder die Expresson der untersuchten
Topoisomerase-Gene (s. 0.) noch von anderen Genen war gegentiber dem Wildtyp verandert
(Abb. 3-22). WT-4 und WT wiesen zudem gleiche Generationszeiten (Tab. 3-1) und DNA-
Uberspiralisierungsgrade auf (14). Diese Ergebnisse werden durch In vitro-Untersuchungen zur
Enzymaktivitét gestiitzt. Isolierte Topo IV aus WT-4 oder eine Chinolon-resistente Topo IV
(ParC®%) aus S aureus zeigten keine Bedntrachtigung ihrer Enzymfunktion im Vergleich zum

Wildtyp-Enzym (33, 290).

4.3.5 Einfluss der Wachstumsphase

Der Nahrstoffmangel, der in der stationdren Phase @ner Batchkultur auftritt, erfordert fir ein
weiteres Uberleben der Zellen eine Anpassung ihres Stoffwedsels u. a. durch Neusynthese
bestimmter Proteine. Wahrend hierfir einige wenige Gene verstarkt transkribiert werden, findet
eine generelle Abnahme der Transkription und der Trandation statt (96) wie auch die
Ergebnise ais Abb. 3-13 und 3-18 zegen. Fir die ehdhte Transkription von etwa 50 Genen in
der stationéren Phase ist der spefische Sigma-Faktor RpoS (6°) verantwortlich (167, 195), der
auch die Transkription des Promotors Px1 des Topoisomerase I-Gens reguliert (275). Es konnte
zudem gezegt werden, dassdie Erkennung von o°-abhéngigen Promotoren an relaxierter DNA
effizienter ist (194). In der vorliegende Arbeit konnte gezegt werden, dassbereits in der frihen
stationdren Phase das agaY-Transkript, das fir Tagatose-1,6-bisphosphat-Aldolase adiert, ein
Enzym aus dem dternativen Kohlenhydratstoffwedhsel, um den Faktor 8,5 induziert wurde
(Abb. 3-18), moglicherweise aufgrund eines aktivierten o>-Promotors. Neben diesem
spezfischen o-Faktor ist vermutlich der in der stationdren Wadstumsphase reduzierte DNA-
Uberspiralisierungsgrad fur die e@hohte Expresson einiger Gene verantwortlich (17, 170, 277,
328). In der vorliegenden Arbeit konnte dementspredhend eine ehdhte Expresson von recA in
der stationdren Wadstumsphase festgestellt werden, wahrend alerdings die Expresson von
gyrA abnahm. Mdglicherweise sind daher in der stationdren Wadhstumsphase aisdtzliche
Faktoren an der Transkriptionsregulation von gyrA beteligt. Die positive Regulation der
Transkription von gyrA durch CRP (118 bzw. die negative durch FIS (297) erklaren alerdings
nicht den Expressonsverlust in der stationdaren Phase, da hier die Konzentration von CRP
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unverandert ist und de von FIS stark abnmmt (18). Die gemesene Reduktion der gyrA-
Expresson zu Beginn der stationaren Phase (Abb. 3-18) entspricht jedoch Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen mit chromosomal- und plasmid-lokalisierten gyrA-lacZ-Fusionen (118 175
245). Die Detektion nur eines Transkriptionsgartpunkts fir parC bzw. parE in der stationéren
Phase sowie die Struktur der fir beide Gene postulierten Promotoren in Verbindung mit
maoglichen Bindestellen fir H-NS deutete auf eine Reduktion der Expresson in der stationéren
Phase (4.3.1) und konrte durch die Quantifizierung der Genexpresson entsprechend bestétigt
werden (Abb. 3-18). Der Transkriptionsregulator H-NS, fir den in der Promotorregion von
parC und parE Bindemotive gefunden wurden (Abb. 3-16 und 3-17) akkumuliert in der
stationéren Phase und reprimiert die von ihm regulierten o”®-abhéngigen Promotoren (10, 329).
Eine 8stindige Inkubation in dationdrer Phase oder eine 2stindige Inkubation unter
Nahrstoffmangel in PBS flihrte au einer Reduktion aler Transkripte um bis zu 90% (3.2.6.1.1),
so dass vermutlich globale Faktoren, wie ane dlgemein reduzierte Transkription oder eine
verringerte Stabili tét der mRNAS fur diese Ergebnisse verantwortlich zechnen.

Die in der stationdren Phase emittelte geringere Transkriptmenge von parC und gyrA spiegelt
madglicherweise geringere Enzymkonzentrationen von Topo IV und Gyrase wider und wirde
damit zu der beobaditeten geringeren Empfindlichkeit solcher Zellen gegentiber Chinolonen
(Abb. 3-6) beitragen.

Die neuen Einblicke, die die vorliegende Arbeit in die Wirkungsmedanismen verschiedener
Inhibitoren wie Fluorchinolone, Etoposid, Rutin und Novobiocin auf die Topoisomerase IV und
Gyrase von E. coli liefert, konnen fir ein effizienteres Screening neuer Inhibitoren dieser
Zielstrukturen verwendet werden. Insbesondere konnten neue spezfische Inhibitoren von
Topo IV oder Gyrase, die &nlich zu Etoposid ihre volle Wirkung erst in chinolonresistenten
Isolaten entfalten, sowie an bessres Verstandnis der Wirkung von Etoposid auf E. coli
Topo IV entscheidend zur effizienten Bek&mpfung der zunehmenden Anzahl resistenter Keime
beitragen. Durch die Untersuchung der Transkriptionskontrolle der flr Topo IV codierenden
Gene parC und parE konnte die Rolle dieses Enzyms fur die Relaxierung von DNA bestétigt
werden. Aufgrund der Auswirkungen der Topoisomeraseexpresson auf die zdlulére
Empfindlichkeit gegentiber Inhibitoren, ist eine weltergehende experimentelle Analyse und
Bestétigung der fur die Genregulation von parC und parE postulierten Transkriptionsfaktoren
und Promotorsequenzen winschenswert.
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5 Zusammenfassung / Summary

In Bakterien katalysiert Topoisomerase |V (Topo 1V) die Trennung von Tochterchromosomen
nadh der Replikation und unterstiitzt durch die Relaxierung von positiv Uberspiralisierter DNA
die Replikation und Rekombination. Topo IV und de strukturell @nliche Topoisomerase |l
(Gyrase) sind de Zielstrukturen fur die klinisch bedeutsamen Fluorchinolon-Antibiotika. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es mittels genetisch definierter Mutanten von E. coli, in denen
entweder Gyrase oder Topo IV as primére Zielstruktur fir Chinolone fungiert, die zdlularen
Effekte (z. B. Induktion der SOS-Antwort und Verlust der Lebensféhigkeit) nach einer
Hemmung von Topo IV oder Gyrase durch verschiedene Fluorchinolone und andere Inhibitoren
aufzukléren. Zusétzlich zielte die Studie aif die Aufkl&rung von Medanismen, die an der
Transkriptionskontrolle von parC und parE, den beiden Strukturgenen der A- und B-
Untereinheit von Topo 1V, beteiligt sind und auf mdgliche Implikationen fur die Konzentration
dieser Zielstruktur und damit der zdlularen Empfindlichkeit gegenlber Inhibitoren wvon
Topo IV.

In exponentiell wadsenden Kulturen verursaciten Fuorchinolone enen Verlust der
L ebensfahigkeit und eine Induktion der SOS-Antwort, charakterisiert durch eine Filamentierung
der Zelen und eine Induktion der recA-Transkription, unabhingig davon, ob Gyrase oder
Topo IV die primére Zielstruktur darstellte. Nadh einer Hemmung von Topo IV durch
Norfloxaan fiel sowohl die Indukiion der SOS-Antwort as auch der Verlust der
L ebensfahigkeit geringer aus, as nad entsprechender Hemmung durch Ciprofloxaan oder nach
Hemmung von Gyrase durch Ciprofloxaan oder Norfloxadn. Der Verlust der Lebensfahigkeit
wurde audem durch die Zeltellungsrate, die Wadstumsphase und das Kulturmedium
beanflusd. Wadstums- und tellungsinaktive Zellen wurden durch Fuorchinolone nicht
abgetotet, jedoch verhinderten solche mit einer hohen Affinitdt zu Gyrase und Topo IV (wie
z. B. Moxifloxadn) am effektivsten die Koloniebildung nach Wiederaufnahme der Zellteilung,
insbesondere wenn Gyrase ds priméare Zielstruktur fungierte.

Die Untersuchung anderer Inhibitoren zegte, dass Etoposid, ein Inhbitor eukaryontischer
Topoisomerase |I-Enzyme, prima Gyrase, wadhrend Rutin prim& Topo IV hemnte. Beide
Inhibitoren induzierten die SOS-Antwort, gezegt durch Filamentierung von wadsenden Zellen,
aber nur Etoposid verursachte awch deren Absterben.

Zudem wurde in Bestéigung froherer in vitro-Daten fir eine in vitro hergestellte
chinolonresistenten Mutante (gyrA¥®*Y) erstmals eine Hypersensitivitdt gegeniiber Etoposid
nachgewiesen, wahrend der chinolonempfindliche Wildtyp gegentiber Etoposid resistent war. In
E. coli unterscheidet sich daher TopolV von Gyrase beziglich der Interaktion mit
verschiedenen Inhibitoren und dem Ausmald der dadurch ausgeldsten zdluldaren Effekte. Die
Untersuchungen zeigen, dass Topo IV und Gyrase aich bei der zunehmenden Resistenz
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gegenuber Fluorchinolonen vielversprechende antibakterielle Zielstrukturen fur bewdahrte und
neue chemische Substarzklassen darstellen.

Die Untersuchung der transkriptionellen Regulation der parC- und parE-Expresson erfolgte
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen durch Quantifizierung der spezfischen
MRNAs mittels red-time RT-PCR und duch ene neu entwickelte Fluoreszenz-basierte
Methode zur Bestimmunrg der Transkriptionsdartpunkte.

Die Transkriptionsdartpunkte fir parC und parE, die in dieser Arbeit erstmals experimentell
bestimmt wurden, unterschieden sich in Abhdngigkeit vom Kulturwadstum in exponentieller
und stationdrer Phase aner Batchkultur. Sequenzvergleiche der Regionen stromaufwaérts der
ermittelten Transkriptionsgartpunkte zegten fiir beide Strukturgene o’°-abhéngige Promotoren
sowie potentielle Bindestellen fir H-NS. Die postulierten Promotorregionen von parC und parE
deuten auf eine negative Regulation der Transkription in Abhéngigkeit eines verringerten DNA-
Uberspiralisierungsgrads. Eine solche Abhdngigkeit konnte vor alem fur parC und in
geringerem Male fUr parE bestdtigt werden. So fuhrte die vorUbergehende Relaxierung der
DNA durch einen induzierten Kéteschock oder durch Hemmung von Gyrase durch Novobiocin
zu einer dgnifikant geringeren Expresson von parC. Der Nadweis dieser vom DNA-
Uberspiralisierungsgrad  abhéngigen Transkription von parC unterstreicht die zdluléare
Bedeutung von TopolV fur die Aufrecditerhaltung eines globalen negativen
Uberspiralisierungsgrads der DNA.

Fuorchinolone beanflusgen unabhéngig von der Zielstruktur weder die Expresson von gyrA
noch von parE, fihrten alerdings ausschliefdlich nach Hemmung von Topo IV zu einer
Reduktion der par C-Expresson.

Summary

In baderia, topoisomerase |V (topolV) caayses the decdenation of DNA-daughter
chromosomes after replication and drives replicaion and recombination by relaxation of
positive DNA-supercoils. Topo IV and the structurally smilar topoisomerase Il (gyrase) are
both lethal targets of fluoroquinolone attibiotics. By using geneticdly defined mutants of E. coli
carying mutations rendering either gyrase or topo IV to the primary target of quinolones, this
study amed at determining the cdlular effeds, e.g. induction of the SOS response and loss of
viability, triggered by the seledive inhibition of either type Il topoisomerase with various
inhibitors including fluoroquinolones. In addition, the study focused on the ducidation of the
medhanisms involved in the transcriptional regulation of the parC and parE genes encoding the
two subunits of topo IV, on possble implications for the target concentration, and thus, the
cdlular susceptibility to inhibitors of topo V.

In exponentially growing cultures, fluoroquinolones caused lossof viability and induction of the
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SOS response, charaderized by filamentation of the cdls and induction of recA transcription,
irrespedive of gyrase or topo IV being the primary target. After inhibition of topo IV with
norfloxaan both the induction of the SOS response and the loss of viability were less
pronounced than after inhibition with ciprofloxaan, or inhbition of gyrase with both
norfloxaan and ciprofloxaan. Loss of viability was also modulated by the rate of cdl division
as well as growth phase and composition of the growth medium. Resting cultures were not
kiled by fluoroquinolones, but those with higher affinity to gyrase and topo IV (eg.,
moxifloxaan) were more dfedive in inhibiting the re-growth of such cultures espeaally if
gyrase was the primary target.

Investigation of other inhibitors $iowed that etoposide, an inhibitor of eucaryotic topoisomerase
II, primarily targeted gyrase while rutin primarily targeted topo 1V. Both inhibitors induced the
SOS response, indicated by filamentation of growing cdls, but only etoposide dso caused cdl

deah. Furthermore, an in vitro-generated quinolone-resistant E. coli strain (GyrA®3W

) was
demonstrated to be hypersensitive to etoposide while the quinolone-sensitive wild-type strain

was resistant, thereby confirming former in vitro data.

Thus, targeting of topo IV with quinolones or other inhibitors not only differed from that of
gyrase with resped to drug interadion, but also to the extent of cdlular effeds caused by
inhibition. The Investigations dow, that both topo IV and gyrase ae promising antibaderia
targets for approved and new drug classes even in the face of the growing resistance aainst
fluoroquinolones.

The transcriptional regulation of parC and parE expresson was examined under different
physiologicd conditions with red-time RT-PCR and a newly established fluorescence-based
method to map transcription start dsites. The latter method reveded for the first time
experimently different start sites dependent upon exponential or stationary growth of a batch
culture. DNA sequence dignments of the regions upstrean from the transcription start sites of
both parC and parE reveded putative o’ °-dependent promoters and pttative binding sites for H-
NS pointing to a negative transcriptional regulation by a deaease in DNA supercoiling. Such
dependence was confirmed for parC and to a lessr extent for parE. Thus, a temporary
relaxation of DNA by cold shock or by inhibition of gyrase with novobiocin caused a significant
reduction of parC expresson. This proof of DNA supercoili ng-dependent transcription of parC
underlines the role of topo 1V in maintaining a global degreeof negative DNA -supercoili ng.

By targeting either gyrase or topo 1V, fluoroquinolones did not influence the transcription of
gyrA or parE but in contrast reduced parC expresson after inhibition of topo 1V only.
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