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Einleitung

1 Einleitung

Mit der zufalligen Entdeckung durch ALEXANDER FLEMING, dass der Schimmelpilz Penicillium
notatum ein Gift absonderte, das in der Umgebung des blaugriinen Schimmelpilzes keine
Bakterienkolonien auf einer Agarplatte wachsen lieR, begann ab 1928 die Ara der Antibiotika.
Das isolierte Gift wurde von FLEMING Penicillin genannt in Anlehnung an den Schimmelpilz.
Noch zu Beginn des 20. Jahrhunderts betrug die durchschnittliche Lebenserwartung in
Deutschland ca. 45 Jahre. Damals waren in Deutschland durch Bakterien ausgelGste
Krankheiten, wie Tuberkulose, Cholera oder Geschlechtskrankheiten, wie Syphilis, die
Haupttodesursache. Als britischer Arzt im Ersten Weltkrieg erlebte FLEMING bereits 1916, dass
neben Waffengewalt auch bakterielle Erreger Todesursache fiir die Soldaten waren. Im
Zweiten Weltkrieg begann der Siegeszug der Antibiotika und vielen Krankheiten wurde der
todliche Schrecken genommen. Schon 1940 vor Einsatz des Penicillins in der Praxis waren erste
Resistenzen bekannt. In seiner Rede anldsslich der Nobelpreisverleihung 1945 prophezeite
FLEMING die Gefahr, dass sich durch falsche Dosierung Mikroben nicht mehr abtoten lassen und
sich Resistenzen gegeniber Antibiotika ausbilden kénnen [1]-[3].

Der Begriff Antibiotikum wurde erstmalig durch SELMAN WAKSMAN erwdhnt, dem Entdecker des
Streptomycins. ,,Antibiotikum® beschreibt die Verwendung, einen Effekt im Labor oder die Ak-
tivitat einer chemischen Verbindung [4]. Mit Antibiotika wird nicht eine bestimmte Wirkstoff-
klasse beschrieben, sondern jede Wirkstoffklasse, die Bakterienwachstum hemmen kann oder
bakterizid wirkt, indem spezifisch eine Interaktion mit bakteriellen Zielstrukturen eingegangen
wird. Durch GibermaRige Anwendung kann ein Organismus auf ein Antibiotikum eine Resistenz
entwickeln. Bakterien sind seit fast 3 Milliarden Jahren auf der Erde und zahlen zu den ersten
Lebewesen lGiberhaupt. In dieser Zeit haben sie die Fahigkeit erworben und perfektioniert, sich
schnell an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen. Antibiotikaresistenzen stellen ein ur-
altes Phdnomen dar, und sind fast so alt wie die Antibiotika und die Bakterien selbst, da Resis-
tenzmechanismen den Antibiotika-produzierenden Organismus vor dem eigenen Gift schiit-

zen kénnen (Tabelle 1-1) [5].
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Tabelle 1-1 Historische Betrachtung der Resistenz - ein uraltes Phinomen
*: synthetisch hergestellt

Alter Resistenzgene

Antibiotikum Zulassung (USA) Resistenzmeldung .

(geschatzt)
Penicillin 1943 [5] 1940 [5] 2000 Mio. Jahre [6]
Streptomycin 1947 [7] 1947 [7] 610 Mio. Jahre [8]
Erythromycin 1952 [9] 1959 [10] 880 Mio. Jahre [8]
Methicillin 1959 [11] 1961 [11] noch unbekannt
Nalidixinsaure* 1964 [12] 1966 [12] noch unbekannt
Vancomycin 1972 [13] 1986 [13] 240 Mio. Jahre [8], [14]
Ciprofloxacin* 1987 [15] 1988 [15] noch unbekannt
Linezolid* 2000 [16] 1999 [16] noch unbekannt
Daptomycin 2003 [17] 2005 [17] 30 bis 80 Mio. Jahre [8], [14]

Insgesamt war die Zeit vom Ende der 1960er Jahre bis in die 1980er Jahre von einer stabilen
Resistenzlage gepragt. Seit den 1990er Jahren nimmt jedoch die Zahl resistenter Keime stetig
zu. Auch bei den synthetisch hergestellten Fluorchinolonen ist ein Anstieg zu sehen (Abbildung
1-1). Bei dieser synthetisch hergestellten Wirkstoffklasse hatten Bakterien vor klinischer
Anwendung nicht die Moglichkeit in der Natur eine Resistenz zu entwickeln [5]. Daher war das
Auftreten von Resistenzen bei Fluorchinolonen umso mehr eine Besonderheit. Lange Zeit
wurde davon ausgegangen, dass sich bei Fluorchinolonen keine Resistenz aufgrund ihres
synthetischen Ursprungs ausbilden kann. Mittlerweile sind verschiedene Verdnderungen
bekannt, die von verdanderten Zielstrukturen bis zu U(bertragbaren plasmidkodierten
Mechanismen reichen [18]. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum Verstandnis von
Resistenzentwicklung im Zusammenhang mit plasmidcodierten Mechanismen (PMQR,
plasmid mediated quinolone resistance) leisten.

In jliingeren Arbeiten wird die These postuliert, dass Millionen von Bakterienarten existieren
mussen, und von denen ist bisher nur ein Bruchteil der Arten bekannt oder untersucht. So ist
auch das Verstandnis von Antibiotika noch nicht abschlieBend erforscht. Antibiotika scheinen
flr Bakterien nicht nur dazu zu dienen konkurrierende Organismen abzutéten, sondern
scheinen eine weitere Rolle als mogliche Signalstoffe einzunehmen, was in dieser Arbeit auch

untersucht werden soll [19], [20].
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D<5%

5% bis < 10%

j 10% bis < 25% %3

25% bis < 50%
~] Keine Daten oder ¢
| | weniger als 10 Isolate

Abbildung 1-1 Fluorchinolon-Resistenzen; Grenzwerte (gemaf EUCAST) fiir die Jahre 2001,
2009 und 2013, modifiziert nach [21]-[24]

Seit dem Ende der 1990er Jahre treten vermehrt Fluorchinolon-Resistenzen auf. 2001 liegen nicht
fiir alle Lander Daten vor, und die Resistenzen bei klinischen Isolaten sind im europadischen Raum
teilweise noch unter 15 % zu finden. 2009 findet sich im Raum der europdischen Union kein Land
mit einer Resistenzrate unter 5 %. 2013 sind mindestens 10 % aller klinischen Isolate bereits resis-
tent auf Fluorchinolone. Besonders deutlich ist die Resistenzzunahme in den Landern Skandinaviens
und des Baltikums zu erkennen. Im Mittelmeerraum liegt bereits 2001 eine hohe Resistenzrate vor.
Eine Fluorchinolon-Resistenz liegt vor, sobald eine MHK fiir Fluorchinolone fiir ein klinisches Isolat
oberhalb des Grenzwerts (gemaR EUCAST) vorliegt [24].

1.1 Bakterien

Neben Eukaryoten und Archaeen bilden die Bakterien eine der drei wichtigsten Domanen zur
Einteilung von Lebewesen [25]. Bakterien sind Prokaryoten und verfligen, wie die Archaeen,
nicht Gber einen Zellkern mit einer Kernmembran, wie das bei Eukaryoten der Fall ist. Im Zy-
toplasma liegt die DNA auf wenig Raum konzentriert als Nucleoid (Kernaquivalent) vor. Das
Erbgut besteht aus einem ringformigen DNA-Molekil (desoxyribnucleic acid). Einzig die Ribo-
somen sind gemeinsame Zellorganellen von Bakterien und Eukaryoten. Funktionen anderer
Zellorganellen der eukaryotischen Zellen tibernehmen bei Prokaryoten Enzyme in der Plasma-

membran. Bakterien werden unterteilt in gramnegative und grampositive Bakterien. Beim
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Menschen ist der Darm von zahlreichen Bakterienarten besiedelt, zu denen auch Vertreter aus
der Familie der Enterobacteriaceae zahlen. Zur normalen Darmflora des Menschen gehéren
gramnegative Bakterien, wie Escherichia coli (E. coli). 1885 entdeckte der deutsch-Osterreichi-
sche Kinderarzt THEODOR ESCHERICHDAS das Bakterium E. coli im Stuhl von gesunden Individuen
und nannte es Bacterium coli. Zehn Jahre spater wurde das Bakterium nach seinem Entdecker
Escherichia coli (E. coli) benannt. E. coli ist peritrich begeiRRelt, besitzt Fimbrien, und ist ein
fakultativ-anaerobes Stabchenbakterium aus der Familie der Enterobacteriaceae (Enterobak-
terien) [25], [26].

Typischerweise wird der Gastrointestinaltrakt (GIT) eines neugeborenen Kindes innerhalb von
Stunden nach der Geburt von E. coli besiedelt. Normalerweise koexistieren E. coli und der
(menschliche) Wirt in guter Gesundheit miteinander und profitieren voneinander [26]. Durch
Disposition durch den Patienten kann E. coli auBerhalb des Darmes Eiterungen, Entziindungen
sowie Harnwegsinfektionen hervorrufen. Andere Ursachen fiir eine Infektion kann eine
vorliegende Immundefizienz oder eine Beschadigung der gastro-intestinalen Barrieren sein
[25]-[27]. Unter stark geschadigten und schwer kranken Patienten spielt eine Infektion mit
fakultativ pathogenen Enterobakterien eine wichtige Rolle [25]. Durch den Austausch von
Erbinformationen mit anderen Spezies konnte E. coli Virulenz- und Pathogenitatsfaktoren
erwerben. Damit war die Besiedlung neuer Nischen moglich und fiihrte zum Aufkommen
obligat pathogener Stamme [26], [27]. In Pathotypen werden definierte Kombinationen von
Virulenz- und Pathogenitatsfaktoren zusammengefasst [26]—[29]. Je nach Art der durch E. coli
ausgeldsten Infektion ist eine angepasste Behandlung zu wahlen. Fiir schwere Infektionen

sollten Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Levofloxacin) reserviert bleiben [27], [30]-[32].

1.2 Einteilung, Funktion und Bedeutung der Effluxpumpen

Anhand der notwendigen Energiequelle werden Effluxpumpen in zwei wesentliche Gruppen
eingeteilt. Die ABC-Familie (ATP-binding cassette) bendtigt ATP als Energiequelle. Fiir die
Funktion der anderen Gruppe ist ein Protonengradient notwendig, der durch Zellmembranen
ermoglicht wird. Es finden sich vier Untergruppen fiir Pumpen, die einen Protonengradienten
bendtigen. Hier wird zwischen MFS- (major facilitator superfamily), SMR- (small multidrug

resistance), RND- (resistance-nodulation-cell division) und MATE-Pumpen (multidrug and toxic
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compund extrusion) unterschieden. In gramnegativen Bakterien finden sich keine
Effluxpumpen vom Typ der MATE- und SMR-Familie. Effluxpumpen in gramnegativen
Bakterien sind aus mehreren Komponenten zusammengesetzt, da die zusatzliche duRere
Membran vorliegt. Die in der inneren Membran verankerte Effluxpumpe (inner membrane
protein) ist mit Membranfusionsproteinen (membrane fusion protein, MFP) und einem
Proteinkanal in der duBeren Membran (outer membrane protein channel, OMP) fusioniert. In
der duBeren Membran ist hdufig das Membranprotein TolC zu finden (Abbildung 1-2) [33].
Neben der wichtigen Rolle der Ausschleusung giftiger Stoffwechselprodukte und bakterieller
Toxine aus der Zelle, werden weitere Funktionen diskutiert, zum Beispiel die Zell-Zell-
Kommunikation im Rahmen des Quorum Sensings (Abschnitt 1.3) [34]. Therapeutisch
eingesetzte Antibiotika kdnnen als Substrat von Pumpen erkannt und ausgeschleust werden.
Antibiotika selbst konnen giftige Toxine flir das Bakterium sein und weisen &dhnliche
Strukturelemente zu Toxinen auf. Antibiotika besitzen amphiphile Eigenschaften und
ionisierbare Gruppen. Diese Strukturelemente werden von MDR-Effluxpumpen erkannt.
Mutationen in Regulatorgenen kénnen zur Uberexpression von Effluxpumpen fiihren, was
Resistenzen auf bestimmte Antibiotika fordert. Als therapeutischer Ansatz werden Inhibitoren
der Pumpen diskutiert. Aufgrund von Nebenwirkungen, wie zum Beispiel der zusatzlichen

Inhibition von eukaryotischen Pumpen, besteht hier noch Forschungsbedarf [33]-[36].

In gramnegativen Bakterien sind besonders die Pumpen der RND-Superfamilie (englisch: re-
sistance-nodulation-cell division superfamily) an der Ausbildung einer Resistenz beteiligt [37].
RND-Effluxpumpen kénnen je nach Substrat in zwei verschiedene Unterfamilien eingeteilt
werden. In hydrophobe und amphiphile Effluxpumpen (englisch: hydrophobis and amphiphilic
efflux RND, HAE-RND) oder in Schwermetall-RND Effluxpumpen (englisch: heavy metal efflux
RND, HME-RND) [38], [39]. In E. coli finden sich funf Effluxpumpen aus der HAE-RND-Subfami-
lie: AcrAB, AcrAD, AcrEF, MdtAB und MdtEF und mit CusFBA findet sich nur ein Transporter
aus der HME-RND-Subfamilie [39].

Ein Modellsystem fir die RND-Effluxufamilie ist der Acridinresistenzkomplex (Acr) von
Escherichia coli. Diese Pumpanordnung umfasst den AuBenmembrankanal TolC, den

Sekundartransporter (RND) AcrB in der inneren Membran und das periplasmatische
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Membranfusionsprotein (MFP) AcrA, das diese beiden integralen Membranproteine

Uberbriickt (Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-2  Schematische Darstellung von MDR (multidrug resistance)-Effluxpumpen
bei grampositiven und gramnegativen Bakterien mitsamt Lokalisie rung in der
Membran, modifiziert nach [33]

Es wird in finf Familien bei MDR-Effluxpumpen unterschieden: ABC-Superfamilie (ATP-binding cas-
sette superfamily), MFS-Familie (major facilitator superfamily), MATE-Familie (multidrug and toxic
compund extrusion family), RND-Familie (resistance-nodulation-cell division family). Typische Stell-
vertreter mitsamt Substraten sind fir jede Familie gezeigt.

Das Gen acrAB liegt in einem Operon codiert vor und unterliegt der Kontrolle durch die Tran-
skriptionsrepressoren AcrR, AcrS [40], [41]. Neben anderen Regulatoren beeinflusst auch SdiA
die Expression von acrAB (Abbildung 1-15) [42]. Der Promotor PacrAB liegt innerhalb acrO.
tolC ist in einem anderen Abschnitt des Bakterien-Chromosoms codiert [43]. MarA, Rob oder
SoxS beeinflussen die Expression von acrAB und tolC [44]-[46]. Anhand von Kristallstruktur-
analysen ist zu vermuten, dass sich AcrAB-TolC stochiometrisch aus einem AcrB-Trimer, einem
AcrA-Hexamer und einem TolC-Trimer (3 : 6 : 3) zusammensetzt [39], [47]-[49]. Bindestellen
fir Ciprofloxacin und fiir andere Substrate wurden bei AcrB in der zentralen Kavitat der peri-
plasmischen Seite an der transmembrandren Domane identifiziert [50]-[52]. Substrate kon-

nen aus dem Periplasma lGber zwei Moglichkeiten in AcrB eindringen. Eine dritte Moglichkeit
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besteht durch den Eintritt in die zentrale Kavitat aus dem Cytosol (vergleiche Abbildung 1-3)
[39], [51], [53], [54].

Medium
om

Periplasm

QO LMMS
HMMS

Abbildung 1-3 Modell zur Erklarung der Funktion des dreiteiligen AcrABZ-TolC-Effluxsystems [39]

Die RND-Pumpe AcrB ist in rot dargestellt, das periplasmatische Adapterprotein AcrA ist griin dar-
gestellt, die Pore in der AuBenmembran TolC ist blau dargestellt. Das AcrZ-Protein ist in beige ein-
gefarbt. OM: AuBenmembran (outer membrane), IM: Innenmembran (inner membrane); LMMS:
Substrate mit geringer Molekularmasse (low molecular mass substrates), HMMS: Substrate mit ho-
her Molekularmasse (high molecular mass substrates).

AcrEF-TolC gehort ebenfalls zum Acriflavin-Effluxsystem. RND acrF und MFP acrE liegen in ei-
nem Operon und beide Gene werden durch SdiA reguliert [42]. Aufgrund einer groRen Homo-
logie wird angenommen, dass sich AcrEF ahnlich zu AcrAB zusammensetzt und eine identische
Funktion zu AcrAB zu besitzt [55]. Unter Laborbedingungen ist die acrEF-Expression sehr nied-
rig und eine Deletion von acrEF andert nicht den E. coli-Resistenz-Phanotyp. In acrB-Mutanten
konnte gezeigt werden, dass durch eine acrEF-Uberexpression die Empfindlichkeit auf Fluor-
chinolone sinkt [39], [56]—[59]. Frithere Forschungsarbeiten sprechen AcrEF eine Funktion in
der Ausschleusung des toxischen Stoffwechselprodukts Indol zu oder zeigten, dass AcrEF durch
Ausschleusung von Produkten der Membran-Wiederverwertung (membrane-recycling) zur

Aufrechterhaltung der Zellteilung beitragt [56], [60].

1.3 Quorum Sensing in gramnegativen Bakterien

Bakterien sind in der Lage mittels chemischer Molekiile miteinander zu kommunizieren. Dieser

Prozess wird als Quorum Sensing bezeichnet und wurde erstmal bei biolumineszenten
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Bakterien Vibrio fischeri und Vibrio harveyi nachgewiesen. Beide Spezies besitzen im
luxCDABE-Operon kodierte Enzyme, die der Luciferase des Glihwirmchens &dhneln. Die
Akkumulation von Quorum-Sensing Signalen (QSS oder Autoinducer) spiegelt die Zelldichte im
Anzuchtmedium wieder. QSS sind durch die Zellmembran frei diffusionsfahig. Sobald ein
Grenzwert (englisch: Quorum) Uberschritten wird, kann das QSS Transskriptionsfaktoren

aktivieren, die die Expression verschiedener Gene aufregulieren (Abbildung 1-4).

Quorum

Hohe Zelldichte

Zelldichte

Niedrige Zelldichte

v

Zeit

Abbildung 1-4 Bakterielles Quorum Sensing, modifiziert nach [61]

Bei niedriger Zelldichte werden geringe Mengen an QSS extrudiert. Steigt die Zelldichte an, so wer-
den mehr QSS abgegeben. Aber einem bestimmten Grenzwert kdnnen QSS Transkriptionsfaktoren
aktivieren, und das Zellverhalten verandern, z.B. Zellen zum Leuchten bringen.

Bei V. fischeri und V. harveyi l6st ein Uberschreiten einer bestimmten Zelldichte eine Lichte-
mission als unmittelbare Antwort auf die Anreicherung abgesonderter QSS aus (Abbildung 1-5)
[61]. In V. fischeri wird das luxCDABE-Operon (Luciferase-Operon) durch das Luxl/LuxR-Regu-
lationssytem gesteuert. Homologe zu lux/ und JuxR konnten im Genom vieler Bakterien gefun-
den werden. Statt einer Luciferase-Aktivitat kontrollieren die Enzyme dieser anderen LuxIR-
Typ Quorum-Sensing-Systeme durch QSS in gramnegativen und grampositiven Spezies unter-
schiedliche physiologische Prozesse (Biolumineszenz, Expression von Virulenzfaktoren, Bio-
filmbildung, Eintritt in die stationdare Phase, Konjugation von Plasmid-DNA, Sporenbildung)
[61], [62]. Bei gramnegativen Bakterien konnten verschiedene Klassen von QSS gefunden wer-
den. Haufig sind in gramnegativen Bakterien niedermolekulare chemische Molekiile aus der

Familie der N-Acyl-L-homoserin-lactone (AHL) als QSS zu finden [62]. AHL werden in der Zelle
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durch AHL-Synthasen (Luxl-Homologe) gebildet und ins externe Milieu abgegeben. AHL kon-
nen wieder in die Zelle eintreten und an Rezeptorproteine binden (LuxR-Homologe). Diese
AHL-LuxR-Komplexe bilden Dimere oder Multimere und binden an spezifische Promotorregio-
nen der DNA, welche lux-Box genannt werden, und kénnen die Transkription bestimmter Ziel-

gene aktivieren oder unterdriicken.

D lux-Box

A ///_———\\—\ A

A /\jJ\JT\N 2
o "4
e ‘
inactive LuxR @
active LuxR
CRP (-) i A

<j: A

Abbildung 1-5 Quorum-sensing Modell in P. fischeri, modifiziert nach [63]

Bei niedriger Zelldichte wird das /uc/ICDABE —Operon nur gering transkribiert. Luxl codiert fiir die
AHL-Synthase. Bei Zunahme der Zelldichte binden vermehrt AHLs an den Transkriptionsaktivator
LuxR. LuxR bindet an Inverted-Repeat-Sequenzen in der lux-Box und kommt in Kontakt mit der RNA-
Polymerase und induziert die Expression von lux/ICDABE.

Spezies innerhalb der Gattung Escherichia, Klebsiella, Salmonella und Shigella besitzen keine
Luxl-Homologe in ihrem Genom, so dass diese Bakterien keine AHLs synthetisieren konnen.
Daflirist das LuxR-Homolog SdiA (suppressor of cell division inhibitor) vorhanden. In E. coli setzt
sich SdiA aus 241 Aminosauren zusammen und kann QSS aus anderen Mikroorganismen bin-
den und dadurch die Transkription in diesem nicht-AHL-produzierenden Bakterium beeinflus-
sen [64]—[66]. Dieses Phanomen wird als Eavesdropping (,,Abhoren”, ,Lauschen”) bezeichnet
und erklart das Verhalten von Mikroorganismen, um auf QSS zu antworten, die nicht selbst
produziert wurden [65], [67]. Als Beispiele hierfiir konnten eine acrAB-Uberexpression (siehe

Abbildung 1-6) [68], [69], eine verstarkte Biofilmbildung [70] oder eine erhdohte Bestandigkeit
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gegeniber Sduren [71] beobachtet werden. Weitere Arbeiten zeigten, dass Indol in der Kom-
munikation zwischen einzelnen Zellen eine zentrale Rolle spielt und unter anderem die Ausbil-

dung von Biofilmen beeinflussen kann [72]-[74].
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plumbagin,salicylate
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Abbildung 1-6 acrAB-Regulation in E. coli [75]

In E. coli sind mehrere Regulatoren, darunter MarA, Rob, SoxS und SdiA gemeinsam an der
acrAB-Expression beteiligt. Als Reaktion auf acrAB-Inducer wird so indirekt die acrAB-Expression
beeinflusst. MarR ist ein Repressor des mar-Operons (englisch: multiple antibiotic resistance). AcrR
und AcrS sind Repressoren fiir die acrAB-Expression.

1.4 DNA-Topologie und Topoisomerasen

Das Chromosom in Escherichia coli ist ein einziges grofes Doppelstrangmolekil mit mehr als
1000 um Lange, das in einer Bakterienzelle untergebracht werden muss, die nicht langer als
1 bis 3 um ist [76]. Durch die Abwandlung der Windungszahl der DNA-Helix (Superhelix) wird
die DNA in eine kompakte Form gebracht (siehe Abbildung 1-7) [77]. An dieser quartadren Fal-
tung zur Volumenreduzierung sind mehrere Faktoren beteiligt: Eine hohe Konzentration an
gelosten Substanzen im Cytoplasma, weitreichende DNA-Faltung in 50 bis 80 topologisch un-
abhangige Domanen, negatives DNA-Supercoiling und die Anwesenheit von DNA-biegenden
Proteinen [76]. Um die starke Kondensation des Chromosoms fiir den essentiellen Zugang die-
ser Proteine zu den darin enthaltenen Informationen zu vereinbaren, bedarf es besonderer
Proteine [27]. Bei E. coli sind diese Enzyme die (DNA-)Topoisomerasen. Unterscheiden sich
DNA-Strange allein in der Zahl ihrer Windungen, so werden diese als Topoisomere bezeichnet.
Als Topoisomerasen werden Enzyme bezeichnet, die die Topologie der chromosomalen DNA

(Windungszahl, englisch: linking number) der DNA verandern konnen [77]-[79] und damit in
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die Replikation, Rekombination und Expression eingreifen [76]. Typ-I-Topoisomerasen schnei-
den einen DNA-Strang, wahrend Typ-llI-Topoisomerasen einen Schnitt des DNA-Doppelstrangs
durchfuhren.

In E. coli sind zwei dieser Enzyme, die DNA-Gyrase und die spater entdeckte Topoisomerase |V,
die Zielstrukturen der Fluorchinolon-Antibiotika (siehe Abschnitt 1.5) [15], [76]. Nach WATsoN
und CRrick kreuzen sich die DNA-Strange im Doppelstrang im relaxierten Zustand alle
10,5 Basenpaare [27], [80]. Sind fur die Nukleinsduresynthese Lesevorgiange an der DNA
notwendig, so wird vom relaxierten Zustand abgewichen und es entsteht Torsionsspannung in
der DNA. Eine Mbglichkeit diese Spannung zu reduzieren, ist die Anderung der Konformation
im dreidimensionalen Raum. So kdnnen Topoisomerasen ringférmige DNA in die Form einer
Acht bringen.

Gyrase und Topoisomerase IV setzen sich aus jeweils zwei unterschiedlichen Untereinheiten
zusammen und funktionieren als a;B, Heterotetramer. Die Gyrase ist ein Tetramer, das aus
zwei A- und zwei B-Untereinheiten besteht, die durch die Gene gyrA und gyrB codiert werden.
Im E. coli-Genom liegen beide Gene nicht benachbart vor [81]. Als einzige Typ Il Topoisomerase
kann die Gyrase aktiv negative Uberspiralisierung (englisch: negative supercoils, siehe
Abbildung 1-7) in die DNA einfliihren. Das passiert in Verbindung mit dem w Protein
(Typ | Topoisomerase), um die Packdichte der DNA Superhelix des bakteriellen Chromosoms
zu erreichen. Die Gyrase entfernt die Torsionsspannung vor der Replikationsgabel oder bei
Transkriptionsprozessen [78], [82]—[84]. In einem ATP-abhéangigen Schritt wird DNA zunachst
positiv Uberspiralisiert. Danach wird in eine Region der Doppelstrang-DNA ein Bruch
eingefliihrt und der DNA-Bruch anschlieBend ligiert. Das intakte DNA-Segment wird als
T-Segment bezeichnet und der DNA-Abschnitt, in den ein Doppelstrangbruch eingefiihrt wird,
als G-Segment. In der Gyrase o6ffnet sich das DNA-gate und hier wird das T-Segment
durchgefiihrt (Abbildung 1-8) [76]. Die freien 5-Enden des G-Segments werden an einen
Tyrosin-Rest an GyrA kovalent gebunden. Erst nachdem das T-Segment durch das DNA-gate
gefuhrt wurde, und nach dem SchlieBen des DNA-Bruchs im G-Segment wird die
Uberspiralisierung von positiv zu negativ gedndert (Abbildung 1-7) [85]. In Gegenwart von ATP
|3uft dieser Prozess in Richtung negative Uberspiralisierung. In Abwesenheit von ATP |4uft der
Prozess in die entgegengesetzte Richtung und die DNA wird wieder relaxiert. Dieser Prozess

lauft nur sehr langsam ab [85]. Die Untereinheiten GyrB und ParE enthalten die ATPase- und
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TOPRIM (Topoisomerase-Primase)-Domanen [86]. Die TOPRIM-Domane bindet zweiwertige
Metallionen, die bei DNA-Schnitt und -Ligation beno6tigt werden. Trotz einer hohen Homologie
bei GyrA und ParC sind die C-Termini nicht gut konserviert. Dieser Teil des Enzyms ist in die
Topologie-Erkennung involviert und bietet daher eine Erklarung dafiir, warum nur die Gyrase

eine Superspiralisierung in die DNA einflihren kann [78], [82]—[84], [87]—[90].

(a) (b) (c) (d)
Abbildung 1-7 Mechanismus negative DNA-Uberspiralisierung durch Gyrase [91]

In (a) ist relaxierte, zirkuldre DNA zu sehen, die in (b) fiir die Strangpassage gebogen wird.
In (c) flihrt die Gyrase DNA-Doppelstrangbriiche ein, und fixiert die freien DNA-Enden.
Ein intakter DNA Bereich wird durch den Strangbruch gefuhrt und in (d) wieder ligiert.

Die Topoisomerase |V ist ein Homolog der DNA Gyrase und setzt sich aus vier Untereinheiten
zusammen, zwei ParC und zwei ParE und dhnelt im Reaktionsmechanismus der Gyrase. Die
Hauptfunktion der Topoisomerase IV liegt in der Entfernung von Knoten, die im bakteriellen
Chromosom beim Prozess der Replikation entstehen. Durch Decatenierung von Tochterchro-

mosomen werden die Chromosomen auf die Tochterzellen aufgeteilt [76], [78], [82]-[84], [92].

G segment

T segment
} — DNA gate

2
C gate — 2ATP N gate
(€3] /

Abbildung 1-8 Schema DNA-Gyrase Superspiralisierungsprozess, modifiziert nach [93]

Verschiedene Domanen innerhalb des Proteins sind unterschiedlich eingefarbt; gelb: ATPase-
Domaéne (N-Terminus GyrB in prokaryotischen Enzymen), orange: C-Terminus der B-Untereinheit,
blau: N-Terminus GyrA; C-Terminus GyrA nicht abgebildet.

26



Einleitung

1.5 Fluorchinolon-Antibiotika (FQ)

1.5.1 Entwicklung der FQ

Bei den (Fluor)chinolonen handelt es sich um vollsynthetisch hergestellte Substanzen, die sich
von der Nalidixinsaure ableiten ab [84], [94], [95]. Bereits 1958 war beim Screening fir
7-Chloroquinolon eine antibakterielle Wirkung beobachtet worden [94], [96]. Als
Nalidixinsaure 1960 bei der kommerziellen Herstellung von Chloroquin entdeckt wurde,
bewies auch diese Substanz antibakterielle Aktivitat und war das erste vermarktete Chinolon
[97]. In den 1960ern wurde Nalidixinsaure fir unkomplizierte Harnwegsinfektionen, die durch
Enterobakterien ausgel6st wurden, eingesetzt [84], [94], [95]. Die Chinolone blieben trotz
weiterer Entwicklungen, wie z.B. Oxolinsdure, bis in die 1980er hinein eine selten
verschriebene Wirkstoffklasse mit einem engen Wirkspektrum [84]. Den Durchbruch weg vom
engen Wirkspektrum zum breiteren Einsatzbereich brachte die Kombination von
verschiedenen Substituenten mit der Einfihrung von Norfloxacin 1978 als ersten Vertreter

einer neuen (Fluor)Chinolon-Generation (Abbildung 1-9) [15].

Norfloxacin zeigte eine verbesserte Aktivitat gegeniber der bakteriellen Topoisomerase Il
(Gyrase), penetrierte besser in grampositive Organismen und zeigte eine geeignetere
Pharmakokinetik sowie -dynamik [84]. Neben einer Aktivitat gegeniliber Enterobacteriaceae
und einer verbesserten Aktivitdt gegenliber wenigen grampositiven Erregern, war keine
Wirksamkeit gegeniber atypischen Erregern vorhanden. Norfloxacin zeigte eine niedrige
Serum- und Gewebekonzentration und war nicht fiir systemische Infektionen geeignet [98],
[99]. Fir Norfloxacin und den folgenden weiteren Chinoloncarbonsauren lassen sich Struktur-
Wirkungsbeziehungen ableiten (siehe Abbildung 1-10). Das gemeinsame Element ist eine
1-Alkyl-substituierte 4-Pyridon-3-carbonsdure, wodurch eine Wirksamkeit gegen die

bakterielle Gyrase und Topoisomerase IV moglich ist [77].
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Abbildung 1-9 Ubersicht verschiedener Chinolon-Strukturen, modifiziert nach [100]

Nalidixinsaure (englisch: nalidixic acid) und Oxolinsdure (englisch: oxolinic acid) sind die Vertreter
der 1. Generation der Chinolone. Norfloxacin ist der wichtigste Vertreter der 2. Generation der
Chinolone, bzw. 1. Generation Fluorchinolone. Ciprofloxacin und Ofloxacin sind Fluorchinolone der
2. Generation. Levofloxacin ist ein Fluorchinolon der 3. Generation und das L-Isomer vom Racemat
Ofloxacin. Ein weiterer Vertreter der 3. Generation ist das 2001 vom Markt genommene
Sparfloxacin. Moxifloxacin ist ein Fluorchinolon der 4. Generation [1, 4, 6, 7].

Mit der Einfiihrung von Ciprofloxacin stand ab 1987 das erste Fluorchinolon fiir den klinischen
Einsatz zur Verfligung, das auch auBerhalb der Harnwege signifikante Aktivitat zeigte [101]. Im
Vergleich zu Norfloxacin zeigte Ciprofloxacin eine héhere Serum- und Gewebekonzentration
und konnte oral oder intravends verabreicht werden. Neben komplizierten Harnwegsinfekten
waren auch Infektionen der Weichteile, sowie sexuell (ibertragbare Krankheiten mit Ciproflo-
xacin behandelbar [98], [99]. Vertreter der dritten Generation kamen in den 1990er Jahren
erstmalig zum klinischen Einsatz. Levofloxacin (siehe Abbildung 1-9) ist aus dieser Gruppe der
prominenteste Vertreter und seit 1998 in Deutschland verfiigbar. Als L-Isomer ist es die aktive
Form des Racemats Ofloxacin. Ein mit Ciprofloxacin vergleichbares Erregerspektrum konnte
um Streptokokken erweitert werden. Die Elimination erfolgte vermehrt Gber die Leber [98],
[99]. Anfang der 2000er Jahre kamen (Fluor)chinolone der vierten Generation wie Moxifloxa-
cin (siehe Abbildung 1-9) zum Einsatz. Damit konnte die Wirkung gegeniiber grampositiven
Erregern und Anaerobiern erneut gesteigert werden. Halbwertszeiten Gber 10 h verbesserten

die orale Bioverfiigbarkeit [18], [104], [105].
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Antibakterielle Aktivitat Pharmakophor
Wirkungsspektrum
Zellpenetration @] @]

Wirkungsspektrum F
antibakterielle Aktivitat

Zellpenetration R/N\/\N T X N7

R | |

Antibakterielle Aktivitat
in vivo und in vitro Bioverfligbarkeit essentieller Substituent

Abbildung 1-10 Struktur-Wirkungsbeziehungen bei Gyrasehemmern, modifiziert nach [77]

1.5.2 Wirkweise der FQ

Um ihre physiologische Funktion auszuiben, fihren Gyrase und Topoisomerase IV Doppel-
strangbriiche in das bakterielle Chromosom ein. Obwohl diese Enzyme essentiell fiir das Uber-
leben der Zelle sind, steckt in diesen Enzymen zugleich das Potential das gesamte bakterielle
Chromosom zu fragmentieren [78], [82]-[84], [90], [106]. Fluorchinolone nutzen das bakteri-
zide Potential der Fragmentierung aus, greifen in die DNA-Replikation ein und stéren diesen
Prozess, indem Sie die Konzentration an Enzym-DNA Cleavage Komplexen (englisch: cleavage
complex) erhohen [76], [84], [106]-[110]. Die bakterizide Wirkung wird deutlich sobald die
Serum-Konzentration ungefahr das 30-fache der minimalen Hemmkonzentration erreicht hat
[111], [112]. HOhere Konzentrationen wirken sich auf die RNA- und Proteinbiosynthese aus,
und reduzieren damit die bakterizide Wirkung [111]. Bei der Mehrheit der grampositiven Bak-
terien ist das erste Target die Topoisomerase IV, sekundar wird die Gyrase gestort. Bei gram-
negativen Bakterien werden die Enzyme in entgegengesetzter Reihenfolge inhibiert [110]. Die
Einteilung zwischen grampositiven und gramnegativen Organismen trifft nicht immer zu und
ist Bestandteil anhaltender Debatten, so dass Spezies fir Spezies analysiert werden muss [84],
[113], [114].

Gyrase und Topoisomerase IV fiihren versetzte Einzelstrangbriiche Uber ihre Untereinheiten
GyrA, bzw. ParC (nicks) in die DNA ein und bleiben kovalent an den 5‘-Enden der geschnittenen
DNA haften [115], [116]. Chinolone binden schnell an den Enzym-DNA-Komplex [107].

Vermutlich noch bevor der Schritt des DNA-Schnitts stattfindet. Die mutierte Gyrase kann nach
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Mutation nicht mehr an DNA binden [117]. Das Chinolon bindet in Gyrase und
Topoisomerase IV direkt am aktiven Zentrum, das auch fir Strangbriiche und Ligation
verantwortlich ist (cleavage-ligation active site) [84], [118]-[120]. Nach der Bindung des
Chinolons kommt es zu einer Konformationsianderung des Enzyms. Darauf folgt ein
thermodynamisch langsamer ablaufender Schritt. Das gebundene Chinolon blockiert die
Fahigkeit der Gyrase und Topoisomerase |V die freien DNA-Enden wieder zu religieren. Der
Cleavage-Komplex besteht aus bakterieller Topoisomerase, Chinolon und gebundener DNA
mit freien 5-Enden [25, 27]. Das Chinolon funktioniert als physikalischer Block der Ligation
[107], [109], [122]. Die DNA-Fragmente sind an die GyrA oder ParC-Proteine kovalent
gebunden [116]. Da mehrere DNA-Schnitte fixiert werden, und die resultierenden Fragmente
kleiner als das gesamte Chromosom sind, geht die Nucleotid-Sequenz verloren [26, 28]. Als
Konsequenz fiihrt die Behandlung mit Chinolonen zu vielen Cleavage-Komplexen und zu DNA-
Brichen im gesamten bakteriellen Chromosom [107]. Es ist davon auszugehen, dass Chinolone
im Bereich der Helix IV an GyrA oder ParC (Abbildung 1-11) nah an der DNA-gate Region der
Gyrase binden [109]. Wird das Chinolon entfernt, kann die Topoisomerase den Schnitt wieder
ligieren [121], [123]. Die Cleavage-Komplexe allein sind nicht letal [107]. Gyrase und
Topoisomerase scheinen die DNA-Struktur zu beeinflussen und Einzelstrangblasen zu bilden.

Chinolone scheinen bevorzugt an Einzelstrang-DNA zu binden [95], [119], [122], [124].
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Abbildung 1-11 Gyrase mit den Hervorgehobenen Regionen der GyrA-Untereinheit,
modifiziert nach [125]

Region um Helix IV ist zur Stabilisierung von Cleavage-Komplexen durch Chinolone wichtig.

Das Chinolon richtet sich zur Helix IV mit dem C7-Substituenten aus (vergleiche Abbildung 1-12
und Abbildung 1-13). Mutationen nahe dem N-Terminus konnen dafiir sorgen, dass die Gyrase
nicht mehr anfallig fur Ciprofloxacin wird, wahrend weiterhin eine Empfindlichkeit gegentiber

Nalidixinsaure vorliegt. Nalidixinsdure besitzt keinen Ringsubstituenten an Position 7 [126].
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Das Chinolon halt das DNA-gate im Cleavage-Komplex offen wahrscheinlich durch eine
Bindung zur Helix IV in GyrA (ParC), Regionen von GyrB (ParE) und zur DNA. Die
Konformationsanderungen der stabilisierten Cleavage-Komplexe mit der DNA sind reversibel
sobald das Fluorchinolon nicht mehr vorliegt [107], [109]. Bestimmte Mutationen in Gyrase
oder Topoisomerase IV vermitteln eine Fluorchinolon-Resistenz (FQ-Resistenz). Es ist zu
vermuten zu, dass das Zusammenspiel von FQ und Protein eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Cleavage-Komplexes spielt. Die haufigste mutierte Aminosdure im
Zusammenhang mit FQ-Resistenz bei der Gyrase ist Ser83 in der A-Untereinzeit (GyrA) und ein
saurer Rest an Position 87 (Abbildung 1-13). In Topoisomerase IV finden sich an den dhnlichen
Positionen auch Serin und eine saure Aminosdure (Asparaginsaure oder Glutaminsaure,

Abbildung 1-11 und Abbildung 1-13) in der C-Untereinheit (TolC) [84], [95], [125].

Aromatic molety C7 tail

Helix 1|

Abbildung 1-12 Helix IV FQ-Bindemodell innerhalb der E. coli Gyrase [109]

Die DNA-gate Region mit dem GyrA-GyrA-Dimer. Ciprofloxacin ist so gebunden, dass sich der C7-
Substituent zu G81 einer GyrA-Untereinheit ausrichtet. Zur anderen GyrA-Untereinheit sind die
Carboxyl- und Ketogruppe ausgerichtet und befinden sich nahe Position 83 und 87.

Fluorchinolone kénnen zwischen bakteriellen und humanen Enzymen ,,unterscheiden” (Abbil-
dung 1-13) [84]. Verdnderungen der Aminosauren Ser und Glu/Aps im Zuge einer Mutation
senken die Affinitdt des Chinolons zur Topoisomerase |l deutlich. Fiir die Zelle kann das ein
erster Schritt hin zur Resistenz gegeniber Fluorchinolonen bedeuten (Abschnitt 1.7) [84], [95].
Als Resultat des Cleavage-Komplexes kommt es zur Inhibition der Nukleinsduresynthese. Fir
die DNA-Replikation kommt es innerhalb weniger Minuten zur Inhibition, wenn es sich um die
Gyrase handelt. [107]. Treffen die Replikationsgabel (replication fork) oder andere Komplexe,

die an der DNA entlangwandern, auf einen stabilisierten Cleavage-Komplex, so verwandelt sich
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der Strangbruch in einen permanenten Bruch im bakteriellen Chromosom. Als Reaktion auf
die DNA Strangbriiche setzen DNA-Reparatur Mechanismen, wie die SOS-Antwort
(SOS response) ein. Die primare Erklarung fir die bakterizide Wirkung von Chinolonen liegt
darin, dass die Zahl der Strangbriiche bei Behandlung mit Chinolonen zunimmt. Gleichzeitig
kdnnen nicht mehr samtliche Briiche durch Reparaturmechanismen ausgeglichen werden.

Dieses Ungleichgewicht kann zum Tod der Zelle fihren.

Glu/Asp Ab ParC HPHGDSACYEAMVLM 93
oA Ab GyrA HPHGDSAVYETIVRM 90
o Ba GrlA HPHGDSSVYEAMVRL 90
o-iHO_ser  Ba GyrA HPHGDSAVYETMVRM 94
Q. i 0 Ec ParC HPHGDSACYEAMVLM 89
0.2@‘)1.0 Ec GyrA HPHGDSAVYDTIVRM 92
Q
|

Sp GyrA HPHGDSSIYEAMVRM 90

. | Q ke Sa GrlA HPHGDSSVYEAMVRL 89
OH Sa GyrA HPHGDSSIYEAMVRM 93
(\N y Sp GrlA HPHGDSSIYDAMVRM 88

hTIIa YHHGEMSLMMTIINL 771
hTIIB YHHGEQALMMTIVNL 764

Abbildung 1-13 Bindung Chinolon zu Topoisomerase durch Wasser-Metallionenbriicke

Links: Modell mit Moxifloxacin stabilisierter Cleavage Komplexes einer Topoisomerase IV aus
A. baumannii. Nicht-katalytisches Magnesiumion (griin), dass von den Ketogruppen in C3 und C4 des
Chinolons und vier Wasser Molekiilen (blau) chelatisiert wird. Magnesiumion verbindet Chinolon
mit Enzym [84], [127]. Serin und Glutaminsdure/Asparaginsaure aus ParC oder GyrA (gelb und griin)
bilden Wasserstoffbriickenbindungen zum Metallion [84], [127].

Mitte: Vereinfachtes Diagramm der Wasser-Metall lonenbriicke, nur Interaktionen der Topoisome-
rase zu Ciprofloxacin sind gezeigt [84], [95].

Rechts: Sequenzvergleich der A Untereinheiten mit Hervorhebung von Serin und der sauren Amino-
sdure (Asparagin- und Glutaminsaure), die fiir die Wasser-Metall lonenbindung wichtig sind. Aus den
humanen Topoisomerasen Il sind hTlla und hTIIB gezeigt, denen die wichtigen Aminosauren fehlen
[84]. Rot: Serin und die sauren Aminosauren. Erkennbar ist die konservierte Region, die sich nicht in
den humanen Topoisomerasen hTlla und hTIIB finden. Durch die fehlenden Aminosauren kann es
keine stabilisierten Cleavage-Komplexe bei Anwendung mit Fluorchinolonen bei humanen Topoiso-
merasen lla geben; Ab: A. baumannii, Ba: Bacillus anthracis, Ec= E. coli, Sa= Staphylococcus aureus,
Sp=S. pneumoniae.
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1.6 MHK und MPC

Mit der minimalen Hemmkonzentration (minimum inibitory concentration, MHK) lasst sich
eine Aussage Uber die Potenz eines antimikrobiellen Wirkstoffs gegenliber eines Bakteriums
treffen [128]. Von der minimalen Hemmkonzentration ist die MPC (mutant prevention con-
centration) abzugrenzen. Eine Verbindung von MHK zu MPC stellt das MSW (mutant selection

window) her (Abschnitt 1.6.3).

1.6.1 MHK - Minimale Hemmkonzentration

Zur Bestimmung international vergleichbarer Werte der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) fir eine bestimmte Substanz wird nach den Vorgaben des , National Committee for
Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) vorgegangen. Die MHK ist die niedrigste Konzentration
eines Antibiotikums, ab der kein Wachstum einer Kultur méglich ist. Es wurden in dieser Arbeit
zwei Methoden zur Ermittlung der MHK verwendet: Mikrodilutionsverfahren und
Agardilutionsverfahren (Abschnitt 2.2.1.12). Alligemein wird die MHK nur fiir ein bestimmtes

Isolat angegeben [129].

1.6.2 MPC - mutant prevention concentration

Im Gegensatz zur MHK wird bei der MPC ein gréReres Inokulum eingesetzt (> 10° KBE/ml), das
der Keimzahl nahekommt, die bei Infektionen in Menschen oder Tieren vermutet wird. Die
niedrigste Konzentration, die in einer dicht bewachsenen Bakterienkultur zur Wachstumshem-
mung der unsensibelsten Zelle (resistenten Zelle) fiihrt, wird als MPC bezeichnet. Die MPC wird
bei Mikroorganismen ermittelt, die bei der Bestimmung der MHK empfindlich auf die einge-
setzte Substanz reagieren. Mit der Ermittlung der MPC und MHK der Substanz ist eine Vorher-
sage Uber die Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Resistenzen moglich, wenn Bakterien in

der Klinik der Substanz ausgesetzt sind [128].

1.6.3 MSW — mutant selection window

Mit MSW (mutant selection window) wird der Konzentrationsbereich zwischen MHK und MPC

bezeichnet. In diesem Konzentrationsbereich kommt es zur Ausbildung von Mutationen, die
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resistente Keime hervorbringen. Durch die Minimierung der Zeit in der die (Antibiotika-) Kon-
zentration innerhalb des MSW liegt, lasst sich die Ausbildung von Resistenzen reduzieren. Die

Grenzen des mutant selection window bilden die MHK und die MPC [128].

1.7 Resistenzmechanismen gegeniiber (Fluor-)Chinolonen bei
gramnegativen Bakterien

Die Ausbildung von Resistenzen unter bakteriellen Erregern gegentiber der Wirkstoffklasse der
Fluorchinolone beschrankt ihren klinischen Einsatz zunehmend. Die Mechanismen der Resis-
tenzentwicklung lassen sich in drei Gruppen einteilen (Abbildung 1-14): Verdanderungen der
Zielstruktur, Veranderungen der Effluxsysteme (chromosomal oder plasmidbasiert) oder
durch die Anwesenheit weiterer Resistenzdeterminanten (plasmidbasiert) [18], [27], [84]. In-
folge der Resistenzausbildung kommt es zu zelluldren Veranderungen, die mehrere Mechanis-
men betreffen kdnnen. Resistenzmechanismen kénnen akkumulieren und zu Stammen fih-
ren, die hochresistent gegen FQ sind, so dass fiir eine klinische Resistenz das Zusammenspiel

mehrerer Mutationen notwendig ist [15], [81], [84].

Abbildung 1-14 Resistenzmechanismen gegeniiber (Fluor)chinolonen (FQ),
modifiziert nach [84]

(1) FQ-Resistenz durch Zielverdnderung
Mutation in Gyrase und Topoisomerase IV schwachen die Chinolon-Enzym-Interaktion.
(2) Plasmidbasierte FQ-Resistenz
(2a) Qnr-Proteine (gelb);(2b) Aac(6‘)-1b-cr acetyliert freien Stickstoff am C7-Substituenten bei
Ciprofloxacin und Norfloxacin; (2c) Plasmidbasierte Effluxpumpen.
(3) Chromosomal vermittelte FQ-Resistenz
(3a) Reduzierte Porinexpression; (3b) Uberexpression chromosomal codierter Effluxpumpen.
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1.7.1 FQ Resistenz durch veranderte Zielstrukturen

Durch bestimmte Mutationen innerhalb Gyrase und der Topoisomerase IV wird am haufigsten
eine Resistenz gegenliber FQ vermittelt [27], [84]. Eine Mutation dieser Typ Il Topoisomerasen
kann die Resistenz um den Faktor zehn steigern, bezogen auf die MHK von Fluorchinolonen
flr E. coli. Fir die Ausbildung einer Hochresistenz (10 bis 100 fache Resistenzsteigerung) sind
Mutationen in beiden Topoisomerasen notwendig [84], [106], [109], [130]. Gegenstand
aktueller Diskussion ist die Frage, ob die primare Zielstruktur bei gramnegativen Bakterien die
Gyrase und bei grampositiven die Topoisomerase IV ist [84], [113], [114].

In Gegenwart von Fluorchinolonen treten Punktmutationen im Bereich der quinolone
resistance-determining region (QRDR) auf. Innerhalb der Region zwischen den Codons 51 und
106 tritt eine Punktmutation innerhalb der Untereinheit A der Gyrase auf. Diese Region liegt
in raumlicher Nahe zu Tyrosin an Aminosaure-Position (Tyr122), wo das 5’-Phosphatende der
DNA im Rahmen des Cleavage-Vorgangs kurzzeitig fixiert wird [27], [109], [131]. Fiir die Gyrase
in E. coli sind fiir eine FQ-Resistenz die Aminosdure Ser83 (>90%) und eine saure Aminosaure
vier Positionen strangabwarts (Asp87 bei Gyrase in E. coli) involviert (Abbildung 1-13 rechts)
[84], [132]. Bei parC findet sich die QRDR zwischen den Codons 63 und 102. Auch hier ist eine
N&dhe zu einem Tyrosinrest zu finden (Tyr120) [44], [127], [133]. Haufig sind auch Mutationen
bei Ser84 und Glu88 zu finden [127]. Mit einer Mutation in der Ndhe des Serin-Rests an
Position 83 innerhalb der QRDR von GyrA (oder Ser84 bei ParC) geht die Fahigkeit verloren
Uber Magnesiumionen eine Verbindung zum Fluorchinolon herzustellen [84]. Durch die
Mutation des Serin-Restes in den Topoisomerasen wird die katalytische Funktion hingegen
nicht eingeschrankt. Bei einer Mutation am sauren Rest an Position 87 (Asparaginsaure) kann
die katalytische Funktion abnehmen. Die MHK von FQ wird bei einer Punktmutation am Codon
fiir Ser83 hoher als eine Punktmutation im Codon fiir Asp87 [27], [84], [95], [134], [135]. Fur
GyrB und ParE finden sich auch spezifische Domanen, die eine Chinolonresistenz verursachen
kdnnen. Jedoch sind dort die Mutationen in klinischen Isolaten seltener anzutreffen als
Mutationen in GyrA oder ParC [44].

Folglich scheinen die oben genannten Mutationen innerhalb der QRDR bei GyrA/ParC und
GyrB/ParE die Affinitat von Fluorchinolonen zum Enzym-DNA-Komplex zu senken. Dadurch
werden weniger Cleavage-Komplexe durch Fluorchinolone stabilisiert und die Gyrase, bzw. To-

poisomerase IV wird weniger empfindlich auf Fluorchinolone [44].
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1.7.2 Chromosomal vermittelte FQ-Resistenz

Durch zwei entgegengesetzt arbeitende Prozesse kann in der Bakterienzelle die Konzentration
an Antibiotika reguliert werden. Durch Diffusionsprozesse an der Zellmembran kdnnen FQ auf-
genommen und durch aktiven Transport tber Effluxpumpen wieder entfernt werden (Ab-
schnitt 1.2). Bei gramnegativen Spezies stellt die zusatzliche duBere Membran eine weitere
Barriere fur den Influx dar. Durch wassergefiillte Proteinkanale, die als Porine bezeichnet wer-
den, wird bei gramnegativen Bakterien ein Influx an der duBeren Membran moglich [84], [122],
[136]. OmpF, ein weit verbreitetes Porin bei gramnegativen Bakterien, ist im Zusammenhang
mit Fluorchinolon-Resistenz bei E. coli wichtig, da hierlber primar Fluorchinolone in die Zelle
eintreten. Daneben finden sich in E. coli die unspezifischen Porine OmpC und PhoE [137]-
[141].

Neben plasmidcodierten Effluxpumpen (Abschnitt 1.7.3.2) kann eine gesteigerte Expression
chromosomal-codierter Effluxpumpen zu einer FQ-Resistenz flihren (Abbildung 1-14). Ursache
hierfir ist meist eine Mutation in Regulatorproteinen. Diese Mutation sorgt insgesamt fiir Ver-
anderungen in Influx und Efflux und fiihrt somit zur einer Auspragung einer geringen Resistenz
[84], [136], [142]—[144]. Als Zwitterion ist bei Fluorchinolonen zu erwarten, dass diese die du-
Rere Membran lber die Porine OmpF und OmpC passieren, tatsachlich flhrt eine Erniedrigung
der Porinexpression bedingt durch Mutationen in Regulatorgenen zur Auspragung einer Resis-
tenz [145]. Durch Mutationen innerhalb des mar-Regulons (multiple antibiotic resistance, Ab-
bildung 1-15) kénnen in E. coli Influx und Efflux beeinflusst werden [15], [27], [110], [131],
[144]. Das marCRAB-Operon besitzt die Operatorsequenz marQO, einen Repressor MarR und
einen Transskriptionsaktivator MarA. Die Funktion von MarB ist noch nicht eindeutig geklart.
Eine Mutation in MarR bedingt einen Wegfall der Kontrolle (iber die marA Expression. Als glo-
baler Regulator beeinflusst MarA die Expression verschiedener Gene (ca. 60 Gene), die letzt-
endlich an der Auspragung eines Resistenzphdnotyps beteiligt sind. Ein Mar-Phanotyp zeigt
nicht nur Resistenz gegeniiber Fluorchinolonen [18], [27], [145], [146].

In E. coli sind neben MarA noch die Homologe Rob und SoxS bekannt. Wie MarA binden Rob
und SoxS an spezifische Motive der mar-Box. Rob und SoxS besitzen homologe
Aminosauresequenzen zu MarA. SoxS ist als Bestandteil des soxRS-Regulons bei der
Zellantwort auf oxidativen Stress beteiligt. In Abbildung 1-15 ist schematisch die durch MarA,

SoxS und Rob beeinflusste Expression von acrAB und tolC dargestellt. Bei E. coli-Stammen mit
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einer klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz finden sich neben Targetmutationen
zusatzlich Mutationen, die einen Mar-Phanotyp hervorrufen [44], [110], [147]. AcrAB ist eine
MDR-Effluxpumpe des RND-Typs (resistance-nodulation-division) und die Gene sind im
acr-Operon zusammen mit acrR und acrO organisiert (Abschnitt 1.2). Neben der Expression
von acrAB und tolC nimmt MarA auch Einfluss auf die micF Expression. micF codiert fir eine
antisense-RNA in E. coli. Nach Translation der 93 nt grofRen antisense-RNA wird diese nicht
weiter translatiert und bindet komplementar zum 5‘-Ende des ompF-Transskripts. Die ompF
Expression wird dereprimiert und es steht weniger OmpF zum Einbau in die duRBere

Zellmembran zur Verfligung [27], [140], [148].
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Abbildung 1-15 Schematische Darstellung der bekannten Regulationsmechanismen
zur Expression von acrAB und tolC in E. coli, modifiziert nach [147]

1.7.3 Plasmidbasierte FQ-Resistenz

Bis in die spaten 1990er war bei der Behandlung mit Fluorchinolonen davon auszugehen, dass
Resistenzen nur seltene Ereignisse darstellen und nicht mit plasmidbasierten Resistenzen als
Antwort auf die synthetisch hergestellten Fluorchinolon-Antibiotika zu rechnen war. In den

letzten 15 Jahren wurde zunehmend von plasmidbasierter FQ-Resistenz (plasmid-mediated
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quinolone resistance, PMQR) berichtet [143]. Derzeit sind mindestens drei Resistenzmechanis-
men bekannt: Enzymatische Modifikation von Fluorchinolonen, plasmidcodierte Effluxsys-
teme und Topoisomerase-Schutzproteine. Das erste Mal wurde von PMQR berichtet, als bei
einem Porin-defizienten K. pneumoniae-Stamm nach Transformation mit dem Betalactam-Re-
sistenz vermittelnden Plasmid pMG252 eine erhéhte MHK von Ciprofloxacin gemessen wurde
[142]. Spater wurde das fir die MHK-Zunahme verantwortliche Gen als gnrAl bezeichnet,
nachdem weitere Allele gefunden wurden. Eine weitere PMQR wurde bei Untersuchungen von
gnrA-Plasmiden gefunden als bei Isolaten aus China es 2006 zur Entdeckung einer speziellen
Aminoglykosid Acetyltransferase AAC(6‘)-Ib-cr kam [149]. Als dritter Mechanismus wurden
2007 die plasmidbasierten Effluxpumpen QepA und OgxAB gefunden [44], [150], [151].

1.7.3.1 Enzymatische Modifikation von Fluorchinolonen

Die Aminoglykosid Acetyltransferase-Variante AAC(6)-1B-cr kann bifunktional neben Amino-
glykosiden auch Fluorchinolone acetylieren, sofern sie eine Aminogruppe aufweisen. Bei
Ciprofloxacin und Norfloxacin liegt im C7-Piperazinrest ein sekunddres Amin vor [18], [149],

[152].

1.7.3.2 Plasmidcodierte Effluxsysteme

Die plasmidbasierte Effluxpumpe QepA gehort zur Major-Facilitator-Superfamilie (major faci-
litator superfamily, MFS) und senkt die Empfindlichkeit fiir hydrophile Fluorchinolone, beson-
ders fir Ciprofloxacin und Norfloxacin. Bisher sind zwei Varianten identifiziert, QepAl und
QepA2, welche bei bakteriellen Infektionen im Menschen gefunden wurden [84], [136], [151].
OgxAB ist eine Effluxpumpe der RND-Familie (resistance-nodulation-cell division superfamily)

und wurde in einem mobilen Olaquindox-Resistenz-Plasmid entdeckt [44], [153], [154].

1.7.3.3 Topoisomerase-Schutzproteine - Qnr

Qnr-Gene codieren flir Topoisomerase-Schutzproteine, die zur pentapeptide-repeat Protein-
familie (PRP) gehoren, und ungefahr aus 200 Aminosduren bestehen [44], [84], [136]. Diese
Proteine schiitzen die DNA Gyrase und Topoisomerase IV vor dem Zugriff durch Fluorchino-
lone. Ungefahr 100 Qnr-Varianten sind mittlerweile bekannt und werden in mindestens zehn

verschiedene Unterfamilien (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, gnrS, qnrAS, qnrSM, qnrVC, qnrVP und
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gnrVV) eingeteilt [44], [142], [155]-[161]. Anhand von Untersuchungen des Qnr-Homologs
MfpA konnte ein Wirkprinzip fiir Qnr abgeleitet werden. MfpA liegt als Dimer (C-Terminus mit
C-Terminus verknlipft) vor und ahmt mit einer rechtsdrehenden quadrilateralen B-Helix in
GroRe, Form und Elektrostatik die DNA B-Form nach (DNA mimicry) [109], [162], [163]. Ein
Pentapeptid nimmt eine Seite der vierseitigen Windung in MfpA ein. Die Ahnlichkeit von QnrA
zu MfpA ist in Abbildung 1-15 dargestellt. Wasserstoffbriickenbindungen zu benachbarten
Windungen stabilisieren die B-Helix, die mit ihrer GroR3e in die Gyrase- und Topoisomerase 1V-

Tasche passt, die das G-Segment der DNA aufnimmt [162].

P ol & anct ol o ol Al o i Sl At A i Rl e e

MDI | D KVFaQaQ EDF SR QDLSD 20

SRFRR CRFYQ CDFSH caQaLaDbD 40 o ek SO S 2 i Sl L v e A T e R
ASFED CSFI E SGAVEG CHFSY 61 QQwvbD CEFTG RDFRD EDLSR 21
ADLRD ASFKA CRLSL ANFSG 81 LHTER AMF SE CDF S@ VNLAE 4l
ANCFG | EFRE CDLKG ANFSR 101 SQHRG SAFRN CTF E:R TTLWH 61
ARFYN QVSHK MYFCS AYIl SG 121 STFAQ CSMLG SVFVA CRLRP 381
CNLAY TNLSG QCLEK CELFE 141 LTL DD VD FTL AVLGG NDLRG 101
NNWSN ANL SG ASLMG SDL SR 161 LNLTG CRLRE TSLVD TDLRK 121
GTFSR pcwaa VNLRG CDLTF 181 CVLRG ADL SG ARTTG ARLDD 141
ADLDG LDPRR VNLEG VKI CA 201 ADLRG ATVDP VLWRT ASLVG 161
WQQE Q LLEPL GVI VL P D 218 ARVDYV DQAVA FAAAH GLCLA 181

QnrA MfpA

Abbildung 1-16 Pentapeptid Wiederholungen in QnrA1 und MfpA [164]

Die charakteristische Pentapeptid-Sequenz ist [A/C/S/T/V] [D/N] [L/F] [S/T/R] [G/R] und ist rot mar-
kiert. Der konservierte hydrophobe Rest in der Pentapeptidmitte ist mit ,,i“ benannt. N-terminale
Reste zu i werden als it und i2 benannt und C-terminale Reste zu i als i** und i*2.

In Abbildung 1-17 ist ein Modell zu sehen bestehend aus einem T-Segment-nachahmenden
PRP (englisch: pentapeptid-repeat protein), das an einen Gyrase-DNA-Komplex gebunden ist.
AhQnr, bzw. Loop B, interagiert mit dem DNA-Gyrase-Komplex. Durch Wechselwirkung an Re-
gionen im Komplex, die auch fiir ein Fluorchinolon wichtig sind, wird der DNA-Gyrase-Komplex
destabilisiert. Als Folge der Destabilisierung wird diskutiert, dass der Komplex auseinander-
fallt, und vermutlich wird der Komplex neu gebildet. Fehlt die Schleife (Loop B) geht die Wir-
kung des Qnr verloren [165], [166]. QnrB1 besitzt zwei herausragende Schleifen mit acht und
zwolf Aminosduren (Loop A und Loop B), die fir die Interaktion mit der Gyrase wichtig sind.
Fehlt eine dieser Schleifen oder sind Aminosauren ausgetauscht, wird die Gyrase-schiitzende
Funktion herabgesetzt. In QnrB finden sich noch weitere wichtige Reste in den Pentapeptid-

Positionen i und i2. Wird hier Alanin statt der urspriinglichen Aminoséiure eingebaut, geht die
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schiitzende Funktion verloren. Die schiitzende Funktion geht auch verloren, wenn am N-Ter-
minus mehr als 10 Aminosduren oder mindestens 3 Aminosauren an der Dimerisierungsstelle

(Abbildung 1-17) am C-Terminus fehlen [44], [166].

Sl

od (7
’ I\ \Y Y

A A A AN J

Abbildung 1-17 Mogliches Modell fiir die Interaktion von PRP (pentapeptid-repeat protein)
mit protektivem Effekt gegeniiber Chinolonen mit Gyrase [165]

Die Kristallstruktur fiir S. aureus DNA-Gyrase (GyrB27-A56, gelb) verbunden mit dem G-Segment der
DNA (orange) und zwei Ciprofloxacin-Molekiilen (rot). Die Kristallstruktur des PRP besteht aus zwei
Untereinheiten (AhQnr-Dimer). Ein Monomer ist grin eingefarbt. Das zweite Monomer in cyan. In
(A) ist AhQnr in Langsrichtung orientiert mit der DNA-Gyrase gezeigt. (B) AhQnr ist GUber dem G-
Segment so angeordnet, damit das T-Segment der DNA imitiert werden kann, bevor es in das DNA-
gate eintritt. Eine Schleife (Loop B, schwarz) ragt in das DNA-gate hinein und befindet sich in der
Nahe der Bindungsstelle fiir Ciprofloxacin.

1.8 Akkumulierung chromosomaler Fluorchinolon-
Resistenzmutationen

Angelehnt an den Arbeiten von HEISIG et al., ist in Abbildung 1-18 ein Verlauf einer Resistenz-
entwicklung bei E. coli abgebildet [167]. Ausgehend von einem E. coli Wildtyp-lsolat WT
(GK571), das aus der Stuhlflora einer mit Antibiotika unbehandelten Patientin gewonnen
wurde, ging in den Arbeiten von HEISIG et al. (1994) aus einem ersten Selektionsschritt iber
einen Nalidixinsaure-Forward-Assay die Mutante MI (GK572) mit einer gyrA-Punktmutation im
Codon 83 (Ser83Leu) hervor. In einem von Ml ausgehenden anschlieRenden zweiten Selekti-

onsschritt mit Ciprofloxacin wurde die Mutante MIl (GK573) mit der zusatzlichen Deletion von
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175 bp in marR selektiert (Abbildung 1-18) [167]. Die Zweitschritt-Mutante MIl hat eine MHK
von Ciprofloxacin von 2 pg/ml. Dieser Wert liegt oberhalb des Grenzwertes fiir Ciprofloxacin
gemald EUCAST und daher wird die Mutante MII als klinisch resistent bezeichnet. Mit dieser
Mutante wurde ein weiterer Ciprofloxacin-Forward-Assay durchgefiihrt, der zur Mutante Mill|
(GK574) fiihrte.

Mit den Selektionsschritten vom E. coli Wildtyp zur E. coli-Mutante Mll in der Arbeit von HEISIG
et al. (1994) kommt auf jeder Selektionsstufe eine Mutation hinzu. Die Sequenzierungen der
Mutante MIIl ergaben zwei zusatzliche Mutationen in den Zielstrukturen (gyrA Asp87Gly und
parC Ser80Leu), so dass im Selektionsschritt von Mll zu MIll zwei Mutationen gleichzeitig auf-
traten. In einem weiteren anschliefenden Selektionsschritt wurde aus der Mutante MlII die
Mutante MIVa selektiert. Die E. coli-Mutante MIVa wies keine zusatzlichen Mutationen inner-
halb der Zielstrukturen und in marR im Vergleich zu MIIl auf (nicht in Abbildung 1-18 gezeigt).
Im Gegensatz zu Mll besitzen die Mutanten MIll und MIVa eine kleinere Deletion von nur 74bp

in marR [15], [27], [130], [167].

WT * Wildtyp

M | e gyrA S83L
M I I ® gyrA S83L
* AmarR

o gyrA $83L D87G
M | | | ® parC S80I
* AmarR
MHK Ciprofloxacin

0,015 pg/ml 0,5 ug/ml 2,0 pg/ml 64,0 pg/ml

Abbildung 1-18 Akkumulation von Fluorchinolon-Resistenzmutationen am Beispiel der
Entstehung von E. coli Mlll beginnend mit E. coli WT, modifiziert nach [27].
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1.9 Ausgangspunkt der Fragestellung

Ausgangspunkt fur die Fragestellungen dieser Arbeit waren die Befunde an Labormutanten bei
HeisiG et al. (1994) und klinischen Isolaten bei HEisIG et al. (1996) [81], [167], [168]. Aus den
Ergebnissen dieser Arbeiten wurde abgeleitet, dass fiir die Auspragung einer hochgradigen
Fluorchinolon-Resistenz bei hochempfindlichen Spezies wie Escherichia coli eine Doppelmuta-
tion in der primaren Zielstruktur Gyrase (GyrA) und mindestens eine Mutation in der sekunda-
ren Zielstruktur Topoisomerase IV (ParC) vorliegen musste [167], [168]. Der Selektionsschritt
von der Mutante MII zu MIIl war auffallig (vergleiche Abschnitt 1.8), da es bei diesem Schritt
in einem einzigen Selektionsereignis zur gleichzeitigen Ausbildung von zwei Mutationen in
GyrA und in ParC kam (Abschnitt 0) [168]. Dieser Schritt konnte im Rahmen vorangegangener
Arbeiten mit einem analogen Vorgehen zu HEisIG et al. (1994) nicht wiederholt werden und
stellt die Herausforderung fiir diese Arbeit dar [27], [167].

Der Selektionsschritt von der E. coli Mutante MIII hin zur Mutante MIVa ohne das Auftreten
einer zusatzlichen neuen Mutation war Grundlage der ersten Fragestellung dieser Arbeit: Die
Mutanten MIIl und MIVa beherbergen die gleichen Mutationen in der QRDR von gyrA (S83L,
D87G) und parC (S80I), und die gleiche marR-Deletion (AmarR 74 bp) [167]. Fir MIIl betragt
die MHK von Ciprofloxacin 64 pg/ml. Fir MIVa betragt die MHK von Ciprofloxacin 128 ug/ml
[167]. Trotz gleicher Mutations-Akkumulation, unterscheidet sich die MHK von Ciprofloxacin
um eine Stufe.

Ausgangspunkt der zweiten Fragestellung war der Selektionsschritt von der E. coli Mutante
MIl zur E. coli Mutante MIII. Die gleichzeitig auftretenden Mutationen bei diesem Selektions-
schritt sind ungewohnlich, weil die Mutationsrate bei E. coli-Stammen fiir eine einzelne Muta-
tion bei 10 bis 108 liegt und fir die zwei gleichzeitigen Mutationen ergibt sich somit eine
akkumulierte Mutationsrate von 10719 bis 10716, Diese hohe Mutationsrate kann durch die feh-
lerhafte DNA-Reparatur der SOS-Antwort erklart werden [15], [84], [169]. In der Literatur fin-
den sich Hinweise, dass bei E. coli-Selektionsexperimenten, die als Endpunkt eine Ciprofloxa-
cin-Resistenz (MHK > 4 pug/ml) vorsehen, unter Anwesenheit von bestimmten Faktoren, wie
beispielsweise dem Gyraseschutzprotein QnrAl, die Ausbildung spontaner Mutationen

100 mal hoher ausfallt [152, 158, 214, 292, 293].
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1.10 Ziel der Arbeit

1.10.1  Einfluss von Quorum Sensing auf die Ausbildung einer
Fluorchinolon-Resistenz

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss des LuxR-Homologs SdiA in den in vitro

selektierten Mutanten E. coli Mlll (GK574) und E. coli MIVa (GK575) untersucht werden.

Fir MIIl und MIVa waren bereits die gleichen Mutationen gyrA Asp87Gly und parC Ser80Leu
identifiziert worden, welche innerhalb der QRDR (quinolone resistance-determining region)
liegen. Auch wurde die gleiche Deletion im Regulatorgen marR (AmarR 74 bp) identifiziert, die
zu einer Uberexpression von acrAB und tolC fiihrt. Jedoch fallt trotz identischer Mutationen
die Expression der AcrA-Untereinheit der AcrAB-TolC-Effluxpumpe bei MIVa im Vergleich zu
MIIl héher aus, und die minimale Hemmkonzentration (MHK) des FQ-Antibiotikums Ciproflo-
xacin ist fir MIVa um eine MHK-Stufe erhoht.

Im Rahmen der Zell-Zell-Kkommunikation (englisch: quorum-sensing) in E. coli-Stammen wurde
fiir SdiA (suppressor of cell division inhibitor) ein Einfluss auf die Zellteilung und Ausdifferen-
zierung gezeigt, der konzentrationsabhangig auf duBere Faktoren ist (Abschnitt 1.3) [65], [66].
Viele Bakterienspezies verwenden N-Acyl-Homoserin-Lactone (AHL), um diese an Transkripti-
onsfaktoren zu binden, die schlieRlich zu einer Aktivierung oder Repression von Genen fiihren.
E. coli kann nicht AHL selbst synthetisieren, besitzt jedoch AHL-Rezeptoren, wie das LuxR-Ho-
molog SdiA [65]. SdiA ist imstande AHL, welche durch andere Mikroorganismen produziert
wurden, zu binden und daraufhin die Transkription im nicht-AHL-produzierenden E. coli zu be-
einflussen. Dieses Phanomen wird als Eavesdropping (,,Abhoren”, ,Lauschen”) bezeichnet und
erklart das Verhalten von Mikroorganismen, die ihr Verhalten beeinflussen, um auf nicht-
selbst-produzierte Signale zu reagieren [67]. Als Beispiele hierfiir konnte eine Uberexpression
von acrAB bei Tavio et al. (2010) und RAHMATI et al. (2002), eine verstarkte Biofilmbildung bei
Suzuki et al. (2002) oder eine erhdhte Bestdndigkeit gegentiber Sduren bei VAN HoupT et al.
(2006) gezeigt werden [68]-[71].

RAHMATI et al. (2002) finden bei Uberexpression von sdiA eine Aufregulation der AcrAB-TolC-

Effluxpumpe, die bei einer Fluorchinolon-Resistenz eine wesentliche Rolle einnimmt. Bei TAvio

43



Einleitung

et al. (2010) finden sich Ergebnisse zu klinischen Isolaten, die unter den Antibiotika Lomeflo-
xacin (Fluorchinolon) und Ceftazidim (Cephalosporin) aufgezogen wurden. Spontane Mutan-
ten zeigten eine deutliche marA- und sdiA-Uberexpression im Vergleich zu den Ausgangsstam-
men. Mit der marA- und sdiA-Uberexpression ging die Uberexpression bei acrB einher. Da acrA
und acrB den gleichen Leserahmen besitzen, ist auch von einer Uberexpression von acrA aus-
zugehen [68], [69].

SdiA nimmt eine zentrale Rolle in der Regulation der Genexpression ein, so dass es Ziel im
ersten Teil dieser Arbeit ist den Zusammenhang von SdiA und einer Multi-Drug-Resistance,
bzw. Fluorchinolon-Resistenz, zu untersuchen und damit den Resistenz-Unterschied zwischen

den E. coli-Mutanten MIVa und Mlll zu erklaren.

1.10.2  Einfluss von plasmidkodierten und chromosomalen
Resistenzmechanismen auf die Aktivitat von Ciprofloxacin
in isogenen Escherichia coli Isolaten

Der Vorsatz im zweiten Teil dieser Arbeit liegt darin, den Einfluss der Topoisomerase-
Schutzproteine QnrAl und QnrB1 auf die Entwicklung einer FQ-Hochresistenz (oberhalb

Grenzwerte gemaR EUCAST 2016) zu untersuchen.

Qnr gehoren zu den plasmidkodierten Fluorchinolon-Resistenz-Mechanismen (PMQR,
Abschnitt 1.7.3.3) und die Anwesenheit von Qnr allein bewirkt in E. coli noch keine Auspragung
einer FQ-Hochresistenz. Dennoch werden zunehmend bei hoch FQ-resistenten Isolaten
Plasmid-codierte gnr-Gene detektiert. Dieser Einfluss soll in dieser Arbeit anhand von
Selektionsexperimenten mit Qnr-transformierten E. coli-Stammen untersucht werden. Fir die
Untersuchungen wird die in vitro selektierte, intermedidare Mutante E. coli MIl (GK573)
vorrangig als Ausgangsstamm verwendet. Diese Mutante tragt die bei E. coli haufigste gyrA
Mutation (gyrA Ser83Leu) sowie eine marR-Deletionsmutation (AmarR 175 bp). Zugleich soll
auch die Art von Mutationen charakterisiert werden, die unter diesen Bedingungen in den
selektierten Mutanten auftreten.

Im Zusammenhang mit PMQR wird eine Zunahme von resistenten Mutanten bei
Selektionsdruck durch FQ diskutiert. Bei E. coli-Stamm J53 mit pMG252 (ein gnrAl

enthaltendes natirliches Plasmid) stellt eine Ciprofloxacin-Konzentration von 1 pg/ml eine
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Barriere fur die Selektion von resistenten Mutanten dar. In Selektionsversuchen mit
Fluorchinolon-Antibiotika mit E. coli-J53 und pMG252 wurden kaum Mutanten mit einer
Mutation in gyrA oder parC selektiert, obwohl eine Férderung der Resistenzausbildung durch
Qnr erwartet wurde. Diese erwarteten Mutationen sollten im Bereich der QRDR liegen [173].
Die Kombination mehrerer QRDR-Mutationen verbunden mit dem Ausfall des Repressors
MarR (Abschnitt 1.7.2) fihrt zur Auspragung einer hochgradigen Fluorchinolon-Resistenz und
Uberschreiten des Grenzwertes > 4 ug/ml der MHK von Ciprofloxacin (oberhalb Grenzwerte
gemald EUCAST 2016). Die Ausbildung einer Mutation findet im Durchschnitt bei E. coli mit
einer Mutationsfrequenz von 10 statt. Zum Erreichen einer klinisch relevanten Fluorchinolon-
Resistenz ist eine akkumulierte Mutationsfrequenz zwischen 1032 und 10° Voraussetzung,

was als seltenes Ereignis eingeordnet werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2-1 Liste verwendeter Gerate und Verbrauchsmaterialien

Geréte / Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Autoklav, Systec 3870 ELV

Systec GmbH, Minster, Deutschland

Autoklav, Systec Media prep®

Systec GmbH, Minster, Deutschland

Autoklav, Systec VX-95

Systec GmbH, Minster, Deutschland

Brutschrank, B12 Function line

Heraeus Holding GmbH, Hanau / Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Brutschrank, T6120

Heraeus Holding GmbH, Hanau / Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Brutschrank, B20 Function line

Heraeus Holding GmbH, Hanau / Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Brutschrank, B20 4 Function line

Heraeus Holding GmbH, Hanau / Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Einmalkivetten, 10 mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Einmalspritzen, Omnifix, 10 mL 5 mL

(VWR) Merck KGaA, Darmstadt; Deutschland

Einmalspritzen, 5 ml, 10 ml

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

Elektroporationsgerat, GenePulser Il und Pulse
Controller Il

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Elektroporationskiivetten, 2mm Electroporation
Cuvette

Eurogentec Deutschland GmbH, Koln,
Deutschland

Erlenmeyerkolben (V=250 ml, 500 ml)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Feinwaage, Sartorius LA120S

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Fluorometer, Qubit® Il

Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Fluorometer Assay R6hrchen, Qubit® Assay
Tubes

Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Gelelektrophoresekammer 100 ml, ComPhor
Midi

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Gelelektrophoresekammer 400 ml, ComPhor
Mini

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Gelelektrophoresekammer 50 ml, ComPhor Mt
Maxi

Bioplastics BV, Landgraaf, Niederlande

Gelelektrophoresekammer, Peqlab ExW
Revolution

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Gelelektrophoresegerat, Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Glasflaschen (V=100 ml bis 1000 ml)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Glasperlen

Bastelbedarf, farbecht, Hamburg, Deutschland

Glasstabe (steril)

Glasblaserei Universitdt Hamburg, Deutschland
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Heizschrank, Tv29u

Memmert GmbH + Co. KG., Schwabach,
Deutschland

Impfose

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Kryorohrchen, Cryo Pure

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Luminometer, Lucy 2

Anthos Labtec Instruments GmbH,
Wals/Salzburg, Osterreich

Magnetrithrer MR3001

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Magnetriihrer RCT basic IKAMAG® safety
control

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Microamp Fast 96 Well Reaction Plate

Applied Biosystems / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Micronaut-Fertigplatten

Merlin Diagnostik, Bornheim-Hersel,
Deutschland

Mikrotiterplatten, 96 well, U-Form

VWR Laborbedarf, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Mikrotiterplatten, Luminometer, MicroFOUR™

Dynatec Chantilly, USA

Mikrotiterplatten, Pyrosequencing™-Platten

Biotage AB, Uppsala, Schweden

Mikrowelle, CB1253

C. Bomann GmbH, Kempen, Deutschland

Multistep-Pipette, Labopette electronic 50-1000
uL, automatische Pipettierhilfe, 1-Kanal

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Multistep-Pipette, Labopette elektronic 50-
1200 L, automatische Pipettierhilfe, 8-Kanal

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Multistep-Pipette, Transferpette®-8, 5-50 pl,
Pipettierhilfe, 8-Kanal

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, Deutschland

Nylonmembran, Nytran®, SPC, 0,45

Whatman®, Gber Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Parafilm ,,M“

Uber Peske GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Petrischalen, Petrischalen mit Nocken
92x16 mm

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

pH-Meter, inolab pH Lebel 1 + Elektrode

inolab Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH (WTW), Weilheim,
Deutschland

Photometer, Varian Cary 50 Bio

Varian Inc. / Agilent Technologies, Santa Clara,

Spectrophotometer USA
Photometer, Varian Cary 100 Varian Inc. / Agilent Technologies, Santa Clara,
Spectrophotometer USA

Photometriekivetten, Einmal-Kiivetten

Brandt GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Pipette LabMate

Kinesis GmbH (ehemals Abimed GmbH),
Langenfeld, Deutschland

Pipette, Pipetman® P10

Gilson Inc., Middleton, USA

Pipette, Pipetman® P100

Gilson Inc., Middleton, USA

Pipette, Pipetman® P1000

Gilson Inc., Middleton, USA

Pipette, Pipetman® P2

Gilson Inc., Middleton, USA

Pipettenspitzen, 10 ul, 100 pl, 200 pul, 1000 pl,
5 ml

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Probenrohrchen + Schraubverschlisse,
CryoPure Tubes

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
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Probenréhrchen 0,2 ml, Multiply® -Pro

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Probenréhrchen 0,5 ml, Multiply® -Pro

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Probenrohrchen 1,5 mL SafeSeal Micro Tubes

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Probenrohrchen 15 mL

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Probenrohrchen 2 mL SafeSeal Micro Tubes

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Probenrohrchen 50 mL

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Pulse Controller Il

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Pyrosequenzierer, PSQ MA96

Biotage AB, Uppsala, Schweden

Reinstwasseranlage, Milli-Q RiOs™ 5

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

Reinstwasseranlage, Milli-Q Synthesis

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

Schittelinkubator, Certomat® H

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schittelinkubator, C25 Incubator Shaker Classic

Series

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, New
Brunswick Scientific Produkte, Wesselin-
Berzdorf, Deutschland

Sequenzierautomat, Genomelab™ GeXP

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Sequenzierautomat,
lon Personal Genome Machine (PGM) System

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Sequenzierchip, lon 316/lon 318™ Chip

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Sequenziervorbereitung, lon OneTouch™ ES

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Sicherheitswerkbank, Heraguard®

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Sicherheitswerkbank, Herasafe®

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Spannungsgeber, Consort E122

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Spannungsgeber, Consort E 143

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Spannungsgeber, PowerPac1000

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Spannungsgeber, PS304 Power Supply

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Spectrophotometer, NanoDrop™ ND-1000

ThermoFisher Scientific, NanoDrop™ products,
Wilmington, USA

Spectrophotometer, NanoDrop™ 2000

ThermoFisher Scientific, NanoDrop™ products,
Wilmington, USA

Sterilfilter, Minisart 0,2 pug, 26 mm

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Sterilwerkbank, Herasafe®

Heraeus Holding GmbH, Hanau / Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Thermocycler, Biometra T Gradient

Analytik Jena AG (Biometra), Jena, Deutschland

Thermocycler, Biometra T personal

Analytik Jena AG (Biometra), Jena, Deutschland

Thermocycler, Biometra T3

Analytik Jena AG (Biometra), Jena, Deutschland

Tischzentrifuge, GMC-060 Mini Centrifuge

Laboratory & Medical Supplies, Tokyo, Japan

Tischzentrifuge, MC 6 Centrifuge

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Tischzentrifuge, Sprout™

Heathrow Scientific LLC, Nottingham, UK

Tischzentrifuge, C1301B-230V

Labnet International, Inc., Edison, USA

Tischzentrifuge, Spectrafuge Mini C1301T-230V

Labnet International, Inc., Edison, USA

Ultraschallbad Merck Eurolab N.V. USR 18

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ultraschallstab mit Sonotrode, Sonopuls

BANDELIN eletronic GmbH & Co KG, Berlin,
Deutschland
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Ultraschallscherer, Bioruptor® UCD-600 NGS
Sonication System

Diagenode s.a. Belgium Europe, Seraing, Belgien

Vakuum Prep Workstation

Biotage AB, Uppsala, Schweden

Verschlussfolie fuir RT-PCR

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland

Videodokumentationsanlage, BioDoc Analyze
Ti5

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Videodokumentationsanlage, Biovision 1500/
3M

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

ViiA™7 qRT-PCR

Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Vortexer, Vortex-Genie 2

Scientific Industries Inc. Bohemia, USA

Waage, Mettler AC100

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Waage, Kern PLJ 2100-2M

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

Waage, Sartorius LA120S

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Wasserbad, Julabo MWB

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Wasserbad Julabo Shake Temp SW 22

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Whatman® Papier, Gel Blot Paper, GBO0O3

Whatman®, tiber Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Zentrifuge, Biofuge stratos/ fresco/ pico

Heraeus Holding GmbH, Hanau /
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge, Microfuge® 16

Beckman-Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Zentrifuge, Minifuge T

Heraeus Holding GmbH, Hanau /
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge, Pico 11 Centrifuge

Heraeus Holding GmbH, Hanau /
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge, Pico 17 Centrifuge

Heraeus Holding GmbH, Hanau /
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge, Pico 21 Centrifuge

Heraeus Holding GmbH, Hanau /
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge, Scanspeed 1524M
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2.1.2 Kits

Teilweise wurden einzelne Bestandteile aus Kits verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte gemaR

Herstellerangaben (siehe jeweilige Handbiicher). Weitere Informationen finden sich in Ab-

schnitt 2.2.

Tabelle 2-2 Liste verwendete Kits

Name

Hersteller

PCR DIG Probe Synthesis Kit Cat No. 11
636 090 910

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

DIG DNA Labeling and Detection Kit

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Agilent DNA 100 OKit

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent DNA 1000 Reagents

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent DNA 7500 Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent DNA 750 Reagents

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Epicentre MasterPure Complete DNA
and RNA Purification Kit

Epicentre (lllumina Company), Vertrieb durch Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-gPCR

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

NucleoSpin® Extract Il

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® RNA Extract Il

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

DNeasy® Blood & Tissue Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Luciferase Assay System (Luciferase
Assay Substrate, Luciferase Assay
Puffer)

Promega Corporation, Madison, USA

Qiagen Plasmid Midi Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qubit® dsDNA BR Assay Kit

Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Qubit® RNA HS Assay Kit

Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Genomelab DTCS Quickstart Kit

Beckman-Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Maxima® SYBR Green gPCR Mastermix,
Rox provided

Fermentas / Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Maxima Reverse Transcriptase

Fermentas / Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Hi Yield® Plasmid Mini DNA-Kit

Std-Laborbedarf GmbH, Gauting, Deutschland

lon OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for
lon Torrent

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland
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2.1.3 Software

Tabelle 2-3 Liste verwendete Software

Name der Software Hersteller

Torrent Variant Caller Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Biodoc Analyze Ti5 Software Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Adobe Acrobat Adobe Systems Inc., San Jose, USA

Assay Design Software 1.0 Biotage AB, Uppsala, Schweden

Microsoft Windows 7 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Nanodrop® ND-1000 V3.5.2 Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Varian Cary Win UV series Varian Inc. / Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Vector NTI Advance™ 11 Invitrogen / Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Zotero V4.0.28.3 George Mason University, Fairfax, USA

Office 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Agilent Bioanalyzer 2100 Software  Agilent Technologies, Santa Clara, USA

SnapGene GSL Biotech LLC, Chicago, USA

Primerfox Stephan Fuchs; Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald,
Deutschland

Integrative Genomics Viewer Broad Institute, Cambridge, USA

2.1.4 Puffer und L6sungen

Zusatzlich finden sich direkt im Abschnitt 2.2 weitere Puffer und Losungen mitsamt

Zusammensetzung und einer Herstellungsanweisung.

Tabelle 2-4 Liste der verwendeten Puffer und Lésungen
Eigenherst.: Eigenherstellung; mod. n.: modifiziert nach

Bezugsquelle/
Literaturstelle
Ammonium-persulfat- 400 mg Ammonium-persulfat in 1 ml demineralisiertem  Eigenherst.
Losung Wasser l6sen
1 x Annealing Buffer 2,42 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 0,43 g Eigenherst.
pH 7,6 Magnesiumacetat-tetrahydrat in 900 ml

demineralisiertem Wasser l6sen, mit Eisessig pH auf 7,6

einstellen und mit demineralisiertem Wasser auf

1000 ml auffillen

Bezeichnung Zusammensetzung / Herstellung

Beschwerer-l6sung 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, Eigenherst.
(DNA), (5x) 20 % Ficoll-400
Beschwererlosung 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 %Xylencyanol, Eigenherst.
(RNA), (5x) 15 % Polysucrose, 3 % Formamid, 7 M Urea,

150 pg/ml Ethidiumbromid
Binding-Buffer pH 7,6 1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 117 g Eigenherst.

Natriumchlorid, 0,292 g Ethylendiamintetraessigsaure
in 90 ml demineralisiertem Wasser |6sen, mit Salzsdure
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pH auf 7,6 einstellen, 1 ml Polyoxyethylensorbitan-
monolaurat (Tween 20) hinzugeben und mit
demineralisiertem Wasser auf 1000 ml auffiillen

Calcium-Chlorid- 3,68 g CaCl,-Dihydrat in 100 ml demineralisiertem Eigenherst.
Losung Wasser [6sen
Cell Culture Lysis 25 mM Trisphosphat (pH-Wert = 7,8), 5 mM DDT, 2 mM  Promega
Reagent (1x), (CCLR) CDTA, 10 % Glycerol, 1 % Triton X-100 GmbH,
Mannheim
Coomassie-Reagenz 5 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in 2,5 ml Ethanol Eigenherst.
(96 %) l6sen. Nach Zugabe von 5 mL o-Phosphorsaure nach [174]
(85 %) mit LiChrosolv-Wasser auf 50 mL auffllen.
Lagerung dunkel bei 4 °C
dNTP-Mischung fir Je 10 ul dATP, dCTP, dGTP und dTTP-Stamm-L6sung Eigenherst.
PCR-Ansatze (100 mM) mischen und mit bidestilliertem Wasser auf
500 pL auffillen
EB-Puffer 10 mM Tris-HCl; auf pH 8,5 einstellen Eigenherst.,
(elution buffer) mod. n. [175]
0,5 M EDTA-L6sung 93,06 g Ethylendiamintetraessigsdure undca. 40 g Eigenherst.
pH 7,5 NaOH in 400 ml demineralisiertem Wasser l6sen, pH
mit 0,2 M Natriumhydroxid-Losung auf 7,5 einstellen
und mit demineralisiertem Wasser auf 500 ml auffillen
Enzymatic-Lysis-Buffer 200 pl 2 M Tris-HCL-Lésung pH 7,5, 80 ul 0,5 M EDTA- Eigenherst.
Losung pH 7,5 und 240 pl Triton® X-100-Lésung in 20 ml
demineralisiertem Wasser l6sen
Ethanol 70 % 58,9 g Ethanol 96 % mit 29,7 g demineralisiertem Eigenherst.
Wasser mischen
GTE-Puffer 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI (pH-Wert = 8,0), 10m Eigenherst.,
M EDTA in dH,0, autoklavieren, bei 4 °C lagern mod. n. [175]
HiYield® Plasmid Mini  PD 1 -, PD 2 -, PD 3 -, W1-Puffer, Wasch-, Elutionspuffer, Siud-
DNA Kit RNase A (50 mg/ml), PD Saule Laborbedarf
GmbH
Isotone 9 g NaCl in 1 | Millipore®-Wasser, autoklavieren Eigenherst.
Kochsalzlésung
KaHPO,4 / EDTA-Puffer, 1 M KaHPO, (pH-Wert = 7,8), 20 mM EDTA Eigenherst.

(Luciferase-Puffer)

nach Promega
GmbH,

Mannheim,
Deutschland
Luciferase Assay dem Verbraucher unbekannt Promega
Reagent (LAR) GmbH,
Mannheim,
Deutschland
Lyse-Puffer 0,2 N NaOH, 1 % SDS in dH,0, frisch ansetzen Eigenherst.,
mod. n. [175]
Lysis-Mix 200 pL CCLR (1 x), 50 pL Lysozym-Stammldsung Eigenherst.,
(f. Luciferase- (c =5 pg/mL), 50 pL BSA-Stammlbsung (c = 5 pg/mL) mod. n.
Messung) Promega
GmbH,
Mannheim,

Deutschland
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3 M Natriumacetat- 40,8 g Natriumacetat-Trihydrat in 50 ml Eigenherst.
Losung pH 4,6 demineralisiertem Wasser I6sen, mit Eisessig pH auf 4,6

einstellen und mit demineralisiertem Wasser auf 100 ml

auffillen
Natriumhydroxid- 8 g Natriumhydroxid in 1000 ml demineralisiertem Eigenherst.
6sung, 0,2 M Wasser |6sen
Natriumhydroxid- 0,18 g NaOH-Platzchen auf 15 ml dH,0 Eigenherst.

6sung, 0,3 M

Neutralisations-puffer

60 ml 5 M Kaliumacetatlosung, 11,5 ml Eisessig,

Eigenherst.,

28,5 ml dH,0, Lagerung bei Raumtemperatur mod. n. [175]
Novobiocin- 10 mg/ml in LiChrosolv-Wasser, steril-filtriert Eigenherst.
Stammldsung
Referenzldsung (fur 10 mg/ml BSA und Verdiinnungen Eigenherst.
BRADFORD) nach [174]
STE-Puffer 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0 Eigenherst.
TE-Puffer 150 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA: auf pH 8,0 einstellen Eigenherst.
T4 DNA Ligase Puffer 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, Fisher
(10x) 5 mM ATP (pH 7,8 bei Raumtemperatur, ca. 25 °C) Scientific
GmbH,
Schwerte,
Deutschland
TAE-Puffer (50 x) 2 M Tris-Base, 50 mM EDTA, mit Essigsaure auf pH 8,0 Eigenherst.
einstellen
TFB1 0,5 g Kaliumacetat, 1 g MgCl,, 0,75 g KCl, 1,6 ml Eigenherst.
1 M CaCl, und 17 ml Glycerin (87 %) ad 100 ml dH,0
TFB2 0,1 g MOPS, 3,8 ml CaCl,, 0,0375 g KCl und Eigenherst.
8,5 ml Glycerin (87 %) ad 50 ml dH,0
2 M Tris-HCI-L6sung 24,24 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in 80 ml Eigenherst.
pH 7,5 demineralisiertem Wasser l6sen, mit Salzsdure auf
pH 7,5 einstellen und mit demineralisiertem Wasser
[6sen auf 100 ml auffiillen
Washing-Buffer pH 7,6 1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in 900 ml Eigenherst.

54

demineralisiertem Wasser l6sen, mit Eisessig pH auf 7,6
einstellen und mit demineralisiertem Wasser 16sen auf
1000 ml auffillen



Material und Methoden

2.1.5

Nahrmedien

Es sind flissige als auch solide Nahrmedien verwendet worden. Handelte es sich um Fertig-

medien, wurde den Herstellerangaben folgend das geforderte Medium abgewogen und mit

einer vorgeschriebenen Menge H;0 dest. versetzt. Das Wasser stammt aus einer MilliPore-

Anlage. Anschlieend wurde das Medium gel6st und autoklaviert.

Tabelle 2-5 Verwendete Ndhrmedien
Medium Zusammensetzung Hersteller
Luria-Bertani (LB) nach Herstellerangaben Carl Roth

Medium

SOB-Medium 0,5 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 10 mM NacCl, eigene Herstellung
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10 mM MgS04
SOC-Medium 0,5 % Hefeextrakt. 2 % Trypton, 10 mM NacCl, eigene Herstellung
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgS04, 20
mM Glucose
Standard NI Medium nach Herstellerangaben Carl Roth
Standard NI Agar nach Herstellerangaben Carl Roth
Miiller-Hinton Bouillon nach Herstellerangaben Carl Roth

2.1.6

Tabelle 2-6

Bezeichnung

Enzyme

Auflistung der verwendeten Enzyme

Puffer / Beschreibung

Hersteller

Alkaline 10 x FastAP™ Puffer Fermentas / Thermo Fisher Scientific

Phosphatase, GmbH, Dreieich, Deutschland

FastAP™,

Thermosensitiv

Antarktische 10 x Antarctic Phosphatase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am

Phosphatase Reaction Buffer Main, Deutschland

BamHI FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland

Bglll FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland

Dpnl FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland

Dral FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific

Buffer

GmbH, Dreieich, Deutschland

DreamTaq™ DNA
Polymerase

10 x DreamTaq™ Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Eco31l (Bsal)

FastDigest®, 10 x FastDigest®
Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

EcoRl

FastDigest®, 10 x FastDigest®
Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland
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EcoRV

FastDigest®, 10 x FastDigest®
Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Exonuklease |

E. coli, 10 x reaction Buffer
for Exonuklease |

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Hincll FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland
Hindlll 10 x NE Buffer 2 New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland
Hinfi FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland
Lysozym - Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

(100.000 U/mg)

Nhel

FastDigest®, 10 x FastDigest®
Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Ndel

FastDigest®, 10 x FastDigest®
Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Phusion™ High-

5 x HF Buffer, 5 x GC-Buffer

Finnzymes / Thermo Fisher Scientific

Fidelity DNA GmbH, Dreieich, Deutschland
Polymerase
Pstl FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific

Buffer

GmbH, Dreieich, Deutschland

Quick Start Mix aus
GenomelLab™ DTCS
Quick Start Kit

Sequencing Reaction Buffer
aus Genomelab™ DTCS
Quick Start Kit

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

RNase A - Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
rDNase, RNase-free - Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren,
(30 U/ul) Deutschland

RNase OUT™ - Invitrogen GmbH / Thermo Fisher Scientific
(40 U/ul) GmbH, Dreieich, Deutschland

RiboLock® RNase-
Inhibitor

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Sacll

10x Puffer 3

Invitrogen GmbH / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

T4 DNA Ligase

10 x DNA Ligase Buffer

Fermentas / Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Xbal FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
Buffer GmbH, Dreieich, Deutschland
Xhol FastDigest®, 10 x FastDigest® Fermentas / Thermo Fisher Scientific
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2.1.7

Chemikalien (inkl. Antibiotika)

Sofern verfligbar wurden Chemikalien in der hochsten verfligbaren Qualitatsstufe bezogen

(p. a.: pro analysi; flir analytische Zwecke). Die in Tabelle 2-7 aufgelisteten Antibiotika wurden

vor der Verwendung in LiChrosolv-Wasser (Ampicillin, Ciprofloxacin, Kanamycin, Nalidixin-

saure, Norfloxacin, Novobiocin, Oxacillin), Ethanol (Tetracyclin, Chloramphenicol) oder DMSO

(Rifampicin) gelost und steril filtriert.

Tabelle 2-7 Liste der verwendeten Chemikalien und Antibiotika
Chemikalie Hersteller
Agar Agar Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,Deutschland

Ammoniumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ampicillin-Natrium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

LiChrosolv® Wasser

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bacto™ Trypton

Becton Dickinson

Bovines Serumalbumin (BSA)

Serva

Bromphenolblau

Bio-Rad

Calciumchlorid-Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chloramphenicol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Ciprofloxacin-HCI Bayer
Desoxynukleosidtriphosphate Fermentas
(dNTPs)

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth

Dimethylsulfoxid (DMSO)

New England Biolabs

di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Erythroymcin

Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden, Deutschland

Essigsdure konz.

Acros Organics

Ethanol 70 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 99,8 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid 1 % in H20

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamin-Tetra-Acetat (EDTA)

Carl Roth

Formamid aq.

Beckman-Coulter

Glucose Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Glycerin 99,5 % Carl Roth

Glycerin 87 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glykogen Fermentas

Granulierter Hefeextrakt Carl Roth

IPTG Carl Roth

Kaliumacetat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydroxid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumiodid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
L-Arabinose Fluka

57



Material und Methoden

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumsulfat Heptahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

MOPS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva

Natriumhydrogencarbonat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogensulfat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland k

Natriumhydroxid

Grussing

Natriumsalicylat

Carl Roth

Nickelsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Norfloxacin Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Novobiocin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

NuSieve Agarose

BMA

Oxacillin-Natrium

InfectoPharm Arzneimittel und Consilium GmbH

PeqGold Universal Agarose

Peglab

Phenylalanyl-Arginyl-j-
Naphthylamid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Polysucrose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Rifampicin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
RNase Away Carl Roth

Roti-Phenol/-Chloroform/- Carl Roth

Isoamylalkohol (25:24:1)

Saccharose Carl Roth

Salzsdure 37 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tetracyclin-HCI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Bio-Rad

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan  Carl Roth

(Tris-Base)

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Harnstoff Carl Roth

X-Gal Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Xylencyanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

58



Material und Methoden

2.1.8 Bakterienstamme

Tabelle 2-8 Liste der verwendeten Bakterienstamme

endA1 = Endonuklease I; F* = F-Plasmide vorhanden, enthalt chromosomale Gene; F=tragt kein F-Plas-
mid; gyrA96 = Mutation in der DNA-Gyrase, vermittelt Nalidixinsdure Resistenz; hsdR17 = hsd kodiert
flr ein Typ | Restriktionsenzym, Funktion der Mutation unbekannt; hsdR514 = fiihrt zu einer effizienten
Transformation von klonierter, unmethylierter DNA auf PCR-Amplifikationen; lacl = kodiert fir den lac-
Repressor; lagZAM15 = partielle Deletion des lacZ-Gens, diese erlaubt a-Komplementation des B-Ga-
laktosidasegens, welche fiir Blau/Weil Selektion relevant ist; proAB = erfordert Prolin; recA1 = Redu-
ziert das Vorkommen von Rekombination bei der Klonierung bzw. Transformation von DNA, die Zellen
sind UV-Empfindlich und besitzen ein mangelhaftes DNA-Reparatursystem; relA1 = erlaubt keine RNA;
Synthese bei Nichtvorhandensein von Protein Synthese; supE44 = oder gInV, kodiert fir tRNA-
GIn(CUG), Suppression des Amberstopcodons (UAG); thi = erfordert Thiamin; traD36 = Eliminierung
des Transferfaktor; AaraBAD = Arabinose nicht verstoffwechselnd; ArahBAD = Rhamnose nicht ver-
stoffwechselnd; AlacZ4787 = Lactose nicht verstoffwechselnd; rph-1 = 1 bp Deletion fiir zu Frameshift
der letzten 15 Codons, flihrt zu polaren Effekt auf pyrE, so dass es bei Anzucht auf Minimalmedium zu
suboptimalen Pyrimidin-Level kommt; ilvG™ = Pseudogen in K-12 Stammen, defektive K12 Allele fiihren
zu einer ,Valin-Resistenz”, der Stamm kann nicht mehr auf Valin wachsen, wenn Isoleucin fehlt; rfb-50
= K12-Stamme besitzen eine raue Oberflache, bedingt durch die Lipopolysaccharidstruktur und besitzt
kein O-Antigen, durch ein I1S5-Element am 3‘-Ende von rfb kann der K12-Stamm sein O-Antigen wieder-
erlangen und eine ,, weiche” Oberflache ausbilden

Bezeichnung GK-Nr.  Charakteristika Referenz

E. coli MG1655 2110 K-12; F5; X~ ilvG™; rfb-50; rph-1 [176], [177]

E. coli JIM109 3154 endA1l; recAl; gyrA96; thi; hsdR17 des ; Promega GmbH,
relAl; supEA4; #( lac-proAB); [F’ traD36, Deutschland,
proAB, laqlqZ#tM15] [178]

E. coliBW25113 4052 lacl* rrnBr1a; AlacZwiies; hsdR514; [179]

AaraBADan33; ArhaBADo7s; rph-1; AlaraB—
D)567; A(rhaD-B)568; AlacZ4787(::rrnB-3);

rph-1

E. coliJW1122-2 4053 4052 + Aicd-724::kan [179]

E. coli WT 571 Stuhlisolat eines gesunden Probanden, der [167]
nie FQ eingenommen hatte (Wildtyp)

E. coli WT pUC19 - 571 + pUC19 diese Arbeit

E. coli WT pUC19 Nr. 1 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/ml)

E. coli WT pUC19 Nr. 2 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/ml)

E. coli WT pUC19 Nr. 3 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/mi)

E. coli WT pUC19 Nr. 4 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/mi)

E. coli WT pUC19 Nr. 5 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/ml)

E. coli WT pUC19 Nr. 14 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/ml)

E. coli WT pUC19 Nr. 17 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT pUC19 Cipo,125 ug/ml)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - 571 + pUC19::qnrAApMG252 [18]

,E. coli WT pHPNE19-02.1 (Nr.1)“
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E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.112 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 yg/mi)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.1119 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 yg/mi)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 1150 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 ug/mi)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2110 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 ug/mi)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2118 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 ug/mi)

E. coli WT pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2129 (aus E. coli WT pHPNE19-02.1 Cip1,4 yg/mi)

E. coli WT pHPNE18-01.1 - 571 + pUC18::gnrBAlacZ [18]
»E. coli WT pHPNE18-01.1 (No.9)”

E. coli WT pHPNE18-01.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.111 (aus E. coli WT pHPNE18-01.1 Cipo,48 ug/mi)

E. coli WT pHPNE18-01.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.114 (aus E. coli WT pHPNE18-01.1 Cipo,48 ug/mi)

E. coli WT pHPNE18-01.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.11112 (aus E. coli WT pHPNE18-01.1 Cipo,48 ug/mi)

E. coli WT pHPNE18-01.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 11140 (aus E. coli WT pHPNE18-01.1 Cipo,48 ug/mi)

E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 7) - 571 + Aicd 7 bp, in vivo Mutagenese, Kan' diese Arbeit

E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 7) - E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 7) + diese Arbeit

pHPNE19-02.1 pUC19::gnrAApMG252

E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 7) - E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 7) + diese Arbeit

pHPNE19-03.1 pUC19::gnrS1AlacZ

E. coli WT Aicd 7 bp (Nr. 15) - 571 + Aicd 7 bp, in vivo Mutagenese, Kan" diese Arbeit

E. coli WT-K 4041 GyrB S464Y [180]

E. coli WT-K pUC19 - 4041 + pUC19 diese Arbeit

E. coli WT-K pUC19 Nr. 5 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 6 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 9 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 11 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 14 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 19 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 33 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pUC19 Nr. 45 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli WT-K pUC19 Cip1,0ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - 4041 + pUC19::gnrAApMG252 diese Arbeit

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.23 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.218 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 yg/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2 24

(aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 yg/mi)
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E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2 34 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 yg/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 2 35 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 yg/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.2 37 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 2 44 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 245 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cipa,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr.3 21 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 yg/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 322 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 yg/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 327 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE19-02.1 - in vitro selektiert diese Arbeit

Nr. 3 28 (aus E. coli WT-K pHPNE19-02.1 Cip4,0 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 - 4041 + pUC18::gnrBAlacZ diese Arbeit

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

11 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

18 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 pg/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

119 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 pg/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

123 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

126 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

127 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 ug/mi)

E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

24 (aus E. coli WT-K pHPNE18-01.1 Cip2,4 ug/mi)

E. coli MI 572 GyrA S83L (aus WT Nal12s pg/mt) [167]

E. coli Ml 573 GyrA S83L, AmarR 175 bp (aus Ml Cipaug/mt)  [167]

E. coli Mll pUC19 - 573 + pUC19 diese Arbeit

E. coli MIl pUC19 Nr. 13 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli Ml pUC19 Cips,6ug/mi)

E. coli MIl pUC19 Nr. 26 - in vitro selektiert diese Arbeit
(aus E. coli MIl pUC19 Cipg,6yg/mi)

E. coli MIl pHPNE19-02.1 - 573 + pUC19::gnrAApMG252 diese Arbeit

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

113 (1) (aus E. coli Ml pHPNE19-02.1 Cip2s,8 ug/mi)

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

120 (1) (aus E. coli Ml pHPNE19-02.1 Cip2s,8 ug/mi)

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

143 (1) (aus E. coli Ml pHPNE19-02.1 Cip2s,8 ug/mi)

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - siehe E. coli Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 diese Arbeit

1121 (2) (MII pHPNE19-02.1 Nr. | 43) GK4087

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

116(2) (aus E. coli MIl pHPNE19-02.1 Cip2s,8 ug/mi)

E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit

113 (2)

(aus E. coli Ml pHPNE19-02.1 Cip2s,3 ug/mi)
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E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
12 (2) (aus E. coli MIl pHPNE19-02.1 Cip2s,8 pg/mi)
lcd Y284X
E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
na(2) (aus E. coli MIl pHPNE19-02.1 Cipas,s ug/mi)
E. coli MIl pHPNE18-01.1 - 573 + pUC18::qnrBAlacZ diese Arbeit
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
1112 (1) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 ug/mi)
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
1118 (1) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 pg/mi)
Icd Mutation vermutet
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
1142 (1) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 ug/mi)
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
11(2) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 ug/mi)
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
11110 (2) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 ug/mi)
E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr. - in vitro selektiert diese Arbeit
1127 (2) (aus E. coli MIl pHPNE18-02.1 Cip16,0 ug/mi)
E. coli Ml Aicd 7 bp 4086 573 + Aicd 7 bp; inkompatibel mit pBR322 diese Arbeit
(aus MII pHPNE19-02.1 Cip16 ug/mi)
E. coli Ml Aicd 7 bp pHPNE19- 4087 4086 + gnrAApMG252 diese Arbeit
02.1
(MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43)
E. coli Ml 574 GyrA S83L D87G, ParC S80I, AmarR 74 bp [167]
(aus MII Cip16 ug/mt)
E. coli MIVa 575 GyrA S83L D87G, ParC S80I, AmarR 74 bp [167]
(aus MII Cip16 ug/mt)
E. coli DH5a K12 pPHB331 2999 pPHB331 [181]
E. coli DH5a K12 pPHB333 3000 pPHB333 [181]
E. coli DH50a K12 pPHB335 3001 pPHB335 [181]
Staphylococcus epidermidis 2278 DSM20044, StaEpi026, Merlin Code: 4-6 Merlin
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2.1.9 Plasmide

Tabelle 2-9 Verwendete Vektoren und rekombinante Plasmide

pUUXXyy-zz [p = Plasmid, UU: Name, Universitat., z.B.: HP = Hamburg, Pharmazeutische Biologie, XX:
Name des Wissenschaftlers, z.B. HP = Konstruiert von Hans-Peter Sfeir, yy = interne Nummer fir Aus-
gangsvektoren (z.B. 18 fiir pUC18, 177 flir pACYC177), zz = Projekt und laufende Nummer] — Das ver-
wendete Schema gilt nicht fur alle aufgelisteten Plasmide; Amp" = Ampicillin-Resistenz; Kan" = Ka-
namycin-Resistenz; Tet" = Tetracyclin-Resistenz

Bezeichnung GroRe (bp) Beschreibung Referenz
pBR322 4362 Amp"; Tet" Invitrogen™,
Karlsruhe
pPHB331 6400 PacrAB::luc in Pstl-Schnittstelle; Tet" [181]
pPHB333 6616 PacrEF::luc in Pstl-Schnittstelle; Tet" [181]
pPHB335 7805 pPHB331 mit Kan" (aus pKD4) in Tet" (disruptiert), [181]
PacrAB::luc in Pstl-Schnittstelle;
pHPMPO03-05 4700 pBR322 mit dnaQ-Fragment (-214 bis +912) aus E. [27]
coli Mll in Pstl- und Clal-Schnittstelle
pHPMPO03-06 4700 pBR322 mit dnaQ-Fragment (-214 bis +912) aus E. [27]
coli MIIQ in Pstl- und Clal-Schnittstelle
pACYC177 3941 Amp"; Kan' New England
Biolabs,
Ipswich,
England
pHPHP177-01.1 4498 pACYC177 mit icd-Fragment aus E. coli WT (GK571) diese Arbeit
in BamHI- und EcoRV-Schnittstellen; Kan'
pHPHP177-02.1 4194 pACYC177 mit icd-Fragment aus E. coli WT (GK571) diese Arbeit
mittels Rolling Circle; Amp"
pHPAR177-01.1 5980 pACYC177 mit PacrAB::luc aus pPHB331 in Pstl- M. Sc. A.
Schnittstelle; Kan"; urspriinglich als pHPHP177-03.1 Reinhardt, 2014
geplant
pHPHP177-04.1 6196 PACYC177 mit PacrEF::luc aus pPHB333 in Pstl- diese Arbeit
Schnittstelle, Kan"
pHPHP177-05.1 5649 luc ohne Promotor nach SSM-PCR von pHPAR177- diese Arbeit
01.1; Kan'
pKD4 3267 Amp’, Kan' [182]
pKD46 6329 Amp'"; repA101-ts; araC-Parab; A-Red [182]
Rekombinasesystem (gam, bet, exo)
pACBSCE ca. 5500 Clm", I-Scel, A-Red Rekombinasesystem (gam, bet, [183]
exo)
pUC18 2686 Amp", lacZa Invitrogen™,
Karlsruhe
pHPNE18-01 3373 pUC18::gnrB1; gnrB1 aus GK 3110; Amp’ [18]
pHPNE18-01.1 3353 pUC18::gnrB1AlacZ; lacZ deletiert; Amp" [18]
pUC19 2686 Amp", lacZa Invitrogen™,
Karlsruhe
pHPNE19-02 3598 pUC19::gnrA1; gnrA1 aus pMG252, mit eigenem [18]
Promotor kloniert; Amp"
pHPNE19-02.1 3375 pUC19::gnrA1AlacZ; lacZ deletiert; Amp" [18]
pHPNE19-03.1 3326 pUC19::gnrS1AlacZ; lacZ deletiert; gnrS1 aus pINF5; [18]
Amp’
pHPPH19-01.1 3440 pUC19::gnrD; gnrD aus p2007057; Amp" M.Sc. P. HEBEL
2012
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pHPPH19-02.1 3449 pUC19::qnrC; gnrC aus pHS11; Amp’ M.Sc. P. HEBEL
2012
pDOC-K 7233 Amp', Kan', sacB, FRT sites [183]
pHPHPDOC-01.1 8613 pDOCK mit zwei icd-Fragmenten aus E. coli MIl Aicd diese Arbeit
7 bp (icd +587 bis +1385 in Hindlll und BamH]I-
Schnittstellen upstream Kan", icd +1306 bis +1966 in
Xhol und Nhel-Schnittstellen downstream Kan")
pBP591 9013 Gen'’, Ami", Kan', Mob*, Tra", pbla-marR HULLEN & HEISIG

1998, [130]

2.1.10 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen bezogen

oder wurden im Arbeitskreis synthetisiert. Selbst konstruierte Oligonukleotide wurden in der

Regel nach einheitlichen Nomenklatur-Regeln benannt: (1) Bezeichnung des zur Bindungsstelle

nachstgelegenen Gens, (ll) Position der Bindung, berechnet ausgehend vom Start des Struk-

turgens und (lll) ,,fw” fir Bindung am Antisense-Strang oder ,rv” fiir Bindung am Sensestrang.

Aus der Differenz der Bindungspositionen lasst sich die FragmentgroRe berechnen.

Tabelle 2-10  Oligonukleotide fiir real time quantitative PCR sdiA

Verwendung Bezeichnung Sequenz (5‘-3) Referenz

sdiA sdiA_[GK571_RT-PCR_5-1]_+480 AAGTCTGATGGCTCTGATGC diese Arbeit

sdiA sdiA_[GK571_RT-PCR_3-1] +575 TGCTGATGTCTTACCTTCCG diese Arbeit

Haushaltsgen cysG_+932_fw-RT GCGAAGAGCTGGAAACACTGTG [5]

Haushaltsgen cysG_+1019_rv-RT GAATAGGCAGAGCAACCAGAAGC [5]

Tabelle 2-11  Oligonukleotide fiir weitere Fragestellungen mit sdiA

Verwendung Bezeichnung Sequenz (5 - 3Y) Referenz

Nachweis sdiA_[sdiA 5-1]_5‘_-438_EcoK12 AAGTCCTGAACACCATCC diese Arbeit

Nachweis sdiA_[sdiA 3-1]_3’_+848_EcoK12 GGTTTCGTCTTCGATCAG diese Arbeit

Nachweis sdiA_[sdiA-3-1]_3‘_+350_EcoK12 AATACTGAGTGACACCGC diese Arbeit

Cycle-Sequencing sdiA_[sdiA 5-1]_5’_+350_EcoK12 GCGGTGTCACTCAGTATT diese Arbeit

Pyrosequenzierung  sdiA_[5-1] 5 +516_WT AGTGATGACGCCAGAGATGA diese Arbeit
sdiA_[sdiA-5-1]_5‘_+517_EcoK12 GTGATGACGCCAGAGATGAA diese Arbeit
sdiA_[3-1]_3‘_+673_EcoK12 biotin = Biotin*GCAACCTGGGTCTTATTT  diese Arbeit

GG

DIG-Sonde sdiA_5-1 +266_fw GTCAGGGCCATTTAATGTGG diese Arbeit
sdiA_3-1 _+419 rv AAGAATGGGTATTTCGCGCG diese Arbeit
sdiA_[sdiA 5-1] 5‘ +295 EcoK12 TTATTCAGCGAAGCACAGCC diese Arbeit
sdiA_[sdiA 3-1] _3‘ +673_EcoK12 GCAACCTGGGTCTTATTTGG diese Arbeit
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Tabelle 2-12  Oligonukleotide zur QRDR-Sequenzierung der Gyrase und Topoisomerase IV
und zur Detektion einer marR-Deletion in E. coli
Verwendung Bezeichnung Sequenz (5‘-3) Referenz
Nachweis gyrA3-1 GGAATTTTGGTTGGCATGACGTCCGGA A. Schnasse
Nachweis gyrA5-1 CCGAATTCGGGATACAGTAGAGGGATAGC  A.Schnasse
Nachweis parC_[parCS]_5'_+138 GTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTG [168]
Nachweis parc_[parC U]_3'_+373 ACCGGGATTCGGTGTAACGCATTGC [168]
Nachweis parC_[parC5-1]_5'_-26 GCGAATAAGTTGAGGAATCAG [168]
Nachweis parc_[parC3-1]_3'_+392 AGCTCGGAATATTTCGACAAC [168]
Nachweis parC_[parC6/PC6]_5'_-168 CAGCAAAGAGTTGTATATCAAGGC [168]
Nachweis parc_[parC5/PC5]_3'_+773 GGCAATGCGCTGATAACCACCG [168]
Nachweis gyrB_[gyrB7]_5' +1059 EcoK12 GAACGAACTGCTGGCAGAATACC [168]
Nachweis gyrB_[gyrB8]_3' +1846 EcoK12 TCAACGTCGGCTGATAGATAAGC [168]
Nachweis parE_[PARET]_5'_+1189_EcoK1l TTGCCTGGCAAACTGGCTGATTGT [168]
2
Nachweis parE_[parE RT ACGTTCGGCTTGCCTTTCTTG [168]
1679R]_3'_+1679_EcoK12
Nachweis marR_+7_for AGTACCAGCGATCTGTTCAA A. Schnasse
Nachweis marA_+42_rev ATGAATGGTAATAGCGTCAGT A. Schnasse
Nachweis marR_-101_for CCGATTTAGCAAAACGTGGCATC A. Schnasse
Tabelle 2-13  Oligonukleotide fiir Klonierungen mit icd
Verwendung Bezeichnung Sequenz (5 - 3Y) Referenz
Rolling Circle icd_[5-1]_-261_pACYC177Amp TCCGCTAGCGCTGAGGTCTGCCT  diese Arbeit
pHPHP177-02.1 CGTGAAGAAGGTGTTGCAGCTG
AATCGCTTAACCTGG
icd_[3-1]_+1398_pACYC177Amp GATGCGGTTAGCTTTTACCCCTG  diese Arbeit
CATCTTTGAGCGCTGAGGTGATC
GTGGTAAAGACTGG
pACYC177::icdA_[5-1]_keinKanR TGTTTTGATATCTACGATAATCCA  diese Arbeit
GTCTTTACCACGATCACCTCAGC
GCTCAAAGATGC
pACYC177::icdA_[3-1]_keinKanR AAACTTCTTTTAGAAATCACCAG diese Arbeit
GTTAAGCGATTCAGCTGCAACAC
CTTCTTCACGAGGC
Sequenzierung pHPHP177_02_I|_fw_sequenz ACATATTCTGCTGACGCACC diese Arbeit
pHPHP177-02.1 pHPHP177-02_| _rv_sequenz TCTACACCGATTCCATCACC diese Arbeit
pHPHP177-02_ll_fw_sequenz GTTCAGAGTTTGGTGATGCG diese Arbeit
pHPHP177-02_1l_rv_sequenz TTCAGCTTTGCTTCCTGTCG diese Arbeit
Klonierung icd_[5-1] -261_CFT073_BamHlI TAGCAGTGGGATCCAGCTGAATC diese Arbeit
pHPHP177-01.1 GCTTAACCTGG
icd_[3-1]_+1398_CFT073_Eco31l GCTGATACCGCGAGACCTGATCG  diese Arbeit
TGGTAAAGACTGG
Klonierung icdA_[5_1]_+581_p_docK ACAGGGTAATCGATGAATTCAAG diese Arbeit
pHPHPDOC- CTTGGATCCCGGGTACCGCGGTA
01.1 Gene TCGGTATTAAGCCG
Doctoring icdA_[3_1] +1618 p_docK TCATTACCCTGTTATCCCTACTAG  diese Arbeit
TCGACGCTAGCATATGCGTCACA
CTACCTCTCAAGC
p-docK_SOEing_5_1 CTGGTCTCCTCTGTTTGCTTGAGA diese Arbeit

GGTAGTGTGACGCATATGCTAGC
GTCGACTAGTAGG
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p-docK_SOEing_3_1 GTTTGGTGCCTTCTTCCGAACAC  diese Arbeit
GGCTTAATACCGATACCGCGGTA
CCCGGGATCCAAGC
icd_5_587_CFT073_Klonierung_pdoc ATCGATGAATTCAAGCTTTCGGT  diese Arbeit
K_EcoRI_Hindlll ATTAAGCCGTGTTCG
icdA_3_1385_CFT073_pDocK_Klonie = CCGGGATCCTGGTAAAGACTGG diese Arbeit
rung_BamHI ATTATCG
icdA_5_+1386_CFT073_pDocK_Kloni ~ TATCTCGAGCTCCGATCATCATTG diese Arbeit
erung_Xhol TATCGGTCG
icdA_3_1966_CFT073_pDocK_Klonie  CGACGCTAGCATATCCGCCAGGA diese Arbeit
rung_Nhel TTTAACCCAGC
Klonierung blap_acrA_luc_fw_5648 pACYC177_ ATGTTTTTGGCGTCTTCCATCAGC diese Arbeit
pHPHP177-05.1 rolling_circle AATGGCAACAACGTTGCG
blao_acrA_luc_rw_5619 pACYC177_ TGCCATTGCTGATGGAAGACGCC diese Arbeit
rolling_circle AAAAACATAAAGAAAGGC
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Tabelle 2-14  Primer zur ortsspezifischen Mutagenese nach Datsenko und Wanner [182]
Verwendung Bezeichnung Sequenz (5‘-3) Referenz
SOEing-PCR icdA_[5-1]_Klonierung fw TAGCAGTGGGATCCAGCTGAATC diese Arbeit

GCTTAACCTGG
icdA_[5-1]_+581 GCGGTATCGGTATTAAGCCG diese Arbeit
icdA_[3-1]_+1618 CGTCACACTACCTCTCAAGC diese Arbeit
pKD4_[5-1] _+3266_SOE_icdA GCTGCGATAATCCAGTCTTTACC diese Arbeit
ACGATCAGCAGATTGCAGCATTA
CACG
icdA_[3-1]_+1391_SOE_vor_Kan TCGCTCAAGACGTGTAATGCTGC diese Arbeit
AATCTGCTGATCGTGGTAAAGAC
TGG
icdA_[5-1]_+1362_SOE_nach_Kan AACTAAGGAGGATATTCATATGG diese Arbeit
ACCATGGGCTGCGATAATCCAGT
CTTTACC
icdA_[5-1]_+1400_SOE_nach_Kan AACTAAGGAGGATATTCATATGG diese Arbeit
ACCATGGTCGGTCGGTCATTTTT
CTGG
pKD4_[3-1]_+1514_SOE_icdA GGTCATAAATCCAGAAAAATGAC diese Arbeit
CGACCGACCATGGTCCATATGAA
TATCCTCC

Tabelle 2-15 Oligonukleotide zum Nachweis von Aicd 7 bp
Verwendung Bezeichnung Sequenz (5‘-3) Referenz
Sequenzierung icd_[5-1]_-565_CFT073 (fw 0) TTAAGGTTAGGCCATTGGGC  diese Arbeit
Sequenzierung icd_[5-1]_-306_CFT073 (fw 1) ATTGAACAGGATCACACGCG  diese Arbeit
Sequenzierung icd_[3-1]_+119_CFTO073 (rv 1a) TCTACACCGATTCCATCACC diese Arbeit
Sequenzierung icd_[3-1]_+602_CFT073 (rv 1b) CACGGCTTAATACCGATACC diese Arbeit
Sequenzierung icd_[3-1]_+934_CFT073 (rv 1c) CGTCAGAAATGTAGTCACCG  diese Arbeit
Nachweis Aicd 7 bp  icd_[5-1]_+491_CFT073 (fw 2) AATGGAAAGCAGACTCTGC diese Arbeit
Sequenzierung icd_[3-1]_+1398_CFT073 (rv 2) TGATCGTGGTAAAGACTGG diese Arbeit
Nachweis Aicd 7 bp  icd_[3-1]_+353(+838!)_CFT073 (rv 2a) CGTCTTTAATGACGATCTC diese Arbeit
Nachweis Aicd 7 bp  icdA_[5-1]_+800_Deletion AAAACCCGAATACCGGCACG  diese Arbeit
Nachweis Aicd 7 bp  icdA_[3-1]_+1691_Deletion GTCATAGGTTACGGTCTTGG  diese Arbeit
Sequenzierung icdA_fw_3131_CFT073 AATGTGCAACATGTCGTCCC diese Arbeit
Sequenzierung icdA_rv_3583_CFT073 TAAGACCCAACTCCTATCGG diese Arbeit
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2.1.11 GroRenstandards fiir DNA-Gele

Tabelle 2-16  Ubersicht der Verwendeten GroRenstandards fiir DNA-Gele
Name Hersteller
100 bp DNA Ladder RTU (Ready-to-Use) GeneDirex
100bp DNA Ladder Promega
1kb DNA Ladder RTU (Ready-to-Use) GeneDirex
2-log DNA Ladder NEB

FastRuler™ High Range DNA Ladder, ready-to-use

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

MassRuler™ High Range DNA Ladder, ready-to-use

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

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

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

O’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

O'GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, ready-to-
use

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Quick Load 100bp DNA Ladder

NEB

Quick Load 1kb DNA Ladder

NEB
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Mikrobiologie — Arbeiten mit Bakterien

Bei mikrobiologischen Tatigkeiten ist es essentiell, dass stets mit sterilen Materialien und
Nahrlosungen gearbeitet wurde. Mindestens in unmittelbarer Nahe zu einer Bunsenbrenner-

flamme wurde gearbeitet, um alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen durchzufiihren.

2.2.1.1 Picken von Kolonien, Uberimpfen, Dreiésenausstrich

Unter sterilen Bedingungen wurden Kolonien von Nahrboden gepickt. Meist wurden diese Kul-
turen am Tag zuvor ausgestrichen. Als Werkzeug wurden sterile Glasstdbe oder sterile Pipet-
tenspitzen verwendet, um die Kolonie aufzunehmen. Wurde gewiinscht, dass die gepickte Ko-
lonie auf einen neuen Nahrboden lberimpft wurde, so wurde mittels des Prinzips des Dreio-
senausstrichs (Abbildung 2-1) vorgegangen [184] oder nur mit der Spitze des Glasstabs oder

der Pipettenspitze der frische Nahrboden berihrt.

Auskiililung der Inpfose

Abbildung 2-1 Dreiosenausstrich [184]

Die einzelnen Ausstriche wurden mit jeweils neuen, sterilen Glasstaben vorgenommen. Die Technik
dient primar dem Vereinzeln von Kolonien

Wurde ein Beimpfen eines fliissigen Nahrmediums notwendig, so konnte das durch Eintau-
chen des Glasstabs oder der Pipettenspitze in das Medium erfolgen. Hierbei wurde das Werk-
zeug leicht hin und her bewegt. Auch war denkbar eine fllssige Kultur mit der Pipette aufzu-
nehmen und in ein neues flissiges Medium das aufgenommene Medium wieder abzugeben.

Hierbei wurde vermieden, dass die Pipettenspitze mit dem neuen Medium in Kontakt kam.
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2.2.1.2 50er Platte

In der Arbeitsgruppe wurde eine Schablone verwendet, um eine Beimpfung von 50 Kolonien
auf einer Agarplatte durchzufiihren. Die Schablone wurde unter die mit Agar gefiillte

Plattenhalfte positioniert und als Orientierung verwendet (Abbildung 2-2).

14 15 16 17 18
22 23 24 25 26
30 31 32 33 34
38 39 40 41 42 4
45 46 47 48

Abbildung 2-2 Schema 50er-Platte (eigene Darstellung)

2.2.13 Herstellung und Verwendung von Dauerkulturen

Sollten Kulturen dauerhaft konserviert werden, so wurde eine Glycerinkultur angelegt. Hierbei
ist zu beachten, dass ein Frostschutzmittel (Glycerin) hinzugegeben wurde, damit Eiskristalle
nicht die Zellwand der Bakterien zerstorten. In Cryorohrchen wurden auf Glasbastelperlen
Bakterien aufbewahrt, die auf den Perlen einen diinnen Biofilm ausbildeten. Um eine Glyce-
rinkultur herzustellen war es notwendig die gewiinschte Kolonie mit einem sterilen Gegen-
stand (Glasstab oder Pipettenspitze) vom Nahrboden aufzunehmen und in das vorbereitete
Cryorohrchen zu transferieren. Die Kultur wurde fiir mindestens 30 min stehen gelassen, da-
mit sich die Bakterien im Medium auf die Glasperlen absetzen konnten und dort einen Biofilm
bildeten. Uberstehende Kulturldsung wurde mit einer Pipette abgenommen, und das Réhr-
chen wurde verschlossen bei -80° C eingefroren. Um die eingefrorene Kultur wieder zu kulti-
vieren wurde die Glycerinkultur aus dem Gefrierschrank entnommen, gedffnet und mit einer
sterilen Impfose oder mit einem sterilen Platendraht wurde eine Glasperle aus der Kultur ent-
nommen und auf einem Nahrboden ausgestrichen. Statt in Cryoréhrchen wurden Dauerkultu-
ren auch in Mikrotiterplatten angelegt, und die Kavitdaten der Platte dicht mit Parafilm und

Klebeband verschlossen.
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2214 Stammbhaltung

Aus einer Glycerinkultur wurde eine Glasperle mit einer sterilen Einmalimpfése oder mit einer
abgeflammten Platinimpfose auf einer Agarplatte ohne Selektionsmedium durch einen Drei6-
senausstrich ausgestrichen und bei 30 °C oder 37 °C lber im Nacht im Brutschrank inkubiert.
Nach 18-24 h wurde die bewachsene Platte aus dem Brutschrank entnommen und gegebe-
nenfalls wurde eine einzelne Kolonie ausgeeinzelt oder auf einer Agarplatte mit einem Selek-
tionsantibiotikum ausgestrichen und erneut inkubiert. Die Platten wurden bei 4 °C flir h6chs-

tens 8 Wochen aufbewahrt und nachfolgend verworfen.

2.2.15 Agarplatten und Medienherstellung

Zur Herstellung wurden die Bedingungen des Herstellers befolgt.

2.2.1.6 Herstellung von Ubernachtkulturen

Ubernachtkulturen (UNK) wurden abends angesetzt, iber Nacht inkubiert und am
nachfolgenden Tag verwendet. In dieser Arbeit ist unter UNK eine Kultur gemeint, die in 3 mL
LB-Medium mit einem Aluminiumdeckel verschlossen inkubiert wurde. Jeweils wurde mit
einer Kolonie eines Bakteriums die UNK beimpft. Uber Nacht wurde im Schiittelinkubator bei

37° Cinkubiert und eine Schuttelfrequenz von 130 U/ min verwendet.

2.2.1.7 Herstellung von Calciumchlorid-kompetenten E. coli Zellen

Grundlage fiir diese Methode sind die Arbeiten aus 1977 von MORRISON [185] und aus 1983
von HANNAHAN [186]. Fir diese Methode war eine allgemeine Angabe zur erforderlichen
Menge an kompetenten Zellen vorher erforderlich, um das Volumen der Ubernachtkultur ab-
zuschatzen: Um 2,5 mL kompetente Zellen herzustellen, wurde 1 mL UNK benétigt. Pro Trans-
formationsansatz bzw. Kontrolle mit Calciumchlorid-kompetenten Zellen wurden 200 plL kom-
petente Zellen verwendet. Von einer Ubernachtkultur, die méglichst von einer frisch ausge-
strichenen Platte stammte, wurde eine 1:100 Verdiinnung in LB-Medium angesetzt. So wur-
den in einem Erlenmeyerkolben mit 250 ml bis 300 ml Volumen 49,5 ml LB-Medium vorgelegt
und mit 0,5 ml der Ubernachtkultur beimpft. Das Volumen des Erlenmeyerkolbens sollte we-

nigstens das Flinffache des Volumens an Medium betragen. Die Verdiinnung wurde bei 37°C
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bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase bei 130 rpm geschuttelt. Fir
den E. coli-Stamm JM109 lag die exponentielle Wachstumsphase bei einer ODsgo von ca. 0,5
vor. Diese punktliche Ernte der Zellen bei dieser OD war wichtig, denn hohere ODs fihrten zu
einer geringeren Kompetenz der Zellen. Alle folgenden Schritte werden auf Eis bzw., bei 4°C
durchgefiihrt. Die Kultur wurde in eiskalte vorgekihlte Falcons gefillt und 10 Minuten auf Eis
gestellt, um die Kulturen auf 0°C abzukihlen und das Wachstum zu verlangsamen. Nach dem
Abkihlen wurde die Kultur bei 3000 g (gemafl SamBroOK [187]) und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Falcon auf den Kopf gestellt, bis sdmtliche Flissigkeit
ausgelaufen war, so dass nur ein Zellpellet ibrig war. Das Zellpellet wurde in einem Zehntel
des Ausgangsvolumens mit eiskaltem TFB1 durch Vortexen auf niedriger Stufe resuspendiert.
Das Falcon wurde wieder 10 min auf Eis gestellt und anschlieRend fiir 15 min bei 3000 g und
4 °C zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand verworfen und das Pellet wurde mit TFB2-Puf-
fer in 1/40 des Ausgangsvolumens resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. AnschlieRBend
wurde die Suspension zu 200 ul in vorgekiihlte 0,5 ml-Reaktionsgefalie verteilt und bei -80 °C
eingefroren. Der Puffer war vor der ersten Verwendung zu autoklavieren und danach bei 8 °C

zu lagern.

Tabelle 2-17 TFB1 100ml Ansatz

Reagenz Volumen / Einwaage
Kaliumacetat 0,5g

MgCl, 1lg

KCl 0,758

CaCl, 1,6 ml

Glycerin 87 % 17 ml

H,0 ad 100 ml

auf pH 5,8 einstellen

Tabelle 2-18 Zusammensetzung TFB2 50 ml Ansatz

Reagenz Volumen / Einwaage
MOPS 01lg

CaCly 3,8ml (1 M)

KCl 0,0375g

Glycerin 87 % 8,5 ml

H.0 ad 50 ml
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2.2.1.8 Transformation von Plasmid-DNA in Calciumchlorid-kompetente
E. coli Zellen, Transformation nach HANNAHAN, Hitzeschock-Methode

Flr die Transformation nach Hitzeschock-Methode, wurden die mittels CaCl,-Methode herge-
stellten, chemisch kompetenten Zellen (vergleiche 2.2.1.7) verwendet [186], [187]. Ein Aliquot
der kompetenten Zellen wurde aufgetaut und wurden 50 bis 100 ng an Plasmid-DNA wurden
hinzugefiigt. AnschlieBend folgte eine Inkubation von 30 bis 120 min. Negativ geladene DNA
nadherte sich den positiv geladenen Calciumionen in der Zellmembran an. Nach der Inkubation
auf Eis wurde flir einen Hitzeschritt fiir 2 min bei 42 °C durchgefiihrt. Danach wurde bis zum
nachsten Schritt auf Eis gelagert. Der Transformationsansatz wurde in 1 ml SOC-Medium pi-
pettiert und fiir 45 min bei 37 °C und 130 rpm inkubiert. Bei diesem Schritt hatte der Transfor-
mand nun die Zeit das aufgenommene Plasmid zu vervielfdltigen und durch Proteinbiosyn-
these mogliche Resistenzfaktoren auszubilden. Von dieser Zellsuspension wurden 25 bis 150 pl
auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und liber Nacht bei 37 °C inkubiert. Pa-
rallel wurde durch Transformation mit pBR322 oder pUC19 die Transformationskompetenz
der Zellen bestimmt. Ein Ausstreichen auf antibiotikafreiem LB-Agar war eine Kontrolle fir die
Lebensfahigkeit der Zellen. Auch wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen nicht mit Plasmid-
DNA behandelt und als Kontrolle der Selektivitdt verwendet. Ein weiteres Aliquot wurde zur

Bestimmung der Lebenskeimzahl verwendet (siehe 2.2.1.13).

2.2.1.8.1 Ubersicht der Kontrollen

Eine KBE-Bestimmung der kompetenten Zellen ohne Antibiotikum (siehe 2.2.1.13) wurde zur
Uberpriifung durchgefiihrt, ob die Zellen lebensfihig sind. Die KBE-Bestimmung der kompe-
tenten Zellen mit Antibiotikum, zur Priifung, ob die Agarplatten intakt, bzw. die kompetenten
Zellen nicht mit resistenten Bakterien kontaminiert sind. Ausplattieren des SOC-Mediums auf
Platten ohne Antibiotikum zur Prifung auf Kontamination. Kompetente Zellen + linearisiertes
Plasmid zur Priifung der Vollstédndigkeit der Restriktion und Priifung, ob das Plasmid religieren
kann. Kompetente Zellen + Ausgangsplasmid zur Berechnung der Transformationseffizienz auf

Antibiotika-haltigem Agar-Platten.
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2.2.1.8.2 Transformationseffizienz

Ein MaR fiur die Effizienz mit der sich ein Plasmid transformieren lasst, wird durch die Trans-

formationseffizienz ausgedriickt, welche durch (Gl. 1) definiert werden kann:

. L. Anzahl der Transformanden
Transformationseffizienz = - (Gl. 1)
ug eingesetzte DNA

2.2.1.9 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Aus einer UNK wurde eine 1:100 Verdiinnung in 50 ml SOB-Medium angefertigt und diese bei
37 °Cund 130 rpm bis zu einer ODgoo von 0,5 bis 0,6 inkubiert. Die Kultur wurde geerntet und
in vorgekuihlte Falcons liberflihrt. AnschlieBend wurde die Kultur 30 min auf Eis gelagert, bevor
Sie fiir 12 min bei 5500 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Nach diesem Schritt wurde der Uber-
stand verworfen und das verbliebene Pellet wurde mit einem Zehntel des Ausgangsvolumens
mit sterilem, eiskaltem dH,O resuspendiert. AnschlieBend wurde erneut fir 12 min bei
5500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und mit 1/25 des Ausgangs-
volumens mit sterilem, eiskaltem dH.O versetzt, um das Pellet zu resuspendieren. Erneut
wurde fiir 12 min bei 5500 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser
Schritt war zu wiederholen. Der verbliebende Pellet wurde in einem Hundertstel des Aus-
gangsvolumens versetzt und resuspendiert. Die Suspension wurde zu 50 pl aliquotiert und bis
zur weiteren Benutzung auf Eis gelagert. Bei der finalen Aufnahme des Pellets in dH20 konnte
zusatzlich 15%ig Glycerin zugegeben werden, wenn die Zellen bei 80 °C zur weiteren Verwen-
dung gelagert werden sollten. Nach diesen Schritten lag eine weitgehend salzfreie Suspension

vor, da sonst Kurzschllisse bei der Elektroporation auftreten konnten.

2.2.1.10 Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetenten Zellen

10 bis 50 ng an Plasmid-DNA wurden mit einem Aliquot elektrokompetenter Zellen versetzt
und 10 min auf Eis inkubiert. In vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (2 mm Elektrodenab-
stand) wurde der Ansatz Gberfiihrt. Die Elektroporationskivetten wurden maximal 2 x nach

Reinigung und Autoklavieren wiederverwendet. Fiir 4 bis 5 ms wurde eine eingestellte Span-
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nung von 2,5 kV fiir die Elektroporation verwendet. Weitere Einstellungen waren eine elektri-
sche Kapazitat von 25 pF und einen Widerstand von 200 Q. Die Suspension wurde in der Elekt-
roporationskivette mit 1 ml SOC-Medium versetzt und auf- und ab pipettiert. Anschlieend
wurde das gemischte Medium in ein steriles Reagenzglas tiberfiihrt und 30 bis 45 min bei per-
missiver Temperatur inkubiert. Verschiedene Volumina wurden auf antibiotikahaltigem LB-

Agar ausgestrichen.

2.2.1.11 Plasmid Curing

Unter Ausnutzung der Eigenschaft, dass die verwendeten E. coli-Stdmme mit einem isogenen
Stammhintergrund zu E. coli WT (GK571) nach mehreren Wachstumszyklen dazu tendieren
spatere Bakteriengenerationen hervorbringen, die nicht mehr tGber die Plasmide verfligen, lie-
Ren sich Stamme selektieren, die nicht mehr das Plasmid der Parentalgeneration enthielten
(vergleiche Kapitel 4.3.2). Fir diese Arbeit wurden Stamme mit Plasmiden, die auf dem Klonie-
rungsvektor pUC19, bzw. pUC18 aufbauten, tGber drei Passagen auf LB-Agarplatten ausgestri-
chen. Die Klonierungsvektoren pUC19 und pUC18 vermitteln tGber eine TEM-1 Betalactamase
eine Resistenz gegenliber Betalactam-Antibiotika, wie z.B.: Ampicillin. Nach drei Passagen war
kein Wachstum mehr auf Selektiv-Agarplatten mit Ampicillin méglich. So konnte aus E. coli-
Stamm MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 der E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp erhalten werden, der noch
Aicd 7 bp enthielt, aber nicht mehr auf Selektiv-Agarplatten mit Ampicillin angezogen werden

konnte, da das Plasmid nicht mehr vorhanden war.

2.2.1.12 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

2.2.1.12.1 Mikrodilutionsverfahren (Bouillondilutionsverfahren)

Beim Mikrodilutionsverfahren wurde eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen verwendet.
Hier wurde die Substanz als geometrische Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 2 in Mdiller-Hin-
ton-Bouillon eingebracht. Jeweils 50 pL wurden in jede Vertiefung pipettiert. Als Lebendkon-
trolle wurde fiir jedes Bakterium noch eine Kavitat allein mit Bouillon gefullt.

Von einer frischen UNK, unabhingig ob Fliissigkultur oder Agar-Nihrboden wird auf eine
optische Dichte (McFarland 0,5) eine eingestellte Bakteriensuspension in isotonischer
Kochsalz erzeugt. Dafiir wird die Kultur unter sterilen Bedingungen in eine 0,9%ige (m/V)

Natriumchlorid-Loésung (NaCl) eingebracht, mittels Vortexen suspendiert und dannzu 1 mLim
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Photometer vermessen. Ein McFarland-Standard von 0,5 bedeutet, dass eine Konzentration
von ca. 108 KBE/mL vorliegt [188]. Statt mit dem Photometer kann der McFarland-Standard
0,5 auch Uber eine gesattigte BaSO4 Loésung durch ein Suspendieren der Bakterienkultur in
isotonischer Kochsalzlésung erreicht werden. 50 plL dieser Suspension wurden mit 4,95 mL
MH-Medium versetzt und jeweils 50 puL davon wurden in die Kavitdten pipettiert. Durch die
weitere Verdiinnung wurde eine Konzentration von ca. 10°-Bakterienzellen erhalten und
musste zeitnah innerhalb von ca. 30 min zum Beimpfen der Mikrotiterplatte verwendet
werden. Neben der Lebenskontrolle durch die Kavitdat ohne Substanz war es auch notwendig
eine Wachstumskontrolle in Form eines bereits charakterisierten Stammes mitzufiihren. Zu
den bereits vorliegenden 50 uL wurden in die Kavitaten 50 pL der eingestellten
Bakteriensuspension gegeben. Hierbei war im Voraus zu beachten, dass die vorliegende
Antibiotikakonzentration doppelt so hoch gewahlt wird, wie sie zum Schluss gewlinscht war.
Durch die 1:1-Verdiinnung stellte sich nach dem Beladen der Mikrotiterplatte die gewlinschte
Antibiotikakonzentration ein. Die beimpften Mikrotierplatten wurden mit einer Klebefolie
steril verschlossen oder durch eine an der Unterseite desinfizierten Mikrotiterplatte
abgedeckt, und bei 37° C im Brutschrank fiir 18 h bis 24 h inkubiert. Nach friihestens 18 h
wurden die Platten aus dem Brutschrank entnommen und ausgewertet. Als minimale

Hemmbkonzentration wurde die Vertiefung angesehen, die kein Wachstum mehr zeigte.

2.2.1.12.2 Feinbestimmung

Bei der Feinbestimmung wurde dhnlich zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
durch das Mikrodilutionsverfahren (2.2.1.12.1) vorgegangen. Der einzige Unterschied lag da-
rin, dass statt einer geometrischen Verdiinnungsreihe der zu untersuchenden Substanz bei
diesem Verfahren in konstanten Abstanden die Konzentration des Antibiotikums erhéht
wurde. So konnte eine genaue Konzentration ermittelt werden, die zur Hemmung des Bakte-
rienwachstums fuhrt. Besonders fir die Vorbereitung der Selektionsversuche in Abschnitt 3

wurde dieses Verfahren eingesetzt.

2.2.1.12.3 Agardilutionsverfahren

Eine Kolonie wurde von einer Agaroseplatte mit einem sterilen Glasstab gepickt und eine Ka-

vitat einer 96er Mikrotiterplatte Uberfihrt. Die Halfte der Kavitaten der Mikrotiterplatte

75



Material und Methoden

wurde zuvor mit 100 pul MH-Bouillon gefiillt. Die fertig beimpfte Mikrotiterplatte wurde fir
18 h bei 37°C im Brutschrank zur Inkubation gelagert. Bei den weiteren Schritten wurde ein
48-zahniger Replikator verwendet, welcher eine gleichzeitige Bearbeitung von 48 Kulturen er-
moglichte. Zum Sterilisieren wurde der Replikator in reinen Ethanol gestellt und kurz hin und
her bewegt. AnschlieRend wurde an einer Flamme das anhaftende Ethanol entziindet. Am
nachsten Tag wurde die zweite Halfte der Mikrotiterplatte mit 100 ul 0,9iger NaCl-Losung ge-
flllt und ein steriler Replikator wurde kurz in die bewachsene Kultur getaucht und dann direkt
in die NaCl-Losung gesenkt. Am Replikator haftete an jedem Zahn jeweils ca. 1 ul der gewach-
senen Kultur. Nach kurzem schiitteln des Replikators wurde dieser angehoben. In der Kavitat
mit Kochsalz lag nun eine ca. 1:100 Verdinnung der Kultur vor. Der Replikator wurde erneut
sterilisiert, dann wieder in die Kochsalzlosung gestellt, und anschlieRend wurden die verschie-
denen LB-Agarplatten mit den unterschiedlichen Konzentrationen beimpft. Nach Inkubation
Uber Nacht und bei 37 °C wurde am folgenden Tag die minimale Hemmkonzentration ermit-
telt. Auch hier galt, dass als minimale Hemmkonzentration die Vertiefung gewahlt wurde, bzw.
die Konzentration gewahlt, die kein Wachstum mehr zeigte. Zu beachten war, dass diese Me-

thode Schwankungen unterlag und um eine MHK-Stufe das Ergebnis schwanken konnte.

2.2.1.13 Bestimmung der Keimzahl

2.2.1.13.1 Photometrische Néherung

Die optische Dichte wurde bei 600 nm gemessen. Nach McFARLAND entsprach eine ODegoo nm
0,25 circa 3 - 108 Bakterienzellen/ml und eine ODsoonm 0,5 entsprach circa 6 108 Bakterienzel-
len/ml [188]. Diese Methode lieferte eine grobe Orientierung, zusatzlich war zu beachten, dass
der lineare Messbereich eines Photometers aufgrund des Lambert Beer’schen Gesetzes be-

grenzt war und bei einer Messung der optischen Dichte auch tote Keime erfasst wurden.

2.2.1.13.2 Bestimmung der Lebendkeimzahl (KBE, Kolonie bildenden Einheiten)

Eine geometrische Verdiinnungsreihe wurde hergestellt, in der die Probe stufenweise 1:10 bis
zu einer Verdiinnung von 107 verdiinnt wurde. Einer Bakteriensuspension wurden 500 pl ent-
nommen und mit 4,5 ml isotonischer Kochsalzlosung durch leichtes Vortexen vermischt. Das

war die erste Verdiinnungsstufe mit 10" Dieser Vorgang wurde nun wiederholt, um eine Ver-
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diinnung von 107 zu erhalten. Dieses Vorgehen wurde fortgefihrt bis samtliche Verdiinnungs-
stufen erhalten wurden. AnschlieBend wurden auf LB-Agar-Platten 50 ul der Verdiinnungen
102 bis 10° mit einem sterilen Glasstab ausgestrichen. Die Platten wurden tber Nacht bei
37 °Cim Brutschrank inkubiert und am folgenden Tag wurden die gewachsenen Kolonien aus-
gezahlt. Die Verdinnungsstufe bei der noch die einzelnen Kolonien zu erkennen waren, wurde

zur Berechnung der KBE herangezogen. Die KBE berechnete sich nach (Gl. 2) [187].

KBE Anzahl der Kolonien
ml  Verdimnungstufe x auf getragenes Volumen (ml)

(Gl. 2)

2.2.1.14 Bestimmung der Generationszeit

Zur Ermittlung der Generationszeit war fiir den zu untersuchenden Stamm eine UNK mit 3 ml
LB-Bouillon anzusetzen. Am folgenden Tag (nach ca. 12-18 h) wurde die UNK 1:100 in ein Ge-
samtvolumen von 100 ml LB-Medium verdiinnt. Die Suspension wurde bei 37 °C und 130 rpm
unter Schiitteln inkubiert. Alle 20 min oder 30 min wurde je ein Milliliter der Suspension ent-
nommen und photometrisch vermessen (ODssonm). Anhand der optischen Dichte wurden die
Verdinnung zur Bestimmung der Lebendkeimzahl (siehe Abschnitt 2.2.1.13) gewahlt. An-
schlieBend wurden die LB-Agarplatten bei 37°C flir 18 h inkubiert. Nach Auftragen des
log KBE/ml gegen die Zeit (t), lieR sich fir den Bereich der exponentiellen Wachstumsphase
eine Regressionsgerade berechnen und aus dem Anstieg der Regressionsgerade (m) lieR sich

die Generationszeit (g) nach (Gl. 3) ermitteln.

logKBE,, — logKBE,;\ !
t, —t
Generationszeit g = iogzl (Gl. 3)

2.2.1.15 Ciprofloxacin-Forwardassay
- In-vitro-Selektion resistenter Keime mit Hilfe von selektiven Agarplatten

Mit einer Kolonie einer frisch ausgestrichenen Kultur wurden 50 ml SOB-Medium beimpft und

zusitzlich wurde eine Ampicillin Konzentration von 100 pg/ml eingestellt. Als UNK wurde diese
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Kultur im Glaskolben bei 37 °C und 130 rpm fiir 18 h inkubiert. Die gewachsene Kultur wurde
in ein Falcon Uberfiihrt und fiir finf Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde in 2,5 ml wieder suspendiert. Auf diese 1:20 Einengung
wurde in den Wiederholungsversuchen verzichtet, da sich bedingt durch das SOB-Medium be-
reits hohe KBE ergaben. 50 ul dieser (1:20 eingeengten) Kultur wurde auf 8x MHK Ciprofloxacin
LB-Agar-Platten ausgestrichen. Nach 24 h und nach 48 h wurden die Kolonien gezahlt und ein-
zelne Kolonien auf neue 8x MHK Ciprofloxacin LB-Agar-Platten Gberimpft. Mittels einer Schab-
lone, die unter die Agarplatte beim Auftragen platziert wurde, konnten so 48 Kolonien auf ei-
ner Platte sortiert aufgetragen werden. Diese Platte wurde bei 37°C fiir 18 h im Brutschrank
inkubiert. Am Folgetag wurden die wieder gewachsenen Kolonien auf einzelnen Platten aus-
gestrichen, gleichzeitig wurden UNK Kulturen in 3 ml LB-Medium angesetzt, um am nichsten
Tag eine MHK-Bestimmung durchzufiihren. Auch bat sich an ein Agardilutionsverfahren durch-

zufiihren, um schnell viele Kolonien auf ihre MHK von Fluorchinolonen zu untersuchen.

2.2.1.16 Nummerierung der selektierten Mutanten

Die unterschiedlichen selektierten Mutanten wurden nummeriert. Zuerst wurde die Mutante
nach dem Ausgangsstamm benannt, beispielweise MIl pHPNE19-02.1. Je nach Position der
Mutante auf der 50er Platte (LB-Agarplatte mit einem Raster fiir 50 verschiedene Kolonien)
aus Schritt 4 in Tabelle 4-4 wurde die Mutante mit einer Zahl von 1-50 nummeriert
(M1l pHPNE19-02.1 Nr. 43). Da teilweise mehrere dieser 50er-Platten in einem Zwischenschritt
verwendet wurden, kam vor die Zahl eine zusatzliche rémische Zahl hinzu (z.B. MIl pHPNE19-
02.1 Nr.143). Nicht alle Mutanten auf den 50er-Platten wurden gesichert. Bei WT-K wurde
statt mit romischen Zahlen mit arabischen Zahlen nummeriert (z.B. WT-K pHPNE19-02.1 1
Nr. 2 45). Wurde eine Wiederholung des Selektionsversuchs durchgefiihrt, so wurde noch vor
die Nummerierung der 50er-Platte eine weitere Zahl eingefiigt (z.B. WT pHPNE19-02.1 1
Nr. | 2). Bei den Kontrollansatzen mit pUC19 wurde nur eine einzige 50er-Platte verwendet.
Bei WT, WT-K und MII wurden jeweils zwei Selektionsversuche durchgefiihrt. Bei Ml entfallt
die Nummerierung fiir den Selektionsversuch anders aus. Hier wurde in Klammern hinter die
Positionsnummer der 50er-Platte die Nummer des Selektionsversuchs aufgefiihrt. Im weiteren

Verlauf wurde auf diese Nummer bei Ml verzichtet. Daher fehlt hier die Nummerierung fiir
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verschiedene Selektionsversuche. Auch wurden diese Versuche nicht wiederholt, so dass sich

nur Nummerierungen mit einer Zahl von 1-50 ergeben (z.B. WT pUC19 Nr. 3).

2.2.1.17 Bestimmung der Mutationsfrequenz

Aufbauend auf der Methode der In-vitro-Selektion resistenter Keime in Kapitel 2.2.1.14,
konnte die Mutationsfrequenz bestimmt werden. Parallel zum Ausstreichen auf Antibio-
tikahaltigen LB-Agarplatten wurde eine KBE (siehe Kap. 2.2.1.9) der (eingeengten) Bakterien-
suspension bestimmt. Nach der ersten Nacht wurden die Kolonien der KBE-Bestimmung aus-
gezahlt. Nach der ersten Passage auf Antibiotikahaltigen LB-Agarplatten wurden die Mutanten

gezahlt. Die Mutationsrate wurde nach (Gl. 4) berechnet.

Mutati _ Mutanten(ml) (6. 4)
utationsfrequenz = KBE(ml) .

2.2.2 Methoden der Molekularbiologie - Arbeiten mit DNA/RNA

2221 Isolierung von Nukleinsduren

2.2.2.1.1 Isolierung von RNA (Nucleospin® RNA Il Kit)

Fiir die Isolierung wurde die Anleitung des Nucleospin RNA 1l Kits (Mini Prep) befolgt [189].

2.2.2.1.2 Isolierung von Gesamt-DNA mittels Kochmethode

Genomische DNA lief§ sich schnell mittels Kochmethode isolieren. Hierzu wurden drei Kolonien
von einer am Vortag ausgestrichenen Agarplatte mit einem sterilen Glasstab gepickt und in
100 pl Wasser eingeriihrt, bzw. resuspendiert. Anschliefend wurde der Ansatz bei 100° C fir
15 min in einem Thermocycler inkubiert und danach auf Raumtemperatur runtergekihlt. In
einer Zentrifuge wurde der Uberstand bei 13.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde in ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt. Darin befand sich genomische DNA.
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2.2.2.1.3 Isolierung von genomischer-DNA

Zur Isolierung von RNA-freier genomischer-DNA (gDNA) wurde das DNeasy® Blood & Tissue
Kit von Qiagen [190] und das MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit von E-
picentre [191] verwendet. Den jeweiligen Anleitungen entsprechend wurde die Isolierung

durchgefihrt.

2.2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

3 mL UNK (in reichem Medium: LB, YT oder TB) wurden angesetzt und bei Bedarf wurde ein
Antibiotikum zur Selektion zugegeben. Bei 37° C wurde fiir ca. 18 h Gber Nacht bei 130 rpm
geschittelt. Das Volumen des verwendeten GefalRes muss mindestens viermal grof3er sein als
das Volumen der angesetzten Bakterienkultur. Das Gefal} war so zu verschieen, dass ein Sau-
erstoffaustauch moglich ist. Schitteln bei 130 rpm musste eine ausreichende Belliftung der
Kultur erlauben. Am folgenden Tag wurden 1,5 bis 3 mL der UNK in ein 2 mL ReaktionsgefaR
Uberfiihrt und bei 5000 g fiir 3 min und bei 4° C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde restlos
abgenommen und verworfen. Das Zellpellet sollte so trocken wie moglich fir die weitere Ver-
wendung sein. In 100 pl eiskaltem GTE-Puffer wurde das Pellet vollstandig resuspendiert. Nach
dem Vortexen wurden 200 pl Lysepuffer (frisch hergestellt) zugegeben. Es wurde sofort 5x ge-
schittelt und nicht gevortext. Die Probe wurde nun fiir 1 min auf Eis gestellt. Nach der Inku-
bation bei RT oder auf Eis wurden 150 pul eiskalter Neutralisationspuffer zum Ansatz gegeben
und sofort gevortext. Danach wurde die Probe 3 bis 5 min auf Eis inkubiert. Zelltrimmer und
chromosomale DNA wurden abzentrifugiert (15.000 rpm, 5 min, 4° C). 400 pl des Uberstandes

wurden vorsichtig in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Gefal} Gberfihrt.

2.2.2.1.4.1 Optional: Phenol-Chloroform-Extraktion

Die DNA-L6sung wurde mit einen Volumen Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1 v/v)
versetzt und geschiittelt. Fiir 5 min und 13.000 rpm wurde zentrifugiert. Durch Phenol wurden
Proteine denaturiert und sammelten sich in der unteren, organischen Phase an, in der oberen
Phase (wassrig) befand sich die DNA. Die obere Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefald
Uberfihrt. Zugabe von 800ul 100 % Ethanol p.a. oder 400 ul Isopropanol p.a., der Ansatz

wurde durch Vortexen vermischt und anschlieRend 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
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Plasmid-DNA wurde abzentrifugiert (20.000 rpm, 25 min, 4°C) und vorsichtig wurde der Uber-
stand abgesaugt. Das (nicht sichtbare) Pellet wurde mit 1 mL 70 % Ethanol p.a. gewaschen.
Zuriickgewinnen des Pellets durch Zentrifugation (20.000 rpm, 5 min) und erneutes vorsichti-
ges Absaugen des Uberstands und Trocknen der Plasmid-DNA bei 37° C und fiir 20 min. Das
Pellet wurde in 30-100 pl 1:10 verdiinnten EB-Puffer aufgeldst und zur weiteren Verwendung

bei —20° C gelagert.

2.2.2.1.4.2 RNase A Verdau - Elimination RNA via Ribonuclease A from DNA

Tabelle 2-19  Volumenbeispiele fiir RNase A Verdau

Nr. Reagenz 30 pL 40 pl 50 pl 100 pl
1 RNase A (10 mg/ ml) 0,8 ul 1l 1,25 ul 2,5 ul
2 EtOH 100 % 37,5 ul 50 ul 62,5 ul 125 pl
3 NaCl5M 1,5l 2 ul 2,5 ul 5 ul
4 EtOH70% 240 pl 320 pl 400 pl 800 pl

Beispiel (30 pl Ansatz) zur Durchfiihrung: 0,8 pul RNase A (10 mg/ ml) zu 30 pl DNA-LGsung ge-
ben, finfmal invertieren und fir 30 min bei 37° C inkubieren. 1,5 ul NaCl (5 M) und 37,5 ul
EtOH 100 % zugeben, Tube mehrmals invertieren und anschliefend fiir 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen, das Pellet zweimal mit 240 pl EtOH 70 % waschen
(zentrifugieren fiir 1 min bei 13.000 rpm jeweils). Uberstand verwerfen und restlichen Ethanol
vorsichtig mit einer Pipette entfernen, das Pellet trocknen lassen. Pellet wird weillich durch-
sichtig, wenn es vorher sichtbar war. DNA in 30 pl TE (1:10) im Wasserbad bei 60° C fiir 10-
60 min eluieren.

GTE-Puffer: Zur Herstellung von 1 ml GTE-Puffer wurden 5 pl 1 M sterile Glucose (50 mM),
25 pl 1 M Tris/ HCI pH 8,0 (25 mM), 20 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 (10 mM), 20 pl RNase 200 pg/ ml
und 885 pl dH,0 gemischt. Der GTE-Puffer konnte bei 4° C gelagert werden.

Lysepuffer: Zur Herstellung von 1 ml Lysepuffer wurden 200 ul 1 M NaOH (0,2 M), 100 pl 10 %
SDS (1 %) und 700 ul dH20 gemischt. Der Lysepuffer ist vor jeder Verwendung frisch anzuset-
zen.

Neutralisationspuffer (pH 4,8): Zur Herstellung von Neutralisationspuffer werden 60 ml 5 M

Kaliumacetatlosung mit 11,5 ml Eisessig und 28,5 ml dH,0 vermischt und der Puffer ist bei

Raumtemperatur aufzubewahren.

81



Material und Methoden

2.2.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA durch das Hi Yield® Plasmid Mini Kit

War eine besonders reine Plasmidisolierung notwendig, wurde auf das Hi Yield® Plasmid Mini
Kit der Firma Sidlabor Cat. No. HYPD100 (2012) [192] verwendet. Dem User Manual folgend

[192] wurde die Isolierung durchgefiihrt.

2.2.2.2 Reinigung und Konzentrierung von DNA mit Nucleospin® Extract Il Kit

Das Nucleospin® Extract Il Kit wurde zur Aufreinigung und Konzentrierung von PCR-Produkten
verwendet. Hierbei wurden die Anweisungen des Herstellers in der Bedienungsanleitung be-
folgt [193]. Gleiches gilt fiir die Extraktion von PCR-Fragmenten nach einer Agarose-Gelelekt-

rophorese.

2.2.2.3 Polymerase Kettenreaktion PCR

Mit der 1983 durch KaAry MulLLis entwickelten Polymerase-Kettenreaktion (englisch: poly-
merase chain reaction, PCR) wurde die Moglichkeit geschaffen DNA zu amplifizieren ausge-

hend von wenig Ausgangsmaterial (Abbildung 2-3) [194].
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Abbildung 2-3 Theoretisches Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion [195]

@ Denaturierung (Denaturation) Ausgangspunkt sind zwei einzelstrangige DNA-Molekiile, die
durch Erhitzen auf 90 °C (Denaturierung) erhalten werden. @ Primeranlagerung (Annealing) nach
Abkuhlen auf 50 bis 65 °C lagern sich Primer an die Enden der Zielsequenz an. @ Verlangerung
(Extension) Bei 72 °C kann verwendete thermostabile Polymerase Nucleotide beginnend an den 3-
Enden der Primer Nucleotide hinzufiigen. A Die ersten Verlangerungsprodukte (tlrkisblau) sind l1an-
ger als die spateren Endprodukte, fallen nach mehreren Zyklen gering an. Ab Ende zweiter Zyklus
liegen 4 DNA-Molekiile vor. Nach n-Zyklen ergeben sich 2™% Endprodukte [196].
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Tabelle 2-20  Vergleich der verwendeten thermostabilen Polymerasen

Eigenschaft Dream Taq®-Polymerase Phusion®-Polymerase
Synthesegeschwindigkeit 1000-2000 bp/min 2000-4000 bp/min
Denaturierungstemperatur 95 °C 98 °C
5‘-3‘-Exonuklease (proofreading) negativ positiv
A-Uberhang positiv negativ

2.2.2.3.1 Primer-Design

Fir die Planung der sequenzspezifischen Primer wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der
Software Vector NTI® gearbeitet. Zur stabilen Binden und an die Template-DNA wurde darauf
geachtet, dass mindestens die letzten beiden Basen am 3‘-Ende Oligonukleotide G oder C
waren. Auch wurde beachtet, dass der GC-Gehalt der konstruierten Primer moglichst bei 50%
lag (45% bis 60%). Durch Softwareeinstellungen war es moglich innerhalb einer bekannten
Sequenz zu erkennen, ob die Primer auch bei niedriger Affinitat gezielt am gewiinschten

Sequenzbereich eine Bindung eingehen.

2.2.2.3.2 Standard-PCR-Ansatz

Ein Standard-Reaktionsansatz fir eine DreamTag-PCR mit dem passenden Zeitschema ist in
Tabelle 2-21 und Tabelle 2-22 zu finden. Die Annealingtemperatur fiir einen bestimmten
Primer liel8 sich durch Berechnung der Schmelztemperatur des Primers und einer Subtraktion
von 5 °C ermitteln. Die Formel zu Ermittlung der Schmelztemperatur orientierte sich an der
(4+2)-Regel (Gl. 5) [187]. Jedes Cytosin und Guanin wird 4 gezahlt. Jedes Adenin und Thymin
wurde mit 2 gezadhlt. Bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen der Primer war die
niedrigere Temperatur von beiden zu wahlen, bzw. wurde Uber eine Gradienten-PCR

(2.2.2.3.3.1) die ideale Annealing-Temperatur experimentell ermittelt.

T,, = (Anzahl der Basen A+ T) X 2 + (Anzahl der Basen C + G) X 4 (Gl. 5)

Fiir einen Standard-PCR-Ansatz wurden bis auf die Template-DNA samtliche Bestandteile in
einen Master-Mix gegeben, dieser wurde durch Vortexen gemischt und anschlieBend auf
200 ul ReaktionsgefaRRe verteilt, dann wurde die fehlende Template-DNA hinzugefiigt und

erneut durch Vortexen gemischt und mit der Tischzentrifuge abzentrifugiert.
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Tabelle 2-21  Standard Reaktionsansatz DreamTaq™PCR

Reaktionsansatz 25 pl Ansatz (Menge in pl)
10 x DreamTaq™Puffer 2,5

2 mM dNTPs (Mix) 2,5

Forward Primer (10 pmol/ul) 0,5

Reverse Primer (10 pmol/pul) 0,5

DreamTaqg™ DNA Polymerase 0,125

DNA-Template 0,8-1

dH0 (LiChrosolv™ Merck®) ad 25 pl

Tabelle 2-22  Standard-PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initial Denaturierung 95 °C 5 min 1x
Denaturierung 95 °C 1 min

Primer-Annealing 50-70 °C 30s 30 x
Elongation 72 °C 60 s/kb

Finale Elongation 72 °C 5—10 min 1x

2.2.2.3.2.1 dNTP-Mix

Einzelne dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) wurden zu einer Endkonzentration von 2 mM mit
dH>0 (LiChrosolv™ Merck®) vermischt. Nach dem Aliquotieren in Reaktionsgefalle wurden

diese bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.2.3.3 Anwendungen der Polymerase-Kettenreaktion

2.2.2.3.3.1 Gradienten-PCR

Bei Primerpaaren mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen oder bei neuen Primerpaa-
ren war die Gradienten-PCR notwendig, um die geeignete Annealingtemperatur fir den ent-
sprechenden PCR-Ansatz zu ermitteln. Dazu wurde eine 50 pl — 120 pl Master-Mix angesetzt,
der bereits die Template-DNA enthielt. Jeweils 10 pl wurden auf 200 pl Reaktionsgefalle ver-
teilt. Fir eine Gradienten-PCR war ein Thermocycler geeignet, bei dem sich ein Temperatur-
Gradient (z.B. Biometra T Gradient) programmieren liel8. In der Gradienten-PCR wurde statt

einer festen Annealing-Temperatur ein Temperaturgradient eingefiihrt.
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2.2.2.3.3.2 Amplifizierung von Fragmenten zur Klonierung

Fiir Fragestellungen, die einer Klonierung bedurften, musste das bendtigte DNA-Fragment
moglichst fehlerfrei amplifiziert werden. Hierzu wurde die 3‘-5‘ Exonukleasefunktion der Phu-
sion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus) ausge-
nutzt. Verglichen mit der DreamTaq™-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus war die Feh-

lerrate 50-mal niedriger.

Tabelle 2-23  Zusammensetzung Phusion-PCR-Ansatz

Reaktionsansatz 50 ul Ansatz (Menge in pl)
5 x DreamTaq™ Puffer 10

2 mM dNTPs (Mix) 5

Forward Primer (10 pmol/pl) 0,5

Reverse Primer (10 pmol/ul) 0,5

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 0,5

DNA-Template 08-1

dH,0 (LiChrosolv™ Merck®) ad 50 pl

Tabelle 2-24  Phusion-PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initial Denaturierung 98 °C 5 min 1x
Denaturierung 98 °C 30s

Primer-Annealing Ta°C+3°C 30s 30 x
Elongation 72 °C 15 - 30 s/kb

Finale Elongation 72°C 5-10 min 1x
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2.2.2.3.3.3 ARMS-PCR zum Nachweis einer spezifischen Mutation

Die ARMS-PCR (englisch: Amplification Refractory Mutation System) wurde 1989 vON NEWTON
et al. [197] entwickelt und lasst die Aussagen Uber Sequenzeigenschaften zu. Durch das Design
der verwendeten Primer konnten spezifische Punktmutationen identifiziert werden. Lag eine
Punktmutation vor, so konnte das 3‘-Ende eines der beiden Primer exakt an die Position bin-
den. Die drittletzte Base des Primers war so gestaltet, dass eine Fehlpaarung stattfand, und
damit die Bindung geschwacht war. Als Duplex-PCR konzipiert lasst sich mit dieser Methode

ein Bandenmuster erkennen, dass Aussagen Uber die Sequenz erlaubt.

Outer primer Inner primer A
er prim P o
DNA Template G
(G allele) C
(et
. Inner primer Outer primer
Outer primer Inner primer
PO e i\
DNA Template A
(A allele) T

¢ [Inner primer Outer primer
| pcr

PCR product
(Not allele specific)

PCR product G
(G allele specific) L
PCR product A

(A allele specific) T

l Gel electrophoresis

G/G homozygote A/A homozygote  G/A heterozygote

Abbildung 2-4 Prinzip der klassischen ARMS-PCR [198]

Beispiel Identifizierung einer G/A-Heterozygote und Verwendung einer Duplex-PCR mit vier unter-
schiedlichen Primern

2.2.2.3.34 SOEing-PCR (gene Splicing by Overlap Extension PCR)

Durch die Konstruktion von Primern, die einen komplementdren Bereich zu einem anderen
DNA-Fragment enthalten, lieRen sich mittels der SOEing-PCR zwei DNA-Fragmente im Rahmen
einer PCR-Anwendung miteinander fusionieren. Einer SOEing-PCR gingen zwei Standard-PCRs

voraus (siehe 2.2.2.3.2 und 2.2.2.3.3.2). Nach Reinigung der amplifizierten Fragmente, wurden
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die Fragmente in einen neuen PCR-Ansatz zusammengefiihrt. Nach der initialen Denaturierung
im Thermocycler banden homologe Bereiche aneinander, und es bildete sich ein Zwischenpro-
dukt mit zwei freien 3-OH-Enden. Hierflr wurden 7-10 Zyklen vorgesehen. AnschlieBend wur-
den die AuRRenprimer fir das Fusionsprodukt aus den Vorbereitungs-PCR zugegeben, was zur
exponentiellen Amplifikation des Fusionsprodukts fliihrte und weitere 20 bis 25 Zyklen wurden
verwendet. Das Fusionsprodukt wurde durch Agaroseelektrophorese auf seine GrofRe unter-
sucht und aus dem Gel extrahiert. Uber die AuBenprimer konnten Schnittstellen eingefiihrt

werden, welche eine spatere Klonierung beispielsweise in einen Vektor zulassen [199].

2.2.2.34 Reverse Transkription

In dieser Arbeit wurde das Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR von Thermo
Fisher Scientific verwendet [200]. Es galten die gleichen Arbeitsbedingungen wie bei der Iso-

lierung von RNA (vergleiche Abschnitt 2.2.2.1.1). Vorgehen nach Herstellervorgaben.

2.2.2.3.5 Real-time quantitative PCR

Nach Isolierung von Gesamt-RNA wurde die hierin enthaltene mRNA in cDNA umgeschrieben
und als Template fir eine real-time quantitative PCR verwendet [27]. Es wurde ein fertiger
Master-Mix verwendet (SYBR® Green PCR Master Mix) (Tabelle 2-25 und Tabelle 2-26), der fir

die PCR alle notwendigen Komponenten enthalt.

Tabelle 2-25 Zusammensetzung Reaktionsansatz fiir real-time quantitative PCR [201]

Reaktionsansatz 25 pl Ansatz (Menge in pl)
SYBR® Green Mix, no ROx 12,5

Forward Primer (10 pmol/ul) 3,75 pmol

Reverse Primer (10 pmol/ul) 3,75 pmol

ROX (5 uM] 10 x diluted 0,025

Template cDNA 1104l 2,5

Wasser (Nuclease frei) ad 25,0

Tabelle 2-26 Temperatur- und Zeitprofil fiir einen real-time quantitative PCR-Ansatz [201]

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1x
Denaturierung 95 °C 15s

Primer-Annealing 58 °C 30s 40 x
Elongation 72 °C 30s
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cDNA wurde 1:10 in RNase-freiem Wasser verdinnt. Als weiterer Bestandteil wurde ROX (6-
Carboxy-X-Rhodamin) erganzt, das als interner Kalibrierungsfarbstoff diente. Die bendtigte An-
zahl der PCR-Zyklen wurde Cr-Wert genannt (englisch: cycle of threshold) und entsprach dem
Zeitpunkt bzw. dem Zyklus der PCR, in dem sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom
Hintergrund unterschied. Ermittelte Werte fiir das zu untersuchende Gen mussten auf ein
Housekeeping-Gen, bzw. Referenzgen (in dieser Arbeit cysG-Referenz) bezogen werden.
Grundlage dieser Berechnung war die Tatsache, dass in jedem Zyklus die zur Verfligung ste-
hende Menge an dsDNA verdoppelt wurde (siehe Abschnitt 2.2.2.3). Wich der Cr-Wert um eine
Einheit ab, so lag ein Expressionsunterschied um den Faktor zwei vor. Mithilfe der AACt-Me-

thode (Gl. 6) konnten die Ergebnisse in Abschnitt 3.1.4 ermittelt werden [202].

ZACT(Targetgen)

Relative Genexpression = Ratio = 27%4¢r  (Gl. 6)

ZACT(Referenzgen)

Neben einer Negativkontrolle (NTC), bei der cDNA fehlte, wurde eine no amplification Kon-
trolle (NAC) (siehe Abschnitt 2.2.2.3.4) [27]. AbschlieBend wurde nach der real-time quantita-

tive PCR eine Schmelzkurvenanalyse der Produkte durchgefiihrt [27].

2.2.2.3.5.1 Haushaltsgen cysG

Flr cysG wurde und eine Annealing-Temperatur von 63 °C gewahlt [27].

Tabelle 2-27 Zusammensetzung Gradient mit den Primern fiir real-time quantitative PCR

Reaktionsansatz 150 pl Ansatz (Menge in pl)
10x DreamTaq Buffer 15,0

dNTP Mix (2mM) 15,0

Forward Primer (10 pmol/ul) 3,0

Reverse Primer (10 pmol/pl) 3,0

D-Taq (5u/ul) 0,75

Template DNA 3,0

Wasser (Nuclease frei) ad 150,0

Tabelle 2-28 cysG-Amplifikation PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1x
Denaturierung 95 °C 1 min 30 x
Primer-Annealing 54-70°C 45 s
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Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72 °C 5 min 1x

2224 Auftrennung von DNA - Agarose-Gelelektrophorese

Fur 0,5 x wurde 50 x TAE-Puffer 1:100 verdiinnt. Nach Abkuihlen auf ca. 50 °C wird Ethidium-
bromid bis zu einer endgiltigen Konzentration von 0,1 ug/mL zugegeben und in die vorberei-
tete Apparatur gegossen. Mittels einer Dokumentationsanlage wurde unter Verwendung von
UV-Licht der entsprechenden Wellenlange das Gel betrachtet und eine Aussage Uber die Frag-
mentgrolRe getroffen. Es wurde DNA Gel Loading Dye (6x) [203] oder eine selbst gemischte
Beschwererldsung verwendet. Hierzu wurden Bromphenolblau und Xylencyanol mit 15 % Po-
lysucrose-Losung vermischt, so dass die Farbstoffe in einer Endkonzentration von 0,25 % vor-
lagen.

50 x TAE-Puffer: Tris-Acetat (Tris-Base) wurde zu einer Endkonzentration von 2 M (242,3 g) mit

EDTA (18,6 g) zu einer Endkonzentration von 50 mM in 700 ml dH,0 vermischt und mit Eisessig

(100% Essigsaure) auf einen pH 8,0 eingestellt. Danach wurde auf 1 | mit dH,0 aufgefillt.
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2.2.25 Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.2.5.1 Restriktionsverdau von DNA

Als DNA-Polymerase wurde die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase verwendet (

Tabelle 2-20). Die Ligation wurde mit T4-Ligase (Fermentas / Thermo Fisher Scientific) gemal
Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach der Amplifikation wurde das Produkt mit dem Nucleo-
Spin® Extract Il Kit (2.2.2.2) gereinigt. Danach folgte der Verdau mit den gewlinschten Restrik-
tionsenzymen (2.2.2.5.1). Parallel zum Verdau der PCR-Produkte wurde das Plasmid mit den
gleichen Restriktionsenzymen fragmentiert, bzw. linearisiert und mit alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert. Um die genaue Konzentration von Vektor und Insert zu ermitteln wurde im
Nanodrop-Spectrophotometer vermessen (2.2.2.6.2). In einem molaren Verhaltnis von 1 zu 3
(Vektor zu Insert) wurde die Ligation angesetzt und fiir 16 h bei 16 °C inkubiert. Nach der Liga-
tion wurde der Ligationsansatz in E. coli IM109 transformiert (0) und auf den geeigneten Agar-

platten mit Selektionsantibiotikum ausgestrichen.

2.2.2.5.2 Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (englisch: Restriction Fragment Length Polymor-
phism, RFLP) ist eine Methode zur Ermittlung des genetischen Fingerabdrucks. Dabei werden
DNA-Fragmente durch Restriktionsenzyme geschnitten und mithilfe einer Gelelektrophorese
ihrer Lange nach geordnet, wodurch zwei verschiedene DNA-Proben miteinander verglichen

werden kdnnen [204].

2.2.2.52.1 gyrA

Flir den Nachweis wurde ein modifizierter PCR-RFLP-Assay verwendet, um die Punktmutation
in gyrA (S83L) in E. coli-Stammen darzustellen. Durch die Punktmutation geht eine Schnittstelle
fir das Restriktionsenzym Hinfl verloren. Wahrend die Wildtypsequenz in gyrA zwei Schnitt-
stellen aufweist, findet sich nach gyrA (Ser — 83 — Leucin) nur noch eine Schnittstelle. Das PCR-
Fragment wurde mit den Primern gyrA_5-1 und gyrA_3-1 amplifiziert und anschlieRend mit
Hinfl fragmentiert. Nach Auftrennung in der Gelelektrophorese konnte anhand des Banden-

musters im Gel unterschieden werden, ob eine Punktmutation in gyrA vorlag.
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2.2.2.5.2.1.1 PCR-Bedingungen

Tabelle 2-29  Reaktionsansatz DreamTaq™ PCR

Reaktionsansatz 25 ul Ansatz (Menge in pl)
10 x DreamTaq™ Puffer 2,5

2 mM dNTPs (Mix) 2,5

Forward Primer (10 pmol/ul) 0,5

Reverse Primer (10 pmol/pl) 0,5

DreamTaqg™ DNA Polymerase 0,125

DNA-Template 0,4-1,0

dH0 (LiChrosolv™ Merck®) ad 25 pl

Tabelle 2-30 Standard PCR-Programm

Schritt Temperatur  Dauer Zyklen
Initial Denaturierung 95 °C 5 min 1x
Denaturierung 95 °C 1 min
Primer-Annealing 55°C 45 s 30 x
Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 5 min 1x

2.2.2.5.2.1.2  Bedingungen fiir den Restriktionsverdau

Tabelle 2-31  Standardansatz fiir Verdau zur Untersuchung von RFLP von gyrA (S83L)

Reagenz Volumen
Hinfl FastDigest 0,5 ul

10 x FastDigest Green Buffer 2 ul
Template-DNA 5-10 ul
Wasser ad 20 pl

Tabelle 2-32  Programmvorgaben zum Restriktionsverdau mit Hinfl

Schritt Zeit Temperatur
Verdau 1h 37°C
Inaktivierung 20 min 65 °C

2.2.2.5.2.2 marR

Unter Ausnutzung von RFLP wurde nach moglichen Deletionen oder Insertionen in marR ge-
sucht. Als Primer der PCR dienten marR_-101_for und marA_+42_rev. Das daraus erhaltene
Produkt hatte eine GroBe von 592 bp. Das Fragment wurde mit dem Restriktionsenzym
Sau3A1l (FastDigest), welches an drei Positionen in der DNA schneidet, fragmentiert. Die dar-
aus erhaltenen Fragmente hatten die Ladngen 60 bp, 116 bp, 150 bp und 266 bp und lieBen sich

mittels Agarosegelelektrophorese auftrennen. Jede Abweichung von diesem Bandenmuster
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war ein Indikator fur eine Deletion oder Insertion in marR. Es wurden selektierte Mutanten

aus E. coli WT auf die Deletion in marR hin untersucht.

Tabelle 2-33  FragmentgrofRen nach Amplifikation eines 592 bp PCR-Fragment mit den Primern
marR_-101_for und marA_+42_rev und mit/ohne Verdau mit Sau3A1l

WT unverdaut CFT073 Sau3Al WT Sau3Al

592 bp 266 bp 266 bp
150 bp 150 bp
116 bp 116 bp
60 bp 60 bp

2.2.2.5.2.2.1 PCR-Bedingungen

Tabelle 2-34  Reaktionsansatz DreamTaq™ PCR

Reaktionsansatz 12 pl Ansatz (Menge in pl)
10 x DreamTaq™ Puffer 1,2

2 mM dNTPs (Mix) 1,2

Forward Primer (10 pmol/pl) 0,2

Reverse Primer (10 pmol/pul) 0,2

DreamTag™ DNA Polymerase 0,1

DNA-Template 0,4-1,0

dH,0 (LiChrosolv™ Merck®) ad 12 pl

Tabelle 2-35 Standard PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initial Denaturierung 95°C 5 min 1x
Denaturierung 95 °C 1 min
Primer-Annealing 58 °C 30s 30 x
Elongation 72°C 45 s

Finale Elongation 72°C 5 min 1x

2.2.2.5.2.2.2  Bedingungen fiir den Restriktionsverdau

Tabelle 2-36  Standardansatz fiir Verdau zur Untersuchung von RFLP von marR

Reagenz Volumen
Sau3AlFastDigest 0,1 ul

10 x FastDigest Green Buffer 1,5 ul
Template-DNA 4-10 ul
Wasser ad 15 ul

Tabelle 2-37 Programmvorgaben zum Restriktionsverdau mit Sau3A1

Schritt Zeit Temperatur
Verdau 30 min 37°C
Inaktivierung 20 min 65 °C
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2.2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

2.2.2.6.1 Abschdtzung im Gel

Nur Banden dhnlicher Laufstrecke eigneten sich fiir eine Konzentrationsabschatzung. Die Ab-
schatzung war nur moglich, wenn man die vorgegebene Mengen an DNA-GrofRenmarker und

Beschwerer fir Marker und Probe verwendete [205], [206].

2.2.2.6.2 NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer

In dieser Arbeit wurde das NanoDrop™-System zur Messung von dsDNA, RNA und einzelstran-
gigen Oligonukleotiden verwendet. Zur Messung wurde 1 ul einer Probe auf dem Ende des
faseroptischen Kabels (Empfangsfaser englisch: receiving fibre), pipettiert. Ein zweites opti-
sches Kabel (Quellfaser, englisch: source fiber) wurde mit der flissigen Probe durch Senken
des Kopfes in Kontakt gebracht. Eine gepulste Xenon-Blitzlampe diente als Lichtquelle und ein
Spektrometer mit einem linearen CCD-Array wurde verwendet, um das Licht nach Passieren
durch die Probe zu untersuchen. Die Messung der Probe wurde durch die PC-Software gesteu-
ert und die Daten wurden auf dem PC Protokolliert [207]. Die Konzentrationsermittlung der

vermessenen Probe wurde mittels des Lambert Beer’schen Gesetzes (Gl. 7) ermittelt.

1
E,= lg(ﬁ) =g, xcxd (Gl. 7)

Lambert Beer’sches Gesetz

I1: Intensitdt des transmittierten Lichtes (Einheit: W/m?), lo: Intensitét des einfallenden (eingestrahl-
ten) Lichtes (Einheit: W/m?), Ex: Extinktion des Materials fiir Licht der Wellenlinge A, €x: dekadischer
Extinktionskoeffizient bei der Wellenlinge A (Einheit m?/mol), c¢: Konzentration (Einheit mol/L),
d: Schichtdicke (Einheit m)

2.2.2.6.3 Qubit® 2.0 Fluorometer

Vor der ersten Messung war das Qubit® 2.0 Fluorometer gemaR Handbuch und den vorgege-
benen Standards zu kalibrieren [208], [209]. Mit dem geeigneten Sample Kit wurde im An-
schluss die DNA oder RNA-Probe vorbereitet. Nach dem Ansetzen der Proben fiir die Messung
war eine zweiminltige Inkubationszeit einzuhalten. Zur Messung wurden mitgelieferte
0,5 ml-Reaktionsgefdlle verwendet. In dieser Arbeit wurde das Qubit® dsDNA BR

(Broad-Range) Assay Kit verwendet [208].
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2.2.2.6.4 BioAnalyzer 2100

Vorgegangen wurde nach dem Benutzerhandbuch fiir den Agilent 2100 BioAnalyzer von
Agilent Technologies [210]. Zur Messung wurde das Agilent High Sensitivity DNA Kit verwen-
det. Zusatzlich wurde noch eine Chip-Ladestation benétigt. Die Auswertung wurde mit der

2100 Expert Software durchgefiihrt [210].

2.2.2.7 Sequenzierung von DNA

2.2.2.7.1 Sequenzierung von PCR-Fragmenten nach SANGER

Zur Sequenzierung wurde der Beckman Coulter Genomelab™ GeXP Genetic Analysis System
DNA-Sequencer [211], basierend auf der von SANGER et al. entwickelten Kettenabbruch-ver-
fahren [212], mitsamt der in der Bedienungsanleitung geforderten Puffern eingesetzt. Zur Auf-
reinigung wurden die Enzyme Exonuklase | und Alkalische Phosphatase (FastAP) verwendet.
Zur Durchfiihrung des Cycle Sequencing wurde eine Mischung aus Quick Start Mix und Sequen-
cing Reaction Buffer verwendet. Im Quickstart Mix waren neben Polymerase und Puffer noch
die zur Strangabbruchmethode wichtigen Nukleotide mit dem jeweiligen Farbstoff enthalten.

Die Sequenzierung wurde gemal Protokoll von Beckman-Coulter durchgefiihrt [211].

2.2.2.7.2 Sequenzierung von PCR-Fragment per Pyrosequenzierung

Fir die Pyrosequenzierung kam das PSQ™96MA System zum Einsatz, bestehend aus dem PSQ
96MA-Instrument, bestimmter SNP- (single nucleotide polymorphism) und SQA- (sequence
analysis) Software und Reagenzkits. Bei der Pyrosequenzierung wird unter Ausnutzung einer
Enzymkaskade ein Lichtblitz durch den Einbau eines Nukleotids erzeugt. Insgesamt sind vier
Enzyme fiir diese Reaktion notwendig: DNA-Polymerase, Sulfurylase, Luciferase, Apyrase. Die
Sequenzierung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt [213], [214]. Die verwendeten Re-

agenzien sind in Tabelle 2-38 zu finden.
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Tabelle 2-38 Zusammensetzung Reagenzien fiir die Pyrosequenzierung

Name Herstellung

PBS 0,02 g KCI, 0,02 g KH2PO4, 0,115 g Na2HPO4 und 0,8 g NaCl in 80 ml Aqua
dem. l6sen, pH auf 7,4 einstellen und mit Aqua dem. ad 100 ml auffillen

1 x Annealing Buffer pH 7,6 0,605 g Tris und 0,11 g Mg-Acetat-4 H20 in 200 ml Aqua dem. I6sen und mit
Essigsdure auf pH von 7,6 einstellen, mit Aqua dem. ad 250 ml auffillen

Binding Buffer pH 7,6 0,3025 g Tris, 29,25 g NaCl und 0,073 g EDTA in 200 ml Aqua dem. |6sen, pH
mit HCI auf 7,6 einstellen, 0,25 ml Tween 20 zufiigen, mit Aqua dem. ad
250 ml auffillen

Washing Buffer pH 7,6 1,21 g Tris in 900 ml Aqua dem. I6sen, mit Essigsaure auf pH 7,6 einstellen
02 N NaOH 8,0 g NaOH in 950 ml Aqua dem. I6sen, dann ad 1000 ml auffillen
Ethanol 70 % 700 ml Ethanol 96 % (vergallt) mit 300 ml Aqua dem. mischen, hier wird

keine Ricksicht auf Verdiinnungsfehler bei Ethanol genommen

Das Pyrosequenzierung zur-Analyse des SNPs erfolgte nach Hersteller-Protokoll nach der im
Institut vorliegenden Beschreibung ,Biochemische Untersuchungsmethoden einschlieRlich kli-
nische Chemie” SS 2013, A-IV Genotypisierung von CYP1A2 mit Pyrosequencing” [214]. Der
BBMM (Binding Buffer-Beads-Mastermix) wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefal} zubereitet

[214].

2.2.2.7.3 Next Generation Sequencing (NGS)

Zur Genomsequenzierung wurde das lon PGM™ System der Marke lon Torrent™ von Life
Technologies verwendet. Die Sequenzierung wurde mit dem lon316™ V2 Chip durchgefiihrt.
Genomische RNA-freie DNA (gDNA) wurde mit dem DNeasy® Blood & Tissue Kit isoliert.
Mithilfe des Bioruptor® UCD-600 NGS Sonication System von Diagenode [215], [216] wurde
die gDNA durch Ultraschall geschert. Mit dem NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent™[217] wurden die Enden der DNA-Fragmente repariert. Zur Gelextraktion wurde das
Nucleospin® Extract Il Kit verwendet. Fiir die PCR Amplifikation der Adapter-ligierten DNA
wurde mit dem NEBNext High Fidelity Kit gearbeitet [217]. Zur Aufreinigung kam das
AMPure XP Kit zum Einsatz. Die Behandlung des Templates wurde mit dem lon
OneTouch™ System durchgefihrt und gemaf Protokoll fir das lon OneTouch™ 200
Template Kit v2 DL vorgegangen. Eine frische Library, lon OneTouch™ Enzyme Mix und lon
Sphere™ Particles (ISPs) wurden gemalR Protokoll vorbereitet. Mit dem lon OneTouch™ ES
wurden die Template-positiven ISPs angereichert. Die ermittelte Genomsequenz wurde mit

dem Genom des E. coli-Stammes CFT073 im Broad Institute IGV Viewer verglichen [218], [219].
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2.2.2.8 Southern Blot

In dieser Arbeit wurde der Southern Blot gemaR DIG Application Manual for Filter Hybridiza-
tion der Roche Diagnostics GmbH durchgefiihrt [220]. Zur Herstellung einer Digoxigenin-Mar-
kierten Sonde wurde das PCR DIG Probe Synthesis Kit von Roche Life Science (Cat No. 11 636
090 910) verwendet.

2.2.29 Recombineering

Recombineering setzt sich aus den englischen Begriffen ,recombinogenic” und ,.engineering”

zusammen und basiert auf der homologen Rekombination in E. coli-Stammen.

2.2.2.9.1 Recombineering mit zwei oder mehr PCR-Produkten

pHPHP177-02.1 lieR sich aus zwei PCR-Produkten durch In-vivo-Rekombination in JM109 klo-

nieren. Primer mit homologen Uberhdngen waren notwendig (Abbildung 2-5).

Forward Primer mit Uberhang (rot)

5 EN
Template-DNA 3¢ 5
Reverse Primer mit Uberhang (rot)
Abbildung 2-5 Positionen fiir Primer beim Recombineering (eigene Darstellung)

Forward- als auch der Reverse-Primer besitzen homologe Sequenzen zur Template-DNA (blau).

Zwei PCR-Produkte wurden mit der Phusion DNA Polymerase amplifiziert (2.2.2.3.3.2) und ein
Teil des Ansatzes wurde mittels Auftrennung im Agarosegel begutachtet. AnschlieBend wurde
der PCR-Ansatz mit Vektor-Template einem Dpnl-Verdau unterzogen, um Template-DNA aus
dem Ansatz zu entfernen. In einem zweiten Ansatz wurde zur Kontrolle die gleiche Vektor-
Template-Menge mit Dpnl verdaut. Nach dem Verdau wurden CaCl,-kompetene E. coli JIM109-

Zellen mit Insert und Vektor im Verhaltnis 3:1 transformiert.
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PCR-Fragment 1 mit

F d-Pri 1 mit
orwara-rrimer = mi liberlappenden Enden

iiberlappendem Ende

Reverse-Primer 2 mit

tiberlappendem Ende Reverse-Primer 1 mit

Uberlappendem Ende

Forward-Primer 2 mit
liberlappendem Ende

PCR-Fragment 2 mit
Uberlappenden Enden

Abbildung 2-6 Schema fiir Recombineering mit zwei PCR-Produkten (eigene Darstellung)

Zwei PCR-Produkte mit homologen Uberhingen werden mit mittels Recombineering miteinander
verbunden. Jeweils zwei Primerpaaren wurden eingesetzt, um an zwei PCR-Fragmenten die tber-
lappenden Enden einzufiihren. Denkbar ist auch die Verwendung von nur einem Primerpaar.

2.2.2.9.2 Ortsspezifische Mutagenese

2.2.2.9.2.1 Homologe Rekombination in vitro nach DATSENKO und WANNER [182]

Zur Rekombination wird hier das Rekombinationssystem der Bakteriophage A genutzt [182],
[221]. In E. coli wurden Teile des Rekombinationssystems mittels Vektoren (pKD46) eingefiihrt
und dort in der Zelle exprimiert, so dass sich ein Hyperrekombinations-Phanotyp bildete [27].
Unter Arabinose-Induktion wird das A-Rekombinationssystem auf pKD46 aktiv und erlaubt
eine Umgehung der E. coli-Regulationssysteme. Unter Kontrolle eines Arabinose-induzierba-
ren Promoters wurden die Bakteriophagengene gam, bet und exo in pKD46 mit temperatur-
sensitiven ori (origin of replication) exprimiert [222]. Gam bindet als Homodimer an RecBCD
und hemmt dessen Funktion, so dass die A-DNA vor dem Abbau geschiitzt wird. Exo ist eine 5°-
3‘-Exonuklease und generiert als Trimer einzelstriangige 3‘-Uberhinge. Bet bindet als Rekom-
binase an einzelstrangige DNA und bewirkt eine Renaturierung komplementarer Bereiche und
damit den Strangaustausch, welcher in der gezielten Verdanderung des Chromosoms resultiert
[27]. Die Methode wurde gemaR den Vorgaben aus der Original-Veroffentlichung durchge-
fuhrt [182].
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2.2.2.9.2.2 Homologe Rekombination in vitro mittels Gene Doctoring [183]

Beim Gene Doctoring wird die lineare DNA, welche als Target fiir die Rekombination dient, erst
in vivo durch Verdau des Donorplasmids pDOC-K erzeugt. Die in das Chromosom einzubau-
ende DNA (H1 und H2), wurde in pDOC-K mittels Recombineering kloniert. Das Donorplasmid
tragt neben einer Ampicillinresistenz noch das Gen sacB, welches fiir die Levansucrase kodiert,
ein Enzym, isoliert aus Bacillus subtilis, dass flr E. coli in Anwesenheit von Saccharose letal
wirkt. Dieses Gen dient als weiteres Selektionsmerkmal. Nach Konstruktion wird der zu veran-
dernde Stamm mit dem Donorplasmid zusammen mit einem Rekombinationsplasmid
(pACBSCE) transformiert. Das Rekombinationsplasmid tragt die Gene fiir die homologe Re-
kombination, eine Chloramphenicolkassette sowie das Gen fiir die Meganuclease I-Scel und
eine Schnittstelle hierfiir. Bei den Genen der homologen Rekombination handelt es sich um
die A-Red-Gene gam, exo und bet. Das Grundprinzip des Gene Doctorings ist in Abbildung 2-7
dargestellt. Die homologe Rekombination wurde gemafd Original-Publikation und der Arbeit

von Dr. M. PETsCHULIES durchgefiihrt [27], [183].

oriP15a Para

Schnittstelle

oriTl

I-Scel-
Schnittstelle

Abbildung 2-7 Schematische Plasmidkarten von pDOC-K (links) und pACBSCE (rechts) [27]

ori: origin of replication; gam, bet, exo: Gene des A-Red Rekombinationssystems; sacB: Gen fiir die
Levansucrase; Para: Arabinose-induzierbarer Promotor; bla: Betalactamase, kanR: Kanamycinresis-
tenzkassette.
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2.2.3 Arbeiten mit Protein

2.23.1 Bestimmung der Gesamtproteinmenge

Die Bestimmung der Proteingesamtmenge der zu untersuchenden Losung erfolgte nach BRAD-
FORD [174]. Zur Auswertung der Absorptionsmessung war die Geradengleichung einer Stan-
dardkurve notwendig. Hierflir wurde eine Standardverdinnungsreihe sowohl vom BSA, als
auch vom Lysozym in 0,3 M NaOH angesetzt und zur Erstellung der Kalibriergeraden vermes-
sen. Losungen in den Konzentrationen 31,3 pug/ml, 62,5 ug/ml, 125 pug/ml, 250 pg/ml und

500 pg/ml wurden hergestellt und dreifach vermessen.

2.2.3.2 Messung der Luciferaseaktivitat am Luminometer Lucy 2

Luciferase
2+

M
Luciferin + ATP + 0, —>— Oxyluciferin + AMP + PP;+ CO, + h-v  (Gl.8)

Als Reportergen wird ein luc-Gen, das aus Photinus pyralis, einem Vertreter der Familie der
Leuchtkafer stammt und fir das Enzym Luciferase kodiert, verwendet. Luciferase oxidiert das
Substrat Luciferin in Anwesenheit von ATP, Mg?* und O, zu Oxyluciferin. Bei dieser Reaktion
wird Energie in Form von Licht (h-u) freigesetzt (Gl. 8) [223]. Die Expression des luc-Gen ist
direkt mit dem Ablesen des Promotors des zu untersuchenden Gens gekoppelt. Bei einer Pro-
motorexpression kommt es auch zur Expression des luc-Gens. Damit verbunden wird Licht frei-
gesetzt und lasst sich mittels der verwendeten Apparatur messen. Eine hohe Lichtintensitat
bedeutet eine hohe Luciferase-Aktivitat, die sich auf die Expression des Promotors direkt zu-

rickfuhren lasst (Abbildung 2-8).
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RNA Polymerase

Transkriptionsfaktoren

¥
|

Transkription

¥

[ )

Translation

$

| J

‘v + Luciferin

Licht=

Genexpression =
Promoteraktivitat

Abbildung 2-8 Prinzip eines Luciferase-Reportergen-Assays (eigene Darstellung)

Die Durchfiihrung des Luciferase-Assays, bzw. die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat er-
folgte mit dem , Luciferase Assay System” der Firma Promega GmbH und wurde nach den Her-
stellerangaben und nach den Angaben von Dr. M. ABU MRAHEIL vorgegangen [223], [224]. Zur
Messung der Luciferase-Aktivitdt wurde der Luminometer Lucy 2 der Anthos Labtec Instru-

ments GmbH eingesetzt.

2.2.3.2.1 Statistische Auswertung der Luciferase-Aktivitéiten

Pro Stamm und Messreihe wurde aus drei Messwerten der Luciferase-Aktivitat ein Mittelwert
ermittelt. Aus den Messwerten weiterer Messungen, wurde erneut ein Mittelwert ermittelt.
Aus mindestens zwei Messwerten wurde die relative Standardabweichung berechnet. Lag die
relative Standardabweichung unter 20 % konnten alle Messwerte zur Bildung des Mittelwertes
genutzt werden. Bei der Bradford-Bestimmung (gemaR Abschnitt 2.2.3.1) der Gesamtprotein-
menge sind drei Messwerte ermittelt worden, die in die Ermittlung des Mittelwerts eingeflos-

sen sind.
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2.2.3.2.2 Berechnung des RLU/OD-Quotienten

Der Quotient resultierte aus dem Bezug der RLU-Werte auf die ODssonm bei der die Proben
entnommen wurden. Der erhaltene Quotient RLU/ODssonm Wurde anschlieRend zu anderen
Proben aus der gleichen Messreihe in Bezug gesetzt. Dies war entweder ein Bezug auf WT oder
auf MII, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Wurden die Einfllisse von Antibiotika untersucht,
so wurde die Probe ohne Zugabe auf 100 % gesetzt. Der berechnete Wert beschreibt somit die

Veranderung in der Expression von acrAB, bzw. acrEF im Vergleich zum Ausgangszustand.

2.2.3.2.3 Berechnung des RLU/KBE-Quotienten

Zu Beginn der Luciferase-Messungen wurde vergleichsweise noch der Quotient aus RLU und
KBE ermittelt. Hierbei wurde ein Quotient aus RLU-Wert bezogen auf die KBE/mL bzw.
KBE/90 pL bezogen. Das Volumen auf das sich die KBE bezieht war nicht von Bedeutung, da
letztendlich RLU/KBE %-Quotienten betrachtet wurden, die relative Werte zueinander darstel-
len. Bei der gleichen ODssonm fiir die Bestimmung des Proteingesamtgehaltes wurden die Pro-

ben fir die KBE-Bestimmung entnommen.

2.2.3.2.4 Berechnung des RLU/Proteingesamtmenge-Quotienten

Die ermittelte Proteinmenge wurde auf ein Volumen von 90 puL berechnet. Da dieses Volumen
bei der Messung der Luciferase-Aktivitdit verwendet wurde, ist das Volumen zu

vernachldssigen, da nur die relativen Werte betrachtet wurden.
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3 Ergebnisse | - Untersuchungen zu sdiA

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden fir sdiA (englisch: suppressor of cell division inhibitor) die
Sequenz und die Expression in den in vitro selektieren E. coli-Mutanten MIll und E. coli MIVa
untersucht [167]. Die Mutante MIVa wurde ausgehend von Ml selektiert. Ausgangspunkt fiir
die Untersuchung war die Fragestellung, warum sich trotz identischer QRDR-Mutationen und
marR-Deletion, die in vitro selektierten E. coli Mutanten MIIl und MIVa phanotypisch in der
MHK von Fluorchinolonen unterscheiden [167].

SdiA ist ein E. coli -Protein, dass die Zellteilung und Ausdifferenzierung beeinflusst und kon-
zentrationsabhangig auf duRere Faktoren reagiert (Abschnitt 1.10.1) [65], [66]. Dieses Phano-
men ist eine Form des Quorum Sensings (Abschnitt 1.3) [65]. Bei Tavio et al. (2010) und RAHMATI
et al. (2002) finden sich Hinweise auf einen Einfluss auf die acrAB Expression durch SdiA [68],
[69]. In diesem Zusammenhang sollte bedingt durch SdiA eine mogliche Erklarung fir den
MHK-Unterschied in MIll und MIVa untersucht werden, nachdem bereits in der vorangegan-
genen Arbeit bei Dr. B. ARNTIEN (2011) ein Unterschied in der acrA Expression zwischen Mill|
und MIVa gezeigt werden konnte [225].

Aus den Arbeiten von HEISIG et al. (1994) lagen die Mutanten E. coli Mlll und MIVa vor [167].
In beiden Mutanten wurden die gleichen Mutationen in der QRDR von gyrA (S83L, D87G) und
parC (S801) sowie die gleiche marR-Deletion gefunden. Trotz gleicher Akkumulation von Mu-
tationen fiel die MHK von Ciprofloxacin unterschiedlich aus (eine MHK-Stufe). Fiir Mlll betrug
die MHK von Ciprofloxacin 64 pg/ml. Fir MIVa betrug die MHK von Ciprofloxacin 128 pg/ml
[167]. Im Rahmen einer Erklarung fir diesen Unterschied wurden fiir sdiA die Gensequenz und

die Expression in Mlll und MIVa untersucht.

3.1.1 Sequenzierung sdiA

Im ersten Versuchsansatz wurden die sdiA-Sequenzen der E. coli Mutanten MIIl (GK574) und
MIVa (GK575) mit der Wildtyp-Sequenz aus E. coli WT (GK571) verglichen (Tabelle 3-1). Fir die
Sequenzierung wurde mit den Primern sdiA_[sdiA 5-1] 5' -438 EcoK12 und sdiA_[sdiA 3-
1] 3’ +848 EcoK12 ein ca. 1300 bp grofles Amplicon erzeugt (Abschnitt 2.2.2.3). Die Primer
sdiA_[sdiA 5-1]_5’_+350_EcoK12 und sdiA_[sdiA 3-1]_3’_+848 EcoK12 wurden fir das Cycle-

Sequencing eingesetzt.
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Tabelle 3-1 Vergleich der zu untersuchenden Mutanten

Daten von HEISIG et al. mit Ergebnissen von Dr. B. ARNTJEN (2011) ergédnzt [167], [168], [225].

WT Miil MiVa
GK-Nr. 571 574 575
marR Wildtyp marR A74bp marR A74bp
MHK Cip (ng/ml) 0,015 64 128
MHK Nor (ug/ml) 0,125 256 512
gyrA Wildtyp gyrA S83L, D87G gyrA S83L, D87G
parC Wildtyp parC S80I parC S80I
Generationszeit 20 min 30 min 54 min
marA Expression 1-fach 67-fach erhoht 122-fach erhéht
acrA Expression 1-fach 5-fach erhoht 13-fach erhoht

Bei zwei voneinander unabhangigen sdiA-Sequenzierungen fand sich bei GK574 eine mogliche
Thymin-Baseninsertion, die durch Frameshift zum verfriihten Translationsstop gefiihrt hatte
(Tabelle 3-2). Anlass zu dieser Vermutung war ein Signal im Chromatogramm bei Ml und MIVa

(Abbildung 3-1). Die Unterschiede fanden sich in sdiA an Position +583 bp (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2 Vergleich der Ergebnisse der ersten Sequenzierung (eigene Darstellung)

Flir MIIl (GK574) und MIVa (GK575) taucht ein Basenaustauch auf (roter Kreis).

GK571 sdiA rv +848 110728 geandert 110803 (c) | 337| ACGGCGGAAGGTTAGTACATCAGC]
GK571 sdiA rv +848 110830 geandert 110831 (c) | 361| ACGGCGGAAGGTAAG-ACATCAGC]
GK571 sdiA +350 fw 110914 | 188| ACGGCGGAAGGTAAG-ACATCAGC]

GK571 sdiA rv +848 110914 110915 () | 352| ACGGCGEARGET ARG - ACATCAGE

GK574 sdiA contig 110912 | 965| ACGGC TAG-ACATCAGCI

GK575 sdiA contig 110912 | 966| ACGGCEE; TAG-ACATCAGCI

Eine erneute Sequenzierung war notwendig, da fir Mlll und MIVa ein moéglicher Basenaus-
tausch vorlag (Chromatogramme der ersten Sequenzierung), bzw. zwei (berlagerte Sig-
nale/Artefakte zu sehen waren (Abbildung 3-1). Fiir die Wiederholung wurden neue Kulturen
ausgehend von der Dauerkultur angezogen (Abschnitt 2.2.1.1). Nach 18 h Inkubation wurde je
eine einzelne Kolonie fiir MIIl und MIVa auf einer Agarplatte erneut ausgestrichen, so dass alle
Kolonien nach 18 h Inkubation einer identischen Ausgangskolonie abstammten. Jeweils drei

Kolonien wurden ausgewdahlt und DNA mittels Kochmethode isoliert (Abschnitt 2.2.2.1.1).
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Abbildung 3-1 Auszug der Chromatogramme von Position +583 bp der Sequenzierungen
von sdiA fir E. coli WT (links), MIIl (mitte) und MIVa (rechts)
(eigene Darstellung)

Statt der erwarteten WT-Sequenz AGGTAAGAC ergibt die Sequenzierung bei Mlll und MIVa die
Sequenz AGGTTAGAC.

Die Wiederholung der Sequenzierung zeigte keine Thymin-Baseninsertion bei MIIl und MIVa
(Tabelle 3-3). Vermutet wurde, dass die Uberlagerung zweier Signale ein Artefakt darstellte,
welches beim Sequenzieren mit dem BECKMANN-Sequencer entstand und zu einem falsch-
positiven Ergebnis fihrte. Um die Artefakt-Theorie zu bestatigen wurden eine Pyrosequen-
cing-Untersuchung und ein Southern-Blot durchgefiihrt (Abschnitt 3.1.2 und Abschnitt 3.1.3).

Tabelle 3-3 Sequenzalignment fiir WT (GK571), Mill (GK574 und MIVa (GK575)
(eigene Darstellung)

Die Ergebnisse der zweiten Sequenzierung haben den Appendix ,,110923“ (23.09.2011). In der 1. Zeile
ist das Ergebnis der ersten Sequenzierung von MIVa (GK575) zum Vergleich. In der 5. Zeile ist die Se-
quenz fir MG1655 gezeigt (,NC_000913“). In der Wiederholung ist bei WT (GK571), MlIll (GK574) und
MIVa (575) ein Adenosin an der zuvor diskutierten Stelle detektiert worden (Markierung Kreis).

GK575 sdiA fw +350 110923 141| TEGARATGGACGGCGGRAR ARG TCRAG
GK571 sdiA contig 110923 959 TGAAATGGACGGCGGAAGCTAAGRAQATCAGH
GK574 sdiA fw +350 110923 160| TGARATGGACGGCGGRAR ARG TCRAG

GKS575 sdif rv +848 110728 gedndert 110818 (c) 353 TGALATGGACGGCGGARAGE I‘BETCAG{
NC_ 000913 707| TEAGETGGACGGCGGAAGGGARANCATCRGT

3.1.1.1 Aminosdure-Alignment

Auf Grundlage der Sequenzen mit der Thymin-Insertion bei MIll und MIVa zeigte ein Amino-
saure-Alignment (Tabelle 3-4), dass bei MIll und MIVa an Position 195 ein Stoppcodon zu ei-

nem Strangabbruch flhrte. Zum Vergleich wurde die Sequenz fiir den Ausgangsstamm E. coli
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WT (GK571) und fir E. coli MG1655 (,,sdiA alleine NC_000913“) betrachtet. Die Sequenz fiir
MG1655 war bei NCBI (National Center for Biotechnology Information) hinterlegt [226].

Tabelle 3-4 Aminosaure-Sequenz-Alignment fiir sdiA in E. coli WT, Mlll und MIVa

Aminosaure-Sequenzvergleich von SdiA fir E. coli WT (GK571), E. coli MIll (GK574) und E. coli MIVa
(GK575). Die Aminosaurensequenz wird mit SdiA von E coli K12 MG1655 (NC_000913) verglichen. Ge-
zeigt werden die Auswirkungen moglicher Mutationen in MIll und MIVa, die zu einem verfrihten
Stoppcodon innerhalb sdiA flihren. Das Stoppcodon ist an Position +195 zu sehen (,,-“). Gelb unterlegt
sind homologe Sequenzen aller vier Stdmme. Homologe Sequenzen, die bei 3 von 4 Sequenzen zu fin-
den sind, sind blau unterlegt. Griin: Sequenz einmalig im jeweiligen Stamm; keine Homologie zu einem
der anderen Stamme.

1 50
Translation of GK571 sdiA (1) MODTDFFSWLRTMLLRFQRMEAAEEVYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPV
Translation of GK574 sdiA (1) MODTDFFSWLRTMLLRFQRMEAAEEVYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPV
Translation of GK575 sdiA (1) MODTDFFSWLRTMLLRFQRMEAAEEVYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPV
sdiA alleineNC 000913(1) MQDKDFFSWRRTMLLRFQRMETAEEVYHEIELQAQQLEYDYYSLCVRHPV

51 100
Translation of GK571 WT sdiA (51) PFTRPKVAFYTNYPESWVSYYQAKNFLAIDPVLNPENFSQGHLMWNDDLE
Translation of GK574 sdiA (51) PFTRPKVAFYTNYPESWVSYYQAKNFLAIDPVLNPENFSQGHLMWNDDLF
Translation of GK575 sdiA (51) PFTRPKVAFYTNYPESWVSYYQAKNFLAIDPVLNPENFSQGHLMWNDDLE
sdiA alleineNC_000913 (51) PFTRPKVAFYTNYPEAWVSYYQAKNFLAIDPVLNPENFSQGHLMWNDDLF

101 150

Translation of GK571 WT sdiA(101) SEAQPLWEAARAHGLRRGVTQYLMLPXRALGFLSFSRCSTREIPILSDEL
Translation of GK574 sdiA (101) SEAQPLWEAARAHGLRRGVTQYLMLPNRALGFLSFSRCSTREIPILSDEL
Translation of GK575 sdiA (101) SEAQPLWEAARAHGLRRGVTQYLMLPNRALGFLSFSRCSTREIPILSDEL

sdiA alleineNC_000913 (101) SEAQPLWEAARAHGLRRGVTQYLMLPNRALGFLSFSRCSAREIPILSDEL
151 200

Translation of GK571 WT sdiA(151) QLKMQLLVRESLMALMRLNDEIVMTPEMNFSKREKEILKWTAEGKTSAEI

Translation of GK574 sdiA (151) QLKMQLLVRESLMALMRLNDEIVMTPEMNFSKREKEILKWTAEG-TSAEI

Translation of GK575 sdiA (151) QLKMQLLVRESLMALMRLNDEIVMTPEMNFSKREKEILKWTAEG-TSAEI

sdiA alleineNC_000913 (151) QLKMQLLVRESLMALMRLNDEIVMTPEMNFSKREKEILRWTAEGKTSAEI
201 241

Translation of GK571 WT sdiA(201) AMILSISENTVNFHQKNMOKKINAPNKTQVACYAAATGLI-
Translation of GK574 sdiA (200) AMILSISENTVNFHQKNMOKKINAPNKTQVACYAAATGLI-
Translation of GK575 sdiA (200) AMILSISENTVNFHQKNMOKKINAPNKTQVACYAAATGLI-
sdiA alleineNC_000913 (201) AMILSISENTVNFHQKNMHEKN-CTK-DPGCLLRGRYWLNL

3.1.2 Pyrosequenzierung

In der vorangegangenen Sequenzierung nach Sanger wurde keine eindeutige Sequenz fir die
E. coli-Mutanten MIIl und MIVa an Position sdiA +583 bp ermittelt, so dass mittels Pyrose-
quenzierung der SNP (englisch: single nucleotide polymorphism) an dieser Position untersucht
wurde. Ziel war die Aufklarung, ob sdiA mehrfach chromosomal vorlag, und daher unterschied-

liche Sequenzen ermitteln wurden.

3.1.2.1 Software-Analyse der SNPs und Primerwahl

Mithilfe der PyroMark Assay Design Software [227] wurde anhand der Sequenzabschnitte ein
Sequenzierprimer gestaltet, der 3 Basen vor dem vermuteten SNP endet. Ein Biotinprimer
wurde auf Grundlage der MG1655-Sequenz erstellt. Da die Basensequenz fir WT (GK571), Ml
(GK574) und MIVa (GK575) sich in einer Base zu MG1655 unterschied (vergleiche Tabelle 3-5),
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wich der vorliegende Primer an Position 9 in der Sequenz ab (Guanin statt Cytosin). Dennoch

war die Bindung zum komplementaren Sequenzbereich gegeben.

Tabelle 3-5 Biotinprimer Unterschied in einer Base zwischen E. coli-Stamm MG1655 und
E. coli WT.

Die betroffene Base ist gelb unterlegt. In MG1655 lag an der markierten Position ein Guanin vor, im
Gegensatz zu Cytosin in der WT-Sequenz.

sdiA_[3-1]_3'_+673_EcoK12 biotinylated GCAACCTGGGTCTTATTTGG
sdiA_[3-1] 3 +673 WT GCAACCTGCGTCTTATTCGG

3.1.2.2 Amplifikation des zu untersuchenden sdiA-Abschnitts

Fir die Amplifizierung des 157 bp groRen Fragments mittels PCR wurden die Primer

sdiA_[5-1] 5' +516_WT und sdiA_[3-1] _3' +673_EcoK12 biotinylated verwendet (Abbildung

3-2).
sdiA_[5-1]_+563_WT (100.0%)
sdiA_[sdiA 5-1]_5'_+295_EcoK12 (100.0%) B s
sdiA sdiA_[3-1]_3'_+673_EcoK12 biotinylated (90.0%)
| { L | l‘ 'Y
| I ] &
1 I I LB
sdiA_[sdiA 3-1]_3'_+673_EcoK12 (90.0%)
GK571 sdiA contig 110912 sdiA_[5-1]_+516_WT (100.0%)
1187 bp
Abbildung 3-2 Bereich sdiA mit den verwendeten Primern fiir die Pyrosequenzierung,

(eigene Darstellung)

Die Primer sdiA_[5-1] 5 +516_WT und sdiA_[3-1] 3 +673_EcoK12 wurden zur vorgesetzten PCR
fir das Pyrosequencing verwendet. Beim Pyrosequencing selbst kam der Primer
sdiA_[5-1] +563_WT zum Einsatz. Zusatzlich ist der biotinfreie Primer sdiA_[3-1]_3‘_+673_EcoK12
zu sehen, der bei Vorversuchen zum Pyrosequencing eingesetzt wurde.

Auch sind die Primer zur Amplifikation einer 378 bp groBen Sonde fiir einen Southern Blot zur sdiA-
Detektion gezeigt (weitere Informationen in Abschnitt 3.1.3). Das erzeugte Amplicon enthielt eine
Restriktionsschnittstelle fir Dral. Hierfir wurden die Primer sdiA_[sdiA 5-1] 5' +295 EcoK12 und
sdiA_[sdiA 3-1]_3' +673_EcoK12 verwendet.

3.1.23 Ergebnisse der Pyrosequenzierung

Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung (Abbildung 3-3) lieferten keinen Hinweis auf einen
vorliegenden SNP. Die Sequenzen in WT, Ml und MIVa unterschieden sich nicht. Die Sequenz

an Position sdiA +583 bp wies hier Adenin (statt Thymin) auf. Durch die Pyrosequenzierung
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lieR sich die vermutete Sequenz (GTTAGACA) nicht bestatigen, sondern entsprach bei Mlll und
MIVa der Wildtyp-Sequenz (GTAAGACA). Die Sequenzierung beantwortete nicht die Frage, ob
mehrere Genkopien vorlagen, daher wurde ein Southern Blot durchgefiihrt. Auch die Frage,
wie die Analyse der Rohdaten in der Software erfolgte, und ob Minoritaten innerhalb der
Software berlicksichtigt wurden, und weiter behandelt wurden, wurde im Rahmen dieser

Arbeit nicht beantwortet.

Abbildung 3-3 Pyrosequenzierung fiir WT, Mlll und MIVa

Im gelb markierten Bereich ist bei WT, MIIl und MIVa aufgrund des Signal-Musters zu erkennen, dass
die gleiche Sequenz vorliegen muss (GTAAGACA). Das erste Signal von links im gelben Bereich ist nur
halb so grol3, wie das zweite Signal von rechts im gelben Bereich. Beim ersten Signal ist zu folgern,
dass eine Base Thymin eingebaut wurde. AnschlieBend wird zweimal Adenin eingebaut, weshalb das
Signal doppelt so groR ausfallt.

3.1.3 Southern Blot

Ergdnzend zu der Sanger-Sequenzierung und der Pyrosequenzierung war ein Southern Blot zur
Bestatigung notwendig, dass nicht mehrere Genkopien in den E. coli-Stammen WT, Mlll und
MIVa vorlagen. Nach der Isolierung chromosomaler DNA, sollte mit einer markierten Sonde
der Nachweis erbracht werden. Zielfiihrend sollte die Strategie sein, dass innerhalb von sdiA
nach Restriktionsverdau nur einmal geschnitten wurde. Fir n sdiA-Kopien erschienen so n+1

Banden nach anschliefender Detektion auf einer Membran (Abbildung 3-4).

Der Southern Blot wurde nach der in Abschnitt 2.2.2.8 beschriebenen Methode gemal des
DIG Application Manual for Filter Hybridization der Roche Diagnostics GmbH durchgefiihrt
[220]. Zur Herstellung einer Digoxigenin-markierten Sonde wurde das PCR DIG Probe Synthesis
Kit von Roche Life Science (Cat No. 11 636 090 910) verwendet. Grundlage der Strategie war

die Verwendung von Digoxigenin markierter DNA [220], [228].
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Abbildung 3-4 Konzept Nachweis mehrerer sdiA-Gene in WT, Mlll und MIVa
(eigene Darstellung)

Schritt 1 und 3: Im unverdauten Zustand ist bei Nachweis durch markierte DNA nicht zu erkennen,
ob ein sdiA-Gen oder n-fach sdiA-Gene vorliegen; Schritt 2 und 4: Nach Restriktionsverdau mit Dral
sind nach der Nachweisreaktion n+1 Banden auf der Membran zu sehen.

3.1.3.1 Vorversuche

3.1.3.1.1 DIG-11-dUTP markierte Sonde zur Detektion von sdiA

Fir die Amplifikation der 378 bp groRen Sonde zur sdiA-Detektion wurden die Primer
sdiA_[sdiA 5-1] 5' +295 EcoK12 und sdiA_[sdiA 3-1] 3' +673_EcoK12 verwendet (Abbildung
3-5). Fur die Amplifikation wurde DNA aus E. coli MG1655 GK-Nr. 2110 verwendet, die mittels
Kochmethode isoliert wurde (Abschnitt 2.2.2.1.1). Mit einem eingesetzten Template-Volumen
von 0,5 ul auf 25 pl-Ansatz wurde die Herstellung einer DIG-markierten Sonde durchgefiihrt.
Die PCR-Bedingungen entsprachen den Bedingungen aus den Voruntersuchungen. Die geeig-
nete Hybridisierungstemperatur wurde nach der in Abschnitt 2.2.2.8 beschriebenen Methode

berechnet und im weiteren Verlauf verwendet.
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sdiA_[sdiA 5-1]_5'_+295_EcoK12 (100.0%)

Fur-Box sdiA Dral (549) sdiA_[sdiA 3-1]_3'_+673_EcoK12 (100.0%)
| .
| | | >
1 ] 1
Abbildung 3-5 Positionen der Primer innerhalb sdiA (eigene Darstellung)

Zusatzlich sind die Primer zur Amplifikation einer 378 bp groRen Sonde zur sdiA-Detektion gezeigt
(hierzu finden sich weitere Informationen in Abschnitt 3.5.4). Das erzeugte Amplicon enthielt eine
Restriktionsschnittstelle fiir Dral. Hierfiir wurden die Primer sdiA_[sdiA 5-1]_5' +295 EcoK12 und
sdiA_[sdiA 3-1] 3' +673_EcoK12 verwendet.

In der Agarose-Gelelektrophorese wanderte die Sonde bedingt durch den DIG-11-dUTP-Ein-
bau langsamer als die unmarkierte Sonde (Abbildung 3-6). In Spur 4 war weniger DNA zu er-
kennen im Vergleich zu Spur 5, welche eine unmarkierte Sonde aus einer vorangegangenen
PCR enthielt. Die Negativkontrolle (NTC) wies keine Verunreinigung auf. Eine Abschatzung der
Sondenkonzentration in Spur 1 mithilfe des GréBenmarkers lieR eine Konzentration von ca.

12 — 14 ng/ul (60 — 70 ng/5 pl) vermuten (Abbildung 3-6).

Um eine ausreichende Sondenmenge in den Southern Blot einzusetzen, war eine Konzentrati-
onsbestimmung der Sonde notwendig. Hierzu wurde - erganzend zur Maoglichkeit anhand ei-
ner Bandenintensitdt im Agarosegel (siehe Abschnitt 2.2.2.6.1) die Konzentration abzuschat-

zen - mittels Qubit® Fluorometer die Konzentration bestimmt (vergleiche Abschnitt 2.2.2.6.3).

Mit den Primern sdiA_[sdiA 5-1] 5' -438 EcoK12 und sdiA_[sdiA 3-1]_3’_+848 EcoK12 wurde
ein 1286 bp langes DNA-Fragment mit sdiA amplifiziert, das fiir die Ermittlung der Detektions-

grofSe und spater als Positivkontrolle im Southern Blot benétigt wurde.
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Abbildung 3-6 Gelbild sdiA DIG-11-dUTP-Sonde; 13.04.2012
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

Spur 1: DNA-GrofRenmarker 5 pl; Spur 2: MG1655 Sonde sdiA-DIG-11-dUTP 5 pl;

Spur 3: MG1655 Sonde sdiA-DIG-11-dUTP 5 ul NTC;

Spur 4: MG1655 Sonde sdiA-DIG-11-dUTP alterer Ansatz, weniger Polymerase verwendet;
Spur 5: MG1655 Sonde sdiA ohne DIG-11-dUTP 0,5 ul

3.1.3.1.2 Vorversuch Southern Blot Ermittlung der Detektionsgrenze

Dem Protokoll aus Abschnitt 2.2.2.8 folgend wurde ein Vorversuch fir den Southern Blot mit-
samt Ermittlung der Detektionsgrenze durchgefiihrt. Unter Detektionsgrenze war die kleinste
DNA-Masse gemeint, die im Rahmen dieser Methode nachgewiesen werden konnte. Anhand
der ermittelten Masse konnte im weiteren Verlauf abgeschatzt werden, wieviel an DNA min-
destens einzusetzen war. Zuerst wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit dem PCR-Produkt
flir WT durchgefihrt. Hierbei wurde eine Verdiinnungsreihe aufgetragen. Gleichzeitig wurde
mit dem verwendeten Fragment, die Tauglichkeit als Positivkontrolle getestet. Mit Ethidium-
bromid waren DNA-Mengen unter 1-2 ng nicht sichtbar (Abbildung 3-7). Es bestand die Gefahr

der Fehlinpretation, dass Probenmaterial nicht aufgetragen wurde.
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O'GeneRuler
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Abbildung 3-7 Ermittlung Detektionsgrenze der sdiA-DIG-11-dUTP-Sonde.

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

Spur 1: GroRenmarker 100 bp 5 pl; Spur 2 bis Spur 9 abnehmende DNA-Mengen des gleichen

sdiA-PCR-Produkts, das eine Konzentration von 3,55 ng/ul hat.

Spur 2: 1/1 17,75 ng; Spur 3: 1/10 1,775 ng; Spur 4: 1/20 887,5 ng; Spur 5: 1/60 333 pg;

Spur 6: 1/100 200 pg; Spur 7: 1/100 200 pg; Spur 8: 1/200 88,75 pg; Spur 9: 1/400 44,375 pg
In 20 ml Hybridisierungspuffer wurden 7 ul behandelter Sonde zugegeben. 10 ml dieses Puf-
fers wurden fiir die Detektion in diesem Vorversuch verwendet. Eine Konzentrationsbestim-

mung mit dem BioAnalyzer® (vergleiche Abschnitt 2.2.2.6.4) ergab eine Konzentration von

8 ng/ul, so dass insgesamt 28 ng an Sonde fir diesen Versuch verwendet wurden.

Nach einer Hybridisierung mit der ermittelten Hybridisierungstemperatur von 43 °C (siehe Ab-
schnitt 2.2.2.8) konnte eine Detektionsgrenze von ca. 80 pg DNA ermittelt werden). Die
Membran wurde fiir 45 min bei 80 °Cim Heizofen erhitzt (,gebacken”), um die Detektion sicht-
bar zu machen. In Spur 8 in Abbildung 3-8 war bei 88 pg noch eine Bande zu erkennen. In
Spur 9 war bei ca. 45 pg DNA noch eine Bande schwach sichtbar. Mit diesem Ergebnis liel3 sich
fir die Durchfiihrung der Southern Blots die einzusetzende DNA-Menge fir eine Detektion
ermitteln. Mit einer Masse von 28 ng Sonde lieBen sich mindestens 50 pg DNA und dement-

sprechend 50 pg sdiA detektieren (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8 Ergebnis Detektionsgrenze der sdiA-DIG-11-dUTP-Sonde.

Spur 1: GroBenmarker 100 bp 5 pl (nach Detektion nicht zu sehen); Spur 2 bis Spur 9 abnehmende

DNA-Mengen des gleichen sdiA-PCR-Produkts, das eine Konzentration von 3,55 ng/ul hat;

Spur 2:1/1 17,75 ng; Spur 3: 1/10 1,775 ng; Spur 4: 1/20 887,5 pg; Spur 5: 1/60 333 pg;

Spur 6: 1/100 200 pg; Spur 7: 1/100 200 pg; Spur 8: 1/200 88,75 pg; Spur 9: 1/400 44,375 pg
Das Epicentre MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit wurde zur DNA-Isolierung
aus den E. coli-Stammen WT, Ml und MIVa verwendet [191]. Fir jeden E. coli-Stamm wurden
mehrere Isolierungen gemacht, um ausreichend Material flir Vorversuche und zusétzliche Ver-

suchsdurchldufe zu erhalten. Die Konzentration wurde mit dem NanoDrop™-Spektrometer er-

mittelt (vergleiche Abschnitt 2.2.2.6.2).

3.1.3.1.3 Berechnung der einzusetzenden DNA-Menge

Als Vorbereitung zur notwendigen Sondenmenge, um sdiA zu detektieren, war die Menge an
sdiA innerhalb der E. coli-Gesamt-DNA zu berechnen. Diese Menge bezog sich auf die Gesamt-
DNA, die aus einer UNK gewonnen wurde. Bei E. coli war von einem ca. 4,65 * 10°bp im ge-

samten Genom auszugehen. In 1 ml einer UNK fanden sich nach ca. 18 h Inkubation bei 37 °C
und 130 rpm ca. 5 * 10° Emhelten/ml'

Ausgehend von einem einzigen sdiA-Gen innerhalb des bakteriellen Chromosoms lagen in der

isolierten DNA 5 * 10° sdiA-Gene in 1 ml UNK vor. In E. coli besaR sdiA eine GroRe von 723 bp.

Insgesamt war in einem lIsolat aus 1 ml UNK 3,615 * 10%2 bp/mlfijr sdiA zu erwarten

(n sdiA x sdiA bp x n Einheiten).
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Fir das Molekulargewicht von 1 bp wurde von einem mittleren Wert von 660 g/Mol ausge-

gangen. 1 Mol enthielt 6,022 * 1023 Molekiile. Fiir sdiA lagen in 1 ml UNK 6,003 * 10~ *2mol

3,615%1012
V ——

cozz1on — 0003 10~ *mol in 1 ml). Diese Menge hatte ein Gewicht von ca. 3,9 ng

(6,003 * 10~ ?mol * 660 g/mol = 3,962 * 10~%g). Da 3 ml UNK verwendet wurden, ergab

sich eine Masse von 1,189 ng an sdiA. Das entsprach der maximalen Ausbeute die theoretisch
zu erreichen war, wenn nur eine Genkopie vorlag.

Aus der Ermittlung der Detektionsgrenze war bekannt, dass mit ca. 4 ng an eingesetzter Sonde
mindestens 50 pg des sdiA enthaltenden PCR-Produkts detektiert wurden. Mit dieser Informa-
tion konnte die einzusetzende Menge an Gesamt-DNA fir den Southern-Blot ermittelt wer-
den. Das resultierende Amplicon hatte eine Gesamtlange von 1303 bp, davon gehorten 723 bp
zum sdiA-Gen. In 50 pg Amplicon lagen ca. 27,7 pg an sdiA-Gen vor.

Ausgehend von einem DNA-Doppelstrang, betrug das Molekulargewicht fir das PCR-Fragment
806.567 g/mol (2 * 403.283,5 g/mol; mit der Software VectorNTI® ermittelt). sdiA hatte ein
Molekulargewicht von 223.948,9 g/mol (mit VectorNTIl ermittelt). In 50 pg lagen 6,19
10~ mol PCR-Fragment, bzw. sdiA vor. Diese Stoffmenge wurde mindestens zur Detektion
bendtigt. Aus Stoffmenge und Molekulargewicht ergab sich eine Masse von 13,8 pg. sdiA
machte im E. coli-Genom 0,0175 % aus. Daraus ergab sich eine einzusetzende Gesamt-DNA-

Masse von ca. 88 ng (Gl. 9).

13,8+ 107 12g

001570 87,898 ng (Gl.9)
) 0

Fir die Isolate, deren Konzentration ermittelt wurde, waren fir ca. 88 ng insgesamt 0,2 bis
0,3 ul einzusetzen, um die notwendige Menge an sdiA zu erhalten. Fiir den Southern Blot wur-
den 3 pl an chromosomaler DNA eingesetzt. Damit wurde das Zehnfache an notwendiger DNA-

Menge eingesetzt. Hierdurch sollte eine Detektion gewahrleistet werden.

3.1.3.1.4 Restriktionsverdau der Isolate

Als Vorbereitung zur Uberpriifung, ob mehrere sdiA-Kopien im Chromosom vorlagen, wurde

die gesamte DNA einem Restriktionsverdau unterzogen (vergleiche Abbildung 3-4). Das Rest-
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riktionsenzym sollte einmal innerhalb sdiA schneiden und der Schnitt sollte im Bindungsbe-
reich der DIG-Sonde liegen. Hierzu wurden mittels der Software VectorNTI® Restriktions-
enzyme gesucht, die moglichst mittig in sdiA schneiden. Fiir den Verdau wurde Dral [229] aus-
gewahlt (siehe Abbildung 3-5). Das Enzym schneidet einmal innerhalb sdiA in der Region der
Sonde. Die Fragmente hatten nach dem Schnitt glatte Enden (blunt ends), so dass die Méglich-
keit zur Religation reduziert war. Nach Isolierung von DNA aus WT, MlIll und MIVa wurde diese
DNA mit Dral behandelt. Der Erfolg des Restriktionsverdaus der verschiedenen Isolate wurde
mittels Gelelektrophorese kontrolliert. Flir mégliche Versuchswiederholungen wurden jeweils
zwei Ansatze mit FastDigest Dral fragmentiert.

Um die genaue Zeit der Auftrennung der DNA zu ermitteln, wurde ein Gel in der gleichen Kam-
mer und in der gleichen GréRe verwendet, wie auch fir den eigentlichen Southern Blot vorge-
sehen. Fiur die Gelelektrophorese wurde die Kammer Peglab ExW Revolution verwendet. Bei
einer Spannung von 110 V wurde fiir 5,5 Stunden DNA aufgetrennt. Fiir das Gel wurden 300 ml
TAE-1 x-Puffer mit 3,2 g Agarose eingesetzt. Anschlieend wurden weitere 100 ml TAE-1 x-Puf-
fer zugefligt, nachdem die Temperatur abgesunken war. Nach 5,5 Stunden wurde das Gel im

Ethidiumbromid-Bad gefarbt, um spater DNA unter UV-Bestrahlung sichtbar zu machen.

3.1.3.1.5 Positiv- und Negativ-Kontrolle

Zur Bestatigung, dass die eingesetzte Sonde nur an sdiA band, wurden zwei Kontrollen einge-
plant. Als Positivkontrolle wurde das Fragment verwendet, das schon bei der Ermittlung der
Detektionsgrenze benutzt wurde.

Als Negativkontrolle wurde tGber BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) u.a. Staphy-
lococcus epidermidis (GK2278) ermittelt. Zur Isolation von DNA wurde eine Kultur der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH mit der DMS No.: 20044
(https://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/DSM-20044.html) verwendet. Aus einer
frischen UNK wurde mit dem chromosomale DNA isoliert. Als weitere Kontrolle wurde DNA
aus E. coli WT (GK571) vorbereitet. Die Konzentration wurde mittels Qubit® Fluorometer und
Nanodrop™ Spectrophotometer (nur GK2278). Mit FastDigest EcoRl wurden die Kontrollen
fragmentiert. Im Gegensatz dazu wurden die Proben mit FastDigest Dral fragmentiert. Auf die

Inaktivierung wurde verzichtet. Der DNA-GrolRenmarker konnte als weitere Negativkontrolle
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verwendet werden, da hier auch DNA frei von sdiA vorlag. Als Kontrollansatz wurde im Agaro-
segel die Positivkontrolle aus drei Komponenten beladen: DNA-Beschwererlosung,

sdiA-Amplicon und sdiA-Sonde.

3.1.3.1.6 Erwartete FragmentgréfSen

Durch das bei NCBI hinterlegte Genom von E. coli str. K12 substr. MG1655 [230] lieRen sich die
FragmentgroBen nach Verdau mit Dral oder EcoRl in silico ermitteln, die durch Detektion mit

einer DIG-markierten Sonde sichtbar wurden (Abbildung 3-9, Abbildung 3-10).

sdiA
Dralig) Dral(1659) Dral (6300)
sdiA Dral Region
6302 bp
Abbildung 3-9 Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym FastDigest Dral im

Sequenzbereich bei sdiA (eigene Darstellung)

Innerhalb eines Sequenzbereichs von 6302 bp schneidet Dral dreimal. Davon einmal innerhalb sdiA.
Im Southern Blot ist bei Detektion von sdiA mit zwei Banden zu rechnen.

Durch den Restriktionsverdau mit Dral entstanden zwei Fragmente (ca. 1655 bp und 4641 bp).

Beide Fragmente enthielten sdiA-Sequenzbereiche. Bei Restriktionsverdau mit EcoRl entstand

ein ca. 10.441 bp grolles Fragment, das sdiA enthielt.

EcoRI(2) sdiA EcoRI (10443)

sdiA EcoRI Region

10447 bp

Abbildung 3-10 Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym FastDigest EcoRl im
Sequenzbereich bei sdiA (eigene Darstellung)

Erst nach 10.441 bp schneidet EcoRl ein zweites Mal. Innerhalb dieses Fragments ist sdiA lokalisiert
und wird nicht fragmentiert. Flir den Southern Blot ist nach Fragmentierung mit EcoRI nur eine
Bande fiir sdiA zu sehen.
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3.1.3.2 Durchfiihrung Southern Blot

Nachdem eine Detektionsgrenze von ca. 30-50 pg ermittelt war, wurde DNA aus Isolierungen
mit dem Epicentre-Kit verwendet. Ein 0,75 %-iges Ethidiumbromid-freies 400 g Gel wurde in
einem horizontalen Gelsystem mit integrierter Pufferumwalzung gegossen (Peqglab Perfect-
Blue Maxi ExW Revolution [231]). Bei 120 V wurde fir 5,5 Stunden eine Agarosegelelektropho-
rese angesetzt. Jeweils zwei Taschen wurden am Gelkamm mit Klebeband zu einer grof3en Ta-

sche zusammengefiigt.

3.1.33 Ergebnisse des Southern Blots

In Abbildung 3-11 ist das Ergebnis der vorgeordneten Agarosegelelektrophorese zum Southern
Blots zu sehen. Die Banden in den Spuren 2 bis 5 fallen durch die breiteren Geltaschen auf. In
den Spuren 2 bis 4 wurden jeweils zwei Banden durch die Sonde detektiert. Hier wurde chro-
mosomale DNA aufgetragen, die mit FastDigest Dral fragmentiert wurde. In Spur 5 war nur
eine Bande zu sehen. Hier wurde chromosomale DNA aufgetragen, die mit EcoRI fragmentiert
wurde. In Spur 6 und 7 waren keine Banden zu sehen. Als Negativkontrolle war bei S. epider-
midis (GK2278) keine Bande zu erwarten. Der DNA-GréRenmarker in Spur 7 zeigte keine Ban-
den nach Detektion mit der Sonde. In Spur 1 waren mehrere Banden zu sehen. Neben dem
1286 bp sdiA-PCR-Fragment und der 378 bp langen DIG-Sonde waren weitere Banden zu se-
hen. Hier waren Nebenprodukte aus den PCR zu vermuten, die sonst mit Ethidiumbromid nicht

sichtbar waren.
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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4641bp
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Abbildung 3-11 linke Gelhidlfte: Verlaufskontrolle nach Farbung mit Ethidiumbromid;
rechte Gelhalfte: Southern Blot Membran nach Detektion

Links

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung;

Spur 1: Kit MIVa 72 2 3 ul Restriktionsansatz ; Spur 2: 1 kb DNA GréRenmarker 2 pl
Rechts

Spur 1: 2 pl sdiA-PCR; Spur 2: Spur 2: Kit WT 2 45 ul Verdau Dral;

Spur 3: Kit MIIl 1 45 pl Verdau Dral; Spur 4: Kit MIVa 72 2 45 ul Verdau Dral;

Spur 5: Kit WT 50 pl EcoRl; Spur 6: S. Epidermidis GK2278 50 uL EcoRl;

Spur 7: 1 kb DNA GroRenmarker 3 pl
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3.1.4 Quantitative Bestimmung der sdiA Expression

Durch den Southern Blot wurde keine veranderte sdiA-Kopienzahl in den E. coli-Mutanten Mll|
(GK574) und MIVa (GK575) gefunden. Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob die sdiA
Expression bei E. coli MIVa im Vergleich zu WT und MIIl erhéht war, als eine erste mogliche

Erklarung der erhohten acrA-Expression in MIVa (vergleiche Abschnitt 1.10.1).

3.14.1 Primerauswahl und Haushaltsgen

Fiir die Bestimmung der sdiA Expression wurde ein Primerpaar mit einem Amplicon im hinte-
ren sdiA-Genbereich gewahlt. Bei der Primerwahl waren Vorgaben zu beriicksichtigen: Die Pri-
mer sollten einen GC-Gehalt von 30-60 % besitzen und nicht langer als 18-30 Nucleotide sein.
Das Amplicon sollte eine Lange von 70 - 150 bp haben. Die optimale Schmelztemperatur Tn
sollte bei 60 °C liegen. Eine Differenz der T, der einzelnen Primer sollte nicht mehr als 2 °C
Uberschreiten und maximal 2 G/C sollten unter den letzten 5 Nucleotiden des 3‘-Primerendes
vorliegen. Verwendet wurden die Primer sdiA_[GK571_RT-PCR_5-1] +480 und
sdiA_[GK571_RT-PCR_3-1]_+575 die ein Amplicon von 115 bp bildeten. Zusatzlich waren Pri-
mer fir ein Haushaltsgen (englisch: housekeeping gene) auszuwahlen. Hier wurde cysG als
Haushaltsgen verwendet. cysG kodiert fiir das Gen der Sirohdam-Synthase, wird konstitutiv ex-
primiert, und in der Literatur als Referenzgen fir real-time quantitative PCR bei E. coli emp-
fohlen [27], [232]. Fiir cysG wurden die Primer cysG_+932_ fw-RT undcysG_+1019 rv-RT mit

einem Amplicon von 88 bp verwendet.

3.1.4.2 Quantitative Bestimmung der sdiA Expression

Eine Untersuchung der sdiA Expression wurde als Erganzung zur Kontrolle auf mehrere chro-
mosomale sdiA-Genkopien in MIIl und MIVa durchgefiihrt. Da SdiA eine zentrale Rolle in der
Regulation von Gen Expressionen einnimmt, war es Ziel des Projekts den Zusammenhang von
sdiA/SdiA, AcrAB und einer damit verbundenen Multi-Drug-Resistance (MDR) zu untersuchen.
Die Bestimmung wurde nach der in Abschnitt 2.2.2.3.5 beschriebenen Methode durchgefihrt.
In der Literatur wurden bei ahnlichen sdiA-Untersuchungen unterschiedliche Temperaturen
verwendet [68], [69], [225], daher sollte in diesem Versuch parallel mit zwei Ansatzen gearbei-
tet werden. Die verwendete mRNA wurde bei ODgoonm 0,4 und 0,7 geerntet. Die verwendeten

Normierungs- und Validierungsmethoden sind in Kapitel 2.2.2.3.5 beschrieben und werden in
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Abschnitt 5.1 diskutiert. Die optimalen PCR-Bedingungen sind in Kapitel 3.1.4.1 erwahnt. Ab-
weichend von den Vorversuchen fiir cysG wurde fiir beide Primer die gleiche Annealing-Tem-

peratur von 60 °C gewahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-12 zusammen gefasst.

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

on

relative sdiA-Express

MIIl 0,4 Milo,7 MlVa 0,4

Stamm

Abbildung 3-12 Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der relativen sdiA Expression
in Bezug auf die sdiA-Expression in WT.

Vergleich sdiA Expression der E. coli-Stamme MiIIl (ODgoonm 0,4 und 0,7) und MIVa (ODegonm 0,4)
bezogen auf den Wert von E. coli WT (ODsoonm 0,7). Ergebnisse gezeigt als relative sdiA Expression.

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der sdiA Expression wurden in Relation zur Ex-
pression von E. coli WT ODesgo nm 0,7 betrachtet. Die relative sdiA Expression fir E. coli WT bei
ODe6oonm 0,7 betrug 1,0. Die Expression von sdiA in E. coli MIll war zum Messpunkt ODeoonm 0,4
vergleichbar mit dem Bezugsstamm E. coli WT. Bei Messpunkt ODsgonm 0,7 war die Expression
erniedrigt. Diese Erniedrigung bei MIIl war statistisch signifikant. Die Messung wurde jeweils
zweimal durchgefiihrt, daher war die Aussagekraft der Ergebnisse begrenzt. Bei E. coli MIVa
war die Expression von sdiA beim Messpunkt ODsoonm 0,7 um 42 % erhoht im Vergleich zum
Bezugsstamm E. coli WT (1,0). Bei gleicher chromosomaler sdiA-Kopienzahl (Southern-Blot in
Abschnitt 3.1.3.3) schien im Unterschied zu Mlll die sdiA Expression durch einen weiteren Fak-
tor beeinflusst zu werden. Mogliche Ursachen der Standabweichungen und der unterschiedli-

chen Expressionen werden in Abschnitt 5.1 diskutiert.
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4 Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der Topoisomerase-Schutzproteine QnrAl und
QnrB1 (Abschnitt 1.7.3.3) auf die Entwicklung einer hochgradigen Fluorchinolon-Resistenz
untersucht. Die Anwesenheit von QnrAl und QnrB1 allein in einem E. coli-Stamm sorgt nicht
fiir die Ausbildung einer klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz. Der Effekt durch Qnr
allein ist sehr gering und bringt bei FQ-empfindlichen Stammen nur eine Steigerung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) von ein bis zwei Stufen. Nachdem die MHK von
Ciprofloxacin fiir die verwendeten E. coli-Stamme in einer praziseren Konzentrationsabstufung
(nicht nach EUCAST-Standard, Tabelle 4-1) ermittelt worden war, wurde ein Ciprofloxacin-
Forward-Assay (Selektionsexperiment mit Ciprofloxacin, Abschnitt 2.2.1.15) durchgefiihrt, und

mogliche Mutanten auf eine Erhéhung der MHK von Ciprofloxacin hin untersucht [24].

Tabelle 4-1 Vergleich der MHK von Ciprofloxacin (Cip); Verwendung unterschiedlicher Plasmide

MHK von Cip (ng/ml)

Stamm
prazise Konzentration EUCAST

Mil 1,2 2

+ pUC19 1,2 2

+ pHPNE19-02 3,4-3,6 4

+ pHPNE19-02.1 3,4-3,6 4

+ pHPNE18-01 1,8-2 4

+ pHPNE18-01.1 1,8-2 4

Fiir den Ciprofloxacin-Forward-Assay war ein Selektiv-Agar notwendig mit einer Konzentration
oberhalb der MHK von Ciprofloxacin und unterhalb der MPC von Ciprofloxacin (Abschnitt 1.6).
Ausgehend von der prazisen Ermittlung der MHK von Ciprofloxacin, wurde hierfiir eine UNK
auf 8-fache MHK von Ciprofloxacin-Agar ausgestrichen und bei 37 °C fiir 24 h inkubiert. Aus
vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass sich eine 6- bis 8-fache Konzentration zur Selek-
tion mit Ciprofloxacin eignete [18], [27], [167], [233]. Mutanten, die auf den Selektionsplatten
gefunden wurden, wurden durch erneutes Uberimpfen auf Ciprofloxacin-Agar ausgeeinzelt
und weiter untersucht.

Als Kontrolle wurden zusatzlich Ciprofloxacin-Forward-Assays mit dem E. coli-Wildtyp WT und
E. coli WT-K (GK4041) durchgefihrt (Abschnitt 4.2). Aus der Arbeit von Dr. B. KORBER-IRRGANG
stammte die Mutante WT-K [180], wo bei einem Wildtyp WT Stammbhintergrund eine Muta-

tion in gyrB (gyrBS464Y) vorliegt. Diese Mutante war als Vergleich zu E. coli WT und zur E. coli-
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Mutante Mll interessant, da sich gyrBS464Y auRerhalb der QRDR (quinolone resistance-deter-
mining region) der primaren Zielstruktur GyrA liegt und auBerhalb der QRDR von GyrB (Ab-
schnitt 1.7). Der Aminosaureaustausch auRerhalb der QRDR von GyrB stellte eine Erweiterung
dieser Region dar [180]. Als weitere Kontrolle wurden Ciprofloxacin-Forward-Assays bei WT,

WT-K und MII - transformiert mit dem resistenzgenfreien Vektor pUC19 — durchgefiihrt.

4.1 Feinbestimmung der MHK von Ciprofloxacin und Einfluss von
IPTG auf die MHK

Aus der Arbeit von Dr. N. HiLsBERG-EMRICH [18] lagen Plasmide mit PMQR (plasmid mediated
(fluoro)quinolone resistance) Genen vor, die auf den Vektoren pUC18 und pUC19 basierten
und den Promotor Plac besaBen. Transformanden der E. coli-Mutante MIl mit den Plasmiden
pHPNE19-02 und pHPNE18-01 wurden direkt verwendet. Mit den Plasmiden pHPNE19-02.1
und pHPNE18-02.1, bei denen lacZ deletiert war, wurde die E. coli-Mutante MIl jeweils
transformiert (vergleiche Abschnitt 2.2.1.8). Vor dem eigentlichen Versuch (Abschnitt 4.2)
wurde eine Feinbestimmung (Abschnitt 2.2.1.12.2) der MHK von Ciprofloxacin durchgefiihrt.
Ausgehend von 0,4 pg/ml wurde die Ciprofloxacin-Konzentration in 0,2 pug-Schritten erhoht.

Messungen erfolgten mit und ohne Induktion des lac-Operons durch 1 mM IPTG (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2 Vergleich der MHK von Ciprofloxacin (Cip); Verwendung unterschiedlicher Plasmide

MHK von Cip (pg/ml)

Plasmid
-IPTG +IPTG
Mil 1,2 1,2
+pUC19 1,2 1,2
+ pHPNE19-02 3,4-3,6 3,4-3,6
+ pHPNE19-02.1 3,4-3,6 3,4-3,6
+ pHPNE18-01 1,8-2 1,8-2
+ pHPNE18-01.1 1,8-2 1,8-2

Durch Induktion mit IPTG resultierte keine Zunahme der MHK von Ciprofloxacin. Phdnotypisch
schien die niedrige Expression bei Abwesenheit von IPTG ausreichend zu sein, um die gleiche
MHK von Ciprofloxacin zu erreichen. Ein Unterschied der MHK zwischen Transformanden mit
Plasmid pHPNE18-01 oder pHPNE18-01.1, bzw. mit pHPNE19-02 oder pHPNE19-02.1 war nicht
festzustellen. Die ermittelten MHK von Ciprofloxacin bestétigten die Ergebnisse aus der Arbeit

von Dr. N. HiLsBERG-EMRICH [18]. Flr den Ciprofloxacin-Forward-Assay wurde jeweils die 4-fache
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oder 8-fache Konzentration der MHK von Ciprofloxacin fiir die LB-Agarplatten verwendet.
Transformanden mit den Plasmiden pHPNE18-01.1 und pHPNE19-02.1 wurden fiir die

Ciprofloxacin-Forward-Assays verwendet.

4.2 Charakterisierung der Transformanden und In-vitro-
Selektion von QnrAl und QnrB1 in E. coli WT (GK571), E. coli
WT-K (GK4041) und E. coli (GK573) MlII

Neben der Feinbestimmung der MHK von Ciprofloxacin wurden fiir den Ciprofloxacin-
Forward-Assay die MHKs von verschiedenen Antibiotika fir die Transformanden durch
Mikrodilutionsverfahren ermittelt (gemafl Abschnitt 2.2.1.12.1). In Tabelle 4-3 ist eine
Ubersicht der MHK von verschiedenen Antibiotika vor Durchfiihrung der Selektionsversuche
gezeigt. Hierflir wurde E. coli MIl (GK573) mit pHPNE19-02.1 (QnrA1l) und pHPNE18-01.1
(QnrB1) transformiert. Als Kontrolle wurde Mll zuséatzlich mit pUC19 transformiert.

Fir die Stamme WT und WT-K (Abschnitt 1.10) wurde analog vorgegangen. Fiir WT wurden
aus den Arbeiten von Dr.N. HiSBERG-EMRICH die Transformanden E. coli WT pHPNE19-
02.1 (Nr. 1) 571 + gnrAApMG252 und E. coli WT pHPNE18-01.1 (No. 9) 571 + gnrBAlacZ ge-
nutzt [18].

Nach der Feinbestimmung und der Charakterisierung der Transformanden, wurde die
in-vitro-Selektion gemaR Kapitel 2.2.1.15 durchgefiihrt (Tabelle 4-4). Eine Erklarung zu 50er-
Platten findet sich in Abschnitt 2.2.1.2. Die Abbildung 4-1
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Tabelle 4-3 MHK von verschiedenen Antibiotika vor Selektionsversuch

MHK (pg/ml)
Stamm
Ciprofloxacin Nalidixinsdure Tetracyclin Chloramphenicol
WT 0,015 4-8 0,5 4
+ pHPNE19-02.1 0,25 32 0,5 4
+ pHPNE18-01.1 0,12 16 - 32 0,5 4
+ puUC19 0,015 4-8 0,5 4
WT-K 0,125 16 - 32 0,5 8
+ pHPNE19-02.1 0,6 128 0,5 8
+ pHPNE18-01.1 0,3-0,5 32-64 0,5 8
+ puUC19 0,125 16 - 32 0,5 8
Mil 2 4.096 2 16
+ pHPNE19-02.1 4 4.096 2 16
+ pHPNE18-01.1 2 4.096 2 16
+ puUC19 2 4.096 2 16

Tabelle 4-4  Ablauf Selektionsversuch am Beispiel von MIl pHPNE18-01.1 und Mil pHPNE19-02.1

Nr. Aufgabe Beschreibung

1 Ansetzen einer Ubernachtkultur 100 pg/ml Ampicillin in SOB-Medium

2 Einengen 20:1 einengen

3 48 h auf Cip-LB-Agar Eingeengte Kultur auf 8x MHK Cip LB-Agar ausplattiert

4 50 er Platte Sortieren der Kolonien

5 MHK | Identifikation von Mutanten mit hoher MHK von
(Agardilutionsverfahren) Ciprofloxacin

6 MHK [I Bestimmung der genauen MHK von Ciprofloxacin und
(Microdilutionsverfahren) weiteren Antibiotika gemall EUCAST

Nach Durchflihrung der Ciprofloxacin-Forward-Assays wurden einzelne Mutanten zur Bestim-
mung der MHK von Ciprofloxacin gesichert (Abschnitt 2.2.1.12.1). Ausgewahlt wurden Mutan-
ten mit unterschiedlich erhéhten MHK von Ciprofloxacin (Ubersicht Tabelle 15-1). Die Mutan-
ten wurden gemalR Abschnitt 2.2.1.16 nummeriert. Zusatzlich wurden samtliche LB-Agarplat-
ten mit Kolonien von 50 verschiedenen Mutanten (siehe Abschnitt 2.2.1.2) als Dauerkulturen
in einer Mikrotiterplatte gesichert. Allerdings war dadurch nur einmalig die Moéglichkeit gege-
ben die Kultur nach dem Auftauen zu kultivieren. Neben der Sicherung der Mutanten wurden
diese wahrend einer MHK-Bestimmung per Agardilutionsmethode auf LB-Selektiv-Agarplatten

geimpft. Die Selektiv-Agarplatten enthielten die bis zu 1Tabelle 4-5).
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Tabelle 4-5 Schema der einzusetzenden Ciprofloxacin-Konzentration anhand der Ergebnisse
der Feinbestimmung fiir die Stimme WT, WT-K und MIl mit Qnr

Fir MIl pHPNE19-02.1 ergab sich beispielsweise eine Konzentration von 28,8 ug/ml und fir Ml
pPHPNE18-01.1 eine Konzentration von 16 pug/ml; [Cip]: Konzentration Ciprofloxacin.

Stamm MHK Cip (ug/ml) [Cip] 4x MHK (png/ml) [Cip] 8% MHK (pg/ml)
WT 0,015
+ pHPNE18-01.1 0,06 0,24 0,48
+ pHPNE19-02.1 0,175 0,7 1,4
+ pUC19 0,015 0,06 0,125
WT-K 0,125
+ pHPNE18-01.1 0,3 1,2 2,4
+ pHPNE19-02.1 0,5 2 4,0
+ pUC19 0,125 0,5 1,0
M| 1,2
+ pHPNE18-01.1 2 16
+ pHPNE19-02.1 3,6 28,8
+pUC19 1,2 9,6

Bei der Wiederholung der Selektionsversuche wurde auf das Einengen der Ubernachtkultur
vor dem Ausstreichen auf Selektionsplatten verzichtet (Schritt 2 in Tabelle 4-4). Grund hierfir
war ein starkes Wachstum auf den Agarplatten, die eine Auswertung oder Sicherung einzelner
Kolonien nicht erlaubten. Fiir die Auswertung der Mutationsrate wurde dieser veranderte
Verdiinnungsschritt bei den Wiederholungen berlicksichtigt. Fir die Kontrolle Mll pUC19,
sowie flir die Untersuchungen bei E. coli WT und E. coli WT-K wurden in Schritt 3 in Tabelle 4-4
zwei verschiedene Agarplatten verwendet. Neben Platten mit achtfacher MHK wurden Platten
mit einer vierfachen MHK von Ciprofloxacin verwendet. Bei MIl pHPNE19-02.1 und MIl
pHPNE18-01.1 wurden keine Selektionsplatten mit vierfacher MHK verwendet, da zu starkes
Wachstum erneut keine Auswertung zuliels.

In Abbildung 4-1 sind die Ergebnisse der Mutationsraten nach 48 h und bei 8-facher MHK von
Ciprofloxacin dargestellt. Bei Anwesenheit von Qnr zeigte die Bestimmung der Mutationsrate
der E. coli-Stamme WT, WT-K und MIl eine hohere Mutationsrate im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen mit pUC19. Im Vergleich zu QnrAl waren die Mutationsraten mit QnrB1
hoher. Insgesamt fallt die MHK von Ciprofloxacin bei selektierten Mutanten aus den QnrAl-
Ansatzen hoher aus als bei Ansdtzen mit QnrB1 mit dem gleichen Stammhintergrund

(vergleiche Tabelle 15-1).

125



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

1,00E-09
g E 1,00E-08
A
4 = 1,00E-07
o3
® & 1,00E-06
55
2 = 1,00E-05
1,00E-04
LA R SR TREVL. - T SN .
SN \&/\'\" NSNS SRR RS
«° L \
A\ \é\' )
Stamm
Abbildung 4-1 Mittelwerte der Mutationsraten nach 48 h bei 8-fach MHK von Ciprofloxacin

(gilt nicht fir WT gnrB1 und WT-K pUC19)

A: pHPNE19-02.1 (gnrA1); B: pHPNE18-01.1 (gnrB1); Mittelwerte der Mutationsraten aus den Cipro-
floxacin-Forward-Assays mit Standardabweichung bei 8-facher MHK; Mutationsrate bestimmt als
Zahl der Mutanten im Verhéltnis zur Anzahl der gesamten Zellen (als KBE). Bei WT pHPNE18-01.1
wurde die 16-fache MHK verwendet. Bei WT-K pUC19 wurde die 4-fache MHK verwendet.

Bei WT pHPNE18-01.1 konnten Ansatze mit der 8-fachen MHK von Ciprofloxacin nicht verwen-
det werden, da ein Bakterienrasen auf den Selektiv-Agarplatten eine Auswertung unmaglich
machte. Daher wurde die 16-fache MHK von Ciprofloxacin verwendet, um einzelne Kolonien
auswerten zu kénnen. Bei WT-K pUC19 konnten Selektionsexperimente nur mit der 4-fachen
MHK von Ciprofloxacin ausgewertet werden. Bei 8-facher MHK war kein Wachstum auf den
Selektiv-Agarplatten zu sehen. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei WT-K pUC19 mit WT-K
pHPNE19-02.1 und WT-K pHPNE18-01.1 ist nur eingeschrankt moglich und ist bei 8-facher
MHK von Ciprofloxacin auf einem Niveau wie bei WT pUC19 und MII pUC19 zu erwarten ge-
wesen. In Tabelle 4-6 sind die eingesetzten Selektionskonzentrationen von Ciprofloxacin fir
die verwendeten Stammen zu sehen.

Die durch erneutes Ausstreichen gereinigten und als Glycerinkultur gesicherten Stamme wur-
den charakterisiert. Parallel wurde der Einfluss der verwendeten Vektoren untersucht, um aus-
zuschlieRRen, dass die ermittelten Ergebnisse sich durch eine Veranderung der Plasmide erkla-

ren lieRen (Abschnitt 4.3).
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Tabelle 4-6 Eingesetzte Selektionskonzentrationen fiir die verwendeten Stimme

Stamm x-fach MHK [Ciprofloxacin] (ng/ml)
WT pHPNE19-02.1 8x 1,4

WT pHPNE18-01.1 16x 0,96

WT pUC19 8x 0,125

WT-K pHPNE19-02.1 8x 4,0

WT-K pHPNE18-01.1 8x 2,4

WT-K pUC19 4x 0,5

MIl pHPNE19-02.1 8x 16

MIl pHPNE18-01.1 8x 28,8

MIl pUC19 8x 9,6

4.3 Einfluss der verwendeten Vektoren auf die In-vitro-Selektion

Durch Untersuchung der Plasmide der selektierten Mutanten sollte bestatigt werden, dass die
Ergebnisse der In-vitro-Selektion (Ciprofloxacin-Forward-Assay, Abschnitt 4.2) nicht durch die
verwendeten Vektoren beeinflusst wurden. Anlass fir diese Untersuchung gab die Beobach-
tung, dass selektierte Mutanten nach Passage auf LB-Agarplatten und anschlieBendem Aus-
streichen auf LB-Agar mit Ampicillin (50 pg/ml) nicht wuchsen. Auch war nach Ausstreichen
dieser Mutanten auf Ciprofloxacin LB-Agar (4-fache oder 8-fache MHK des Ausgangsstammes)
kein Wachstum zu beobachten. Die Vermutung war, dass die selektierten Mutanten ihre Vek-
toren verloren sobald der Selektionsdruck wegfiel. Nach einer Plasmidisolierung aus selektier-
ten Mutanten und der anschlieBenden Transformation vektorfreier CaCl;-kompetenter
E. coli MlI-Zellen (Abschnitt 4.3.1), wurden diese Transformanden untersucht. Zusatzlich wur-

den die E. coli WT Stamme auf ein dhnliches Verhalten Gberprift.

4.3.1 Isolierung der Plasmide aus den selektierten Mutanten

Die Plasmide aus zwei selektierten Mutanten des In-vitro-Selektionsexperiments mit
E. coli MIl pHPNE19-02.1 (QnrAl1) und aus einem selektierten Mutanten mit pHPNE18-01.1
(QnrB1) wurden isoliert und zur Transformation von CaCl,-kompetenten E. coli Mll-Zellen
(GK573) verwendet (gemall Abschnitt 2.2.1.7).

Es wurden folgende Mutanten fiir eine Plasmid-Praparation ausgewahlt:

MIl pHPNE19-02.1 Nr. 143

MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1l 21

MIl pHPNE18-01.1 Nr. 1119

127



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

Mit den isolierten Plasmiden wurden CaCl,-kompetente E. coli Mll-Zellen transformiert. Bei
der Bestimmung der MHK von Ciprofloxacin fir die Transformanden mit den Plasmiden aus
den selektierten Mutanten wurden Werte ermittelt, die den Werten vor Durchfiihrung des
Selektionsversuches entsprachen (Tabelle 4-7). Mit den Plasmiden pHPNE19-02.1 aus Nr. 143
und aus Nr. 11 21 ergab sich eine MHK von Ciprofloxacin fiir den Ausgangsstamm MIl von
4 pug/ml, was dem Wert vor Durchfiihrung des Selektionsexperiments entsprach (vergleiche
Tabelle 4-3). Die MHK von Ciprofloxacin fur die untersuchten Mutanten lag bei 16 pg/ml bzw.
32 ug/ml. Nach Transformation des Ausgangsstammes MIlI mit dem Plasmid aus
MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 19 ergab sich eine MHK von Ciprofloxacin von 2 pg/ml. Das entsprach
der MHK von Ciprofloxacin fiir den Ausgangsstamm MIl pHPNE18-01.1. Die MHK von Ciproflo-
xacin fur die Mutante MIl pHPNE18.01.1 Nr. I 19 lag bei 16 pg/ml.

Tabelle 4-7 Bestimmung der MHK von Ciprofloxacin (ug/ml) nach Selektion und nach
Plasmidisolierung und anschlieBender Transformation von Mil

MHK in (pg/ml)

Stamm
MHK nach Transformation nach Selektion
Mil 2
+ pHPNE19-02.1 4
+ pHPNE19-02.1 Nr. 143 4 16
+ pHPNE19-02.1 Nr. I 21 4 32
+ pHPNE18-01.1 2
+ pHPNE18-01.1 Nr. I 19 2 16

4.3.2 Fehlender Selektionsdruck fiihrt bei E. coli MIl zu
Plasmidverlust - Vergleich Mll und JM109

Die Vermutung, dass E. coli WT und Stamme mit einem isogenen Stammbhintergrund dazu nei-
gen Plasmide zu verlieren, falls auf diese nicht selektiert wurde, sollte im Rahmen einer wei-
teren Versuchsreihe untersucht werden. Hierzu wurde versucht Plasmide mittels Plasmid
Curing (siehe Abschnitt 2.2.1.11) aus den Transformanden zu eliminieren. Zur Untersuchung,
ob E. coli MIl oder WT den Vektor pUC19 bei Abwesenheit des zur Selektion verwendeten
Antibiotikums Ampicillin verloren, wurde im ersten Versuchsansatz eine Kultur (iber drei Tage
hinweg alle 24h in frisches LB-Medium Uberimpft. Hierbei wurde die Kultur des Vortages in

frischem 50 ml LB-Medium 1:100 verdinnt.
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Es wurde parallel ein Ansatz mit % der MHK von Ciprofloxacin fir Mll [0,25 pg/ ml] und ein
Ansatz ohne Ciprofloxacin jeweils Gber drei Tage mit dem transformierten Stamm MIl angezo-
gen. Nach drei Tagen wurde die KBE ermittelt und die Kultur zusatzlich auf LB-Agarplatten mit
Ampicillin (50 pg/ml) ausgestrichen.

Ciprofloxacin wurde in subinhibitorischer Konzentration zugegeben, um eine SOS-Antwort zu
induzieren und eine Stressantwort auszulésen (vergleiche Abschnitt 1.7.3.3), die moglicher-
weise zum Plasmidverlust fiihren sollte. Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden die Kul-
turen bei 37 °C und 130 rpm im Schittelinkubator angezogen. Als Kontrollansatz wurde
E. coli K12 JM109 ohne Antibiotikum Uber drei Tage im LB-Medium bei gleichen Wachstums-
bedingungen angezogen. Der Sicherheitsstamm E. coli K12 JM109 gibt eingefiihrte Plasmide
bei fehlendem Selektionsdruck nicht ab [234].

Abbildung 4-2 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Untersuchung. Der Versuch
wurde einmal wiederholt. Im ersten Durchgang wurde MIl pUC19 alleine betrachtet. Fir beide
Ansatze (mit oder ohne Zusatz von Ciprofloxacin) fallt das Ergebnis gleich aus. Beide Kulturen
wachsen nach drei Tagen auf LB-Agarplatten. Auf LB-Selektiv-Agarplatten mit Ampicillin

[50 pg/ml] ist kein Wachstum festzustellen.

In einem zweiten Versuchsdurchgang wurde MIl pUC19 jeweils einmal mit und einmal ohne
Ciprofloxacin angezogen. Zusatzlich wurde E. coli K12 JM109 pUC19 angezogen. Bei diesem
Stamm wurde auf die Zugabe von Ciprofloxacin verzichtet. Nach drei Passagen und 72 h fand
bei JM109 pUC19 noch ein Wachstum auf LB-Selektiv-Agarplatten mit Ampicillin [50 pg/ml]
statt. Wie im ersten Versuch war im zweiten Durchgang bei Mll, unabhangig ob mit oder ohne
Ciprofloxacin-Zusatz angezogen wurde, kein Wachstum auf Ampicillin-LB-Agar zu sehen. Der
E. coli Stamm MII (GK573) schien bei Abwesenheit von Selektionsantibiotikum im Anzuchtme-

dium den Vektor pUC19 zu verlieren.
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Abbildung 4-2 Untersuchung auf Plasmidverlust bei fehlendem Selektionsdruck

- Amp: Keine Anzucht auf LB-Agarplatten mit Ampicillin; + Amp: Anzucht auf LB-Agarplatten Ampi-
cillin (50 pug/ml); + % MHK Cip: Zusatz von % der MHK von Ciprofloxacin bei Anzucht lber drei Tage

E. coli JM109 wurde nur in Versuchsansatz Il betrachtet. In Versuchsansatz | war nach mehreren
Passagen kein Wachstum auf Ampicillin-Selektivagar zu sehen. In Versuchsansatz Il zeigte sich das
gleiche Ergebnisse. In Versuchsansatz Il wuchs JM109 auf Selektivagar nach mehreren Passagen.

433 Fehlender Selektionsdruck fiihrt bei E. coli WT zu
Plasmidverlust — Untersuchung WT

Ahnlich zu den Versuchen mit MIl in Abschnitt 4.3.2 wurde auch E. coli WT untersucht (Abbil-
dung 4-3). Ein Ansatz mit pUC19 wurde Uber drei Passagen alle 24 h in frisches LB-Medium
Ubertragen. Eine Inkubation fand bei 37 °C und 130 rpm im Schiittelinkubator statt. Wie bei
E. coli MIl wurde auch bei diesem Versuch % der MHK von Ciprofloxacin in einem Ansatz zuge-
geben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-3 zu finden. Fiir WT pUC19 ohne Ciprofloxacin lie
sich nach 24 h keine KBE ermitteln, da keine einzelnen Kolonien ausgewertet werden konnten.
Hier lagen nur Werte nach 48 h und 72 h vor. Mit jeweils 10 pl der angewachsenen Kultur vom
Vortag wurde alle 24 h 10 ml frisches LB-Medium beimpft. 4 MHK von Ciprofloxacin entsprach
bei WT einer Konzentration von 3,75*1073 ug/ml. Bereits nach der ersten Passage nach 24 h
war auf Ampicillin-LB-Agarplatten kein Wachstum bei beiden Kulturen (WT pUC19 mit Cip, WT
pUC19 ohne Cip) zu sehen. Die gleiche Beobachtung wurde nach der zweiten und dritten Pas-
sage gemacht. Bei beiden verwendeten Kulturen hatte innerhalb 24 h bereits der Plasmidver-
lust stattgefunden. Im Gegensatz zu JM109 verlor E. coli WT bei fehlendem Selektionsdruck

durch Antibiotika die Plasmide.
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Abbildung 4-3 Untersuchung auf Plasmidverlust bei fehlendem Selektionsdruck bei WT

@,@,@: Bestimmung der Lebendkeimzahl nach 24 h, 48 h, bzw. 72 h Inkubation; -Amp: Keine
Anzucht auf Ampicillin-LB-Agarplatten +Amp: Anzucht auf Ampicillin-LB-Agarplatten; + % MHK Cip:
Zusatz von % der MHK von Ciprofloxacin bei Anzucht tber drei Tage

Nachdem die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin nach Forward-Assay nicht durch das Plas-

mid erklart werden konnte, war die Ursache woanders zu suchen. Hierzu wurden im nachsten

Schritt die selektierten Mutanten naher charakterisiert.

4.4 Charakterisierung der Mutanten aus der In-vitro-Selektion
von E. coli WT, WT-K und MIl mit QnrAl, bzw. QnrB1

Bei der Durchfiihrung des Ciprofloxacin-Forward-Assays mit E. coli WT (GK571), E. coli WT-K
(GK4041) und E. coli Mll (GK573) mit pHPNE19-02.1 (gnrA1), pHPNE18-01.1 (gnrB1) oder
pUC19 (Abschnitt 4.2), wurde jeweils die 4- bzw. 8-fachen Konzentration der zuvor ermittelten
exakten MHK von Ciprofloxacin (Abschnitt 4.1) verwendet. Anschliefend wurden die Mutan-
ten weiter charakterisiert.

In der Arbeit von Dr. N. HiLsBERG-EMRICH wurde bei einem Ciprofloxacin-Forward-Assay bei
E. coli WT mit der Qnr-Variante QnrS1 keine Mutation in gyrA in Codon 82 und 83 gefunden
[18]. Hierzu wurde zum Screening ein Hinfl-RFLP ausgenutzt (Abschnitt 2.2.2.5.2.1). Dieser
RFLP detektierte Mutationen an den Codons 82 und 83, konnte jedoch nicht zwischen beiden
Codons unterscheiden. Statt einer Mutation in gyrA konnte bei ca. 50 % der untersuchten
Stamme eine grofRere marR-Deletion detektiert werden, welche nicht ndaher charakterisiert
wurde [18]. Aufbauend auf diesem Vorgehen wurden auch die Stimme untersucht, die aus

der vorliegenden Arbeit hervorgegangen waren. Hierzu wurde eine Sequenzanalyse fiir gyrA,
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parC, gyrB (nicht bei WT) und parE durchgefiihrt. Bei WT-K wurde die QRDR von gyrA sequen-
ziert.

Auch wurde eine Bestimmung der MHK von verschiedenen Antibiotika durchgefiihrt und die
Mutanten wurden auf eine Deletion in marR hin untersucht (Abschnitt 2.2.2.5.2.2), jedoch
nicht bei E. coli Mll, da hier bereits eine marR-Deletion vorlag. Die QRDR von gyrA und parC
wurde durch Cycle-Sequencing analysiert. Weitere Veranderungen in den selektierten Mutan-
ten wurden mittels Hinfl-RFLP mit dem gyrA-Amplicon der Primer gyrA_3-1 und gyrA_5-1 ge-
neriert, und ein marR-Amplicon wurde zur Fragmentgrofenanalyse durch die Primer
marR_3R4 und marR_5R4 (Abschnitt 4.4.3.1) amplifiziert [18]. Eine 175 bp Deletion konnte in
marR (AmarR 175 bp) elektrophoretisch anhand der FragmentgréRen nachgewiesen werden.
Alternativ lieferte ein RFLP mit Sau3A1 Hinweise auf FragmentgroRenveranderungen aufgrund
von Deletionen, bzw. Insertionen im marR-PCR-Fragment. Eine Zusammenfassung der Ergeb-

nisse findet sich in Tabelle 4-8. Detaillierte Ergebnisse finden sich in den ndachsten Abschnitten.

Tabelle 4-8 Zusammenfassung der Ergebnisse der gesicherten selektierten Stamme

n. u.: ,nicht untersucht”; RFLP: Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

SANGER-Sequenzierung RFLP
Stamm (n)
gyrA gyrB parC gyrA 82/83 AmarR

WT

+ pHPNE19-02.1 11 - - n. u. 1

+ pHPNE18-01.1 10 - - n. u. -

+ pUC19 7 n.u n.u 1(+1) 2
WT-K

+ pHPNE19-02.1 8 - n. u. n. u. n. u. n. u. 2

+ pHPNE18-01.1 11 - n. u. n. u. n. u. . u. 2

+ pUC19 7 n. u. n. u. n. u. n. u. - 2
Mil

+pHPNE19-02.1 14 - - - -

+ pHPNE18-01.1 6 - - - -

+ pUC19 n. u. n. u. n. u. n. u.

Bei den selektierten Mutanten aus Ansdtzen mit Qnr konnten keine zusatzlichen Mutationen
innerhalb der QRDR nachgewiesen werden. Bei WT konnten durch RFLP zwei selektierte Mu-
tanten mit pUC19 identifiziert werden, die eine Mutation in gyrA in Codons 82 oder 83 besa-
Ren. Durch Bandenmustervergleiche zur definierten Mutante Ml lieR sich vermuten, dass es
sich bei der selektierten Mutante WT pUC19 Nr. 14 um die Mutation gyrAS83L handelt (Ab-

schnitt 4.4.2.3). Ein abweichendes Bandenmuster fand sich bei der selektierten Mutante WT
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pUC19 Nr. 17. Hier war durch eine Mutation eine zusatzliche Hinfl-Schnittstelle innerhalb des

amplifizierten Bereichs entstanden.

44.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)
der selektierten Mutanten

Als Beweis, dass ein Ciprofloxacin-Forward-Assay zu Mutanten mit einer niedrigeren Ciproflo-
xacin-Empfindlichkeit fiihrt, wurden zuséatzlich zu den QRDR und marR Sequenz-Analysen (Ab-
schnitt 4.4.3) die MHK von verschiedenen Antibiotika ermittelt. Zum Vergleich diente die MHK
fir die Transformanden vor Durchfiihrung des Ciprofloxacin-Forward-Assays und der jeweilige
vektorfreie Ausgangsstamm. In Abschnitt 15.2 ist eine detaillierte Ubersicht der MHKs von vier
Antibiotika fir die (in Cryoréhrchen gesicherten) selektierten Mutanten zu finden.

Neben Ciprofloxacin wurden die MHKs von Nalidixinsaure, Tetracyclin und Chloramphenicol
untersucht. Die MHKs von Ciprofloxacin und Nalidixinsaure sollten Hinweise auf Mutationen
innerhalb der Gyrase und Topoisomerase IV geben. Tetracyclin und Chloramphenicol gaben
Hinweise darauf, ob Mutationen im Zusammenhang mit Efflux, oder ob bei den Mutanten Ver-
anderungen in der Proteinbiosynthese vorlagen, als weiterer Hinweis auf Mutationen auller-
halb der QRDR.

Die ermittelten MHKs von Ciprofloxacin waren bei allen selektierten Mutanten im Vergleich
zum Zustand vor Selektion erhdht (Tabelle 4-9). Die Zunahme lag im Bereich von zwei bis vier
MHK-Stufen. Die MHK von Ciprofloxacin fiir selektierte Mutanten von E. coli MIl mit
pHPNE19-02.1 lag bei 8 pg/ml bis 32 pg/ml. Fiir MIl pHPNE18-02.1 wurde eine MHK von Cipro-
floxacin von 8 ug/ml bis 16 pg/ml ermittelt. Die Zunahme bei MIl pUC19 lag bei einer MHK-
Stufe. In dieser Dimension lag auch die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin bei WT-K pUC19.
Bei WT pUC19 lag die Zunahme bei 4 MHK-Stufen. Die hochsten MHKs von Ciprofloxacin waren
fir Mutanten mit pHPNE19-02.1 mindestens eine MHK-Stufe hoher als bei Mutanten mit
pHPN18-01.1. Dieses Ergebnis war bei WT, WT-K und Mll zu sehen.

Ein dhnliches Bild zeigte die Zunahme bei der MHK von Nalidixinsdure. Hier fanden sich Zunah-
men im Bereich von zwei bis vier MHK-Stufen. Bei WT pUC19 fanden sich spontane Mutanten
mit Zunahmen von vier bis sechs MHK-Stufen. Bei WT-K pUC19 und Ml fiel diese Zunahme
niedrig aus. Bei WT-K pUC19 betrug die Zunahme eine MHK-Stufe. Bei MIl pUC19 war die MHK

unverandert.

133



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

Fiir Tetracyclin und Chloramphenicol fanden sich keine Anderungen bei WT und MIl. Bei WT-K

nahm die MHK von Tetracyclin und Chloramphenicol um ein bis zwei Stufen zu.

Tabelle 4-9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Ermittlung der MHK

- Sel: Zustand vor Selektionsversuch, + Sel: Zustand nach Selektionsversuch

MIC (ug/ml)
Stamm (n) Ciprofloxacin Nalidixinsdure
- Sel + Sel - Sel + Sel

WT 0.016 4-8

+ pHPNE19-02.1 (42) 0,25 0,2-1,4 32 64 - 256

+ pHPNE18-01.1 (29) 0,12 0,4-1,2 16-32 32-64

+pUC19 (7) 0,015 0,2 4-8 128 -512
WT-K 0,125 16-32

+ pHPNE19-02.1 (12) 0,6 1-4 128 128 -512

+ pHPNE18-01.1 (11) 0,4 1-2 32-64 64 - 256

+ pUC19 (8) 0,125 0,125-0,25 16-32 32-64
Ml 2 4.096

+ pHPNE19-02.1 (36) 4 8-32 4.096 >4.096

+ pHPNE18-01.1 (56) 2 8-16 4.096 >4.096

+pUC19 (7) 2 2-4 4.096 4.096

Tetracyclin Chloramphenicol
- Sel + Sel - Sel + Sel

WT 0.5 4-8

+ pHPNE19-02.1 (42) 0,5 0,5-2 8 8-16

+ pHPNE18-01.1 (29) 0,5 0,5-2 8 8

+pUC19 (7) 0,5 0,5-1 8 8
WT-K 0,5 8

+ pHPNE19-02.1 (12) 0,5 1-2 8 8-32

+ pHPNE18-01.1 (11) 0,5 1-2 8 8-32

+ pUC19 (8) 0,5 1-2 8 8-16
Ml 2 4

+ pHPNE19-02.1 (36) 2 2-4 16 16

+ pHPNE18-01.1 (56) 2 2-4 16 16-32

+pUC19 (7) 2 2 16 16

4.4.2 Sequenzanalyse der Mutanten

Fluorchinolone (FQ) interagieren mit Gyrase und Topoisomerase |V innerhalb bestimmter Re-
gionen der Untereinheit GyrA, bzw. ParC (Abschnitt 1.7). Durch Mutationen innerhalb der qui-
nolone resistance-determing region (QRDR) nimmt bei Fluorchinolon-resistenten Mutanten
die Empfindlichkeit gegeniber FQ ab. Bei E. coli tritt zuerst eine Mutation innerhalb gyrA auf;
haufig ein Basenaustausch, der zur Mutation gyrAS83L fiihrt, und die Empfindlichkeit der Gy-
rase fiur Fluorchinolone absenkt (Abschnitt 1.8) [15], [84], [131].
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Die Sequenzierung der QRDR wurde nach Abschnitt 2.2.2.7.1 durchgefiihrt. Ziel war es mole-
kulargenetische Aussagen treffen zu konnen, die die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin fir
die selektierten E. coli-Mutanten erklaren. Zuerst wurde die QRDR bei gyrA und parC sequen-
ziert, da beide Gene fiir die primdren Zielstrukturen bei E. coli codieren und diese fiir die Aus-
bildung einer klinisch relevanten Resistenz zwingend mutiert sein mussten [5], [90], [142]. Die
ermittelten Sequenzen wurden mit Sequenzen fir E. coli MIIQ (MIl DnaQ T15I1 E220D) vergli-
chen, da dieser Stamm auch vom E. coli WT (GK571) abstammt, und dieselben Zielstrukturmu-
tationen wie E. coli Ml (GK573) besal’ [27]. Zusatzlich wurden die Sequenzen mit E. coli CFT073
(NCBI Referenznummer NC_004431.1) verglichen, da aus Genomsequenzierungen eine Ver-
wandtschaft von E. coli WT zu E. coli CFT073 aufgedeckt wurde.

Zur Sequenzierung der QRDR in gyrA wurde ein ca. 530 bp Amplicon mit den Primern gyrA_5-1
und gyrA3-1 amplifiziert. Fir Untersuchungen an gyrB wurden die Primer
gyr_[gyrB7]_5‘ +1059 EcoK12 und gyrB_[gyrB8] 3‘ +1846 EcoK12 zur Amplifikation eines
788 bp Amplicons verwendet. Fir das Fragment zur Sequenzierung der QRDR innerhalb parC
wurde mit den Primern parC5_1 und parC3_1 ein ca. 420 bp Amplicon amplifiziert. Flr die
Sequenzierung des Bereichs in parE wurde ein ca. 491 bp Amplcion mit dem Primerpaar
parE_[PARET]_5‘ +1189 EcoK12 und parE_[parE RT 1679R]_3‘ +1679 EcoK12 amplifiziert.
Die Ergebnisse der SANGER-Sequenzierung sind in Tabelle 4-10 einzusehen. Die ermittelten
Sequenzen finden sich in den folgenden Kapiteln (4.4.2.1 und 4.4.2.2). Durch die Sequenzie-

rung wurde keine zusatzliche Mutation gefunden.

Tabelle 4-10  Ergebnisse der SANGER-Sequenzierung der QRDR

n. u.: nicht untersucht; QRDR: quinolone resistance-determining regions;
,-" keine zusatzliche Mutation gefunden

Zusitzliche Mutationen in QRDR

Stamm (n)
gyrA gyrB parC parE
WT
+ pHPNE19-02.1 (11) - n. u. - -
+ pHPNE18-01.1 (10) - n. u. - -
M|

+ pHPNE19-02.1 (9) - - - -
+ pHPNE18-01.1 (6) - - - -
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44.2.1 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir E. coli WT (GK571)

Bei Mutanten aus dem Selektionsansastz mit E. coli WT pHPNE19-02.1 und WT pHPNE18-01.1
wurden in der QRDR keine zusatzlichen Mutationen im Vergleich zum Ausgangsstamm gefun-
den. Damit war die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin aus Abschnitt 4.4.1 nicht zu erklaren.
Bekannt war, dass QnrA1l alleine in WT fiir eine begrenzte Abnahme der Fluorchinolon-Emp-
findlichkeit sorgte, jedoch stieg in Kombination mit beispielsweise einer Punktmutation in gyrA
die Fluorchinolon-Resistenz knapp an den Grenzwert heran [172].

Flir WT wurden die QRDR in gyrA und parC sequenziert. Zusatzlich wurde noch parE sequen-
ziert. Innerhalb der QRDR von gyrA befand sich an Position 248 bp eine Mutation bei Mll, bzw.
MIIQ (gyrAS83L). Diese Mutation war bei den Mutanten aus dem Selektionsexperiment trotz
Zunahme der MHK fiir Ciprofloxacin (Abschnitt 4.4.1) nicht zu finden. Nachdem fiir gyrA, parC
und parE kein Mutant mit einer veranderten Zielstruktur innerhalb der QRDR zu finden war,
wurde auf die Sequenzanalyse flr gyrB verzichtet, da hier die Wahrscheinlichkeit fiir eine Mu-
tation am geringsten war [15], [84], [131]. In Abschnitt 15.4.1 sind die Ergebnisse der Se-

guenzanalysen aufgefiihrt.

4.4.2.2 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir E. coli MIl (GK573)

Die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin fir E. coli Ml lie8 sich nicht durch eine Mutation
innerhalb der Zielstrukturen erkldaren. Bei Anwesenheit von QnrAl (pHPNE19-02.1) oder
QnrB1 (pHPNE18-01.1) fand sich bei den selektierten MllI-Mutanten neben der Punktmutation
des Ausgangsstammes E. coli MIl (gyrA S83L) keine zusatzliche Mutation innerhalb der QRDR
von gyrA. Bei der Zunahme der MHK war eine zusatzliche Mutation in gyrA in Codon 87 erwar-
tet worden. Fiir eine Auspragung einer klinisch relevanten FQ-Resistenz (MHK Cip > 4 pug/ml)
war bisher angenommen wird, dass zwingend zwei gyrA-Mutationen und eine parC-Mutation
notwendig sind [168]. In einer vorangegangenen Arbeit mit E. coli MIl als Ausgangsstamm
wurde fur die selektierte Mutante E. coli MIIQ eine stumme Mutation bei parE in Position
1674 bp (CCA->CCG; Prolin) gefunden. In parC fanden sich bei E. coli MIIQ zwei weitere Ab-
weichungen zu MIl und CFT073 an den Basenpaarpositionen 372 bp (CGG—>CGT, Arginin) und
387 bp (TCC>TCT, Serin). Detaillierte Ergebnisse sind in Abschnitt 15.4.2 einzusehen.

136



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

4.4.2.3 Untersuchung von WT pUC19 und WT-K pUC19 auf die Anwesenheit von

gyrAS83L mittels RLFP

Voraussetzung fiir eine verringerte Empfindlichkeit gegeniiber FQ war bei WT eine Mutation

in gyrA. Mittels RFLP (gemaR Abschnitt 2.2.2.5.2.1) sollte die Mutation gyrAS83L im Rahmen

der Charakterisierung der selektierten Mutanten aus den Kontrollgruppen E. coli WT pUC19

und E. coli WT-K pUC19 untersucht werden. Tabelle 4-11 zeigt die zu erwartenden Fragment-

groRen nach Restriktion mit Hinfl.

Tabelle 4-11 FragmentgroBRen nach Amplifikation eines 526 bp PCR-Fragment mit den Primern
gyrA_5-1 und gyrA_3-1 und mit/ohne anschlieBendem Verdau mit Hinfl

WT unfragmentiert MG1655 Hinfl WT Hinfl Ml Hinfl
526 bp 276 bp 276 bp 375 bp
148 bp 148 bp 148 bp
99 bp 99 bp

3 bp (off the gel)

4.4.2.3.1 Ergebnisse fiir gyrA bei WT pUC19 und WT-K pUC19

3 bp (off the gel)

3 bp (off the gel)

Durch die Mutation gyrAS83L geht eine Schnittstelle fiir Hinfl verloren. In den Mutanten

WT pUC19 Nr 14 und WT pUC19 Nr. 17 wurde die Mutation gyrAS83L anhand des veranderten

Restriktionsmusters gefunden (Tabelle 4-12). In Abbildung 4-4 und Abbildung 4-5 sind die Er-

gebnisse der Gelelektrophorese mitsamt den Kontrollen zu sehen.

Tabelle 4-12  Ergebnisse des RFLP tabellarisch zusammengefasst

Dargestellt ist die Variante, die entweder gyrA-WT oder gyrAS83L (blau unterlegt) entspricht.

Nr. Spezies Isolation Variante
1 E. coli WT pUC19 Nr. 1 gyrA-WT
2 E. coli WT pUC19 Nr. 2 gyrA-WT
3 E. coli WT pUC19 Nr. 3 gyrA-WT
4 E. coli WT pUC19 Nr. 4 gyrA-WT
5 E. coliWT pUC19 Nr. 5 gyrA-WT
6 E. coli WT pUC19 Nr. 14 gyrA-S83L
7 E. coli WT pUC19 Nr. 17 gyrA-S83L
8 E. coli WT-K pUC19 Nr. 6 gyrA-WT
9 E. coli WT-K pUC19 Nr. 9 gyrA-WT
10 E. coli WT-K pUC19 Nr.14 gyrA-WT
11 E. coli WT-K pUC19 Nr. 11 gyrA-WT
12 E. coli WT-K pUC19 Nr. 45 gyrA-WT
13 E. coli WT-K pUC19 Nr. 33 gyrA-WT
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In Abbildung 4-4 sind neben vier Kontrollen (E. coli WT, MI, MIl und MIll) noch vier weitere
Ansatze fir Mutanten aus dem Selektionsexperiment mit WT pUC19 und Ciprofloxacin zu se-
hen. In Spur 9 wurde die DNA-freie Kontrolle aufgetragen. Fiir keine WT-Mutante wurde hier

ein abweichendes Bandenmuster gefunden.
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0.5 pgane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Vem, 1h

Abbildung 4-4 Agarosegel mit aufgetragener DNA nach Restriktionsverdau mit Hinfl
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 70 V; Ethidiumbromidfarbung

Spur 1: Kontrolle 1 E. coli WT; Spur 2: Kontrolle 2 E. coli Ml; Spur 3: Kontrolle 3 E. coli MlI;
Spur 4: Kontrolle 4: E. coli MIll; Spur 5: WT pUC19 Nr. 1; Spur 6: WT pUC19 Nr. 2;
Spur 7: WT pUC19 Nr. 3; Spur 8: WT pUC19 Nr. 4; Spur 9; NTC; Spur 10: GréRenmarker

Bei Abbildung 4-5 weisen nicht alle Proben die typischen drei Banden fiir gyrA-WT auf. In
Spur 7 und Spur 9 weicht das Bandenmuster ab. In Spur 9 dhnelt das Bandenmuster bei WT
pUC19 Nr. 14 dem Bandenmuster der Mutanten MI, Mll oder MIIl. Hier scheint die Mutation

gyrAS83L vorzuliegen. In Spur 7 ist eine zusatzliche vierte Bande zu erkennen.
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0'GeneRul
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 100:;* uler

DNA Ladder Plus,
ready-to-use
bpng/05pg %

2000 280 586
2000 280 56

1.7% TopVision™ LE G0 Agarose (#R0491)

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Vem, 1 h

Abbildung 4-5 Agarosegel mit aufgetragener DNA nach Restriktionsverdau mit Hinfl
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 70 V; Ethidiumbromidfarbung

Spur 1: WT pUC19 Nr. 5; Spur 2: WT-K pUC19 Nr 6; Spur 3: WT-K pUC19 Nr. 9;

Spur 4: WT-K pUC19 Nr. 14; Spur 5: WT-K pUC19 Nr. 11; Spur 6: WT-K pUC19 Nr. 45;
Spur 7: WT pUC19 Nr. 17; Spur 8: WT-K pUC19 Nr. 33; Spur 9: WT pUC19 Nr. 14;
Spur 10: Gr6Renmarker

4.4.3 marR-Deletion

Nicht nur Mutationen in der QRDR sind fiir die Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz rele-
vant. Durch Mutationen innerhalb des Mar-Regulons (multiple antibiotic resistance, Abbildung
1-15) werden bei E. coli der Influx und Efflux beeinflusst, was sich auf die FQ-Empfindlichkeit
auswirkt [27], [110], [131]. Daher wurden E. coli-Mutanten der Ciprofloxacin-Forward-Assays
flir WT und WT-K zusatzlich zu den QRDR auch auf Veranderungen innerhalb marR untersucht.
Fir die selektierten Mutanten der MlI-Versuchsreihen wurden keine Untersuchungen durch-
gefiihrt, da bei MIl bereits eine Deletion innerhalb marR zu Beginn des Experiments vorlag
[130], [167]. Neben einer Ausnutzung des Restriktionsfragmentpolymorphismus (RFLP) wurde

in Abschnitt 4.4.3.2 noch auf AmarR 175 bp mittels PCR hin untersucht.

4.4.3.1 Nachweis einer marR-Deletion durch Ausnutzung von RLFP

Es wurden 54 E. coli Mutanten untersucht. Zusatzlich wurde zum Vergleich eine DNA-freie
Kontrolle, ein E. coli-Stamm der Mutationsstufe Mlll und ein E. coli-Stamm mit einer Deletion

von vier Basenpaaren aufgetragen. Es wurde ein Restriktionsverdau mit Sau3A1 durchgefiihrt
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(Tabelle 4-13). Detaillierte Ergebnisse finden sich im Anhang in Abschnitt 15.2. Mit dieser Me-
thode wurden bei E. coli WT drei Mutanten und bei E. coli WT-K sechs Mutanten (jeweils zwei
Mutanten bei QnrAl, QnrB1 und pUC19) identifiziert. Genauer wurden die Mutationen im

Rahmen dieser Arbeit nicht charakterisiert.

Tabelle 4-13  Ubersicht Ergebnisse der Untersuchung marR-Deletion

verdandertes

Stamm Anzahl {n) Bandenmuster
WT

+ pHPNE18-01.1 (gnrB1) 10 -

+ pHNE19-02.1 (gnrA1) 11 1

+pUC19 7 2
WT-K

+ pHPNE18-01.1 (gnrB1) 11 2

+ pHPNE19-02.1 (gnrA1) 8 2

+pUC19 6 2
Gesamt 4 &

4.4.3.2 Untersuchung AmarR 175 bp

Erganzend zur RFLP-Untersuchung bei WT pUC19 und WT-K pUC19 wurden die Mutanten WT
pHPNE18-01.1, WT pHPNE19-02.1, WT-K pHPNE18-01.1 und WT-K pHPNE19-02.1 auf eine
marR-Deletion hin untersucht. Mittels PCR wurde mit den Primern marR_+7 for und
marA_+43_rev ein Fragment amplifiziert, das bei einem Wildtyp-Allel 484 bp lang ausfiel. Jede
Abweichung von dieser Lange war ein Hinweis auf eine Deletion, bzw. eine Mutation. So wurde
beispielsweise bei E. coli Ml bedingt durch die marR-Deletion von 175 bp ein Fragment von

309 bp Lange statt 484 bp amplifiziert.

4.4.3.2.1 Ergebnisse fiir WT pHPNE18-01.1, WT pHPNE19-02.1

Die Ergebnisse fir WT pHPNE18-01.1, WT pHPNE19-02.1 finden sich im Anhang in Abschnitt
15.3.1 (Abbildung 15-1). Bei WT A1 Nr. 112 tauchten zwei Banden auf (Spur 1 in Abbildung
15-1; obere Halfte). Hier schienen zwei Allele zwei verschiedene Produkte zu erzeugen. Dieser

Stamm wird im folgenden Abschnitt 4.4.3.2.2 genauer untersucht.

140



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

4.4.3.2.2 Ergebnisse fiir WT pHPNE19-02.1 Nr. 112

Bei E. coli WT pHPNE19-02.1 Nr. 1 | 2 ergab eine Amplifikation mit den Primern marR_+7_for
und marA_+42_rev zwei unterschiedlich groRBe Produkte, die als Doppelbande im Agarosegel
zu sehen waren (Abbildung 15-1). Neben dem erwarteten Produkt mit 484 bp Lange fand sich
ein kleineres Produkt. Zwei Produkte deuteten auf eine Mischkultur hin. Zur Erklarung wurde
die Kultur frisch auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C fir 18 h inkubiert. Am
Folgetag wurden 23 einzelne Kolonien gepickt und hieraus wurde jeweils DNA isoliert (gemaf}
Abschnitt 2.2.2.1.1), erneut eine PCR durchgefiihrt und die Produkte im Agarosegel aufge-
trennt. Im Anhang findet sich in Abschnitt 15.3.2 das passende Gelbild (Abbildung 15-2). Bei
einer Kolonie (Nr. 18) fand sich ein im Vergleich zum Wildtyp-Allel verkleinertes Produkt. Hier

schien eine Deletion in marR vorzuliegen. Bei Ansatz Nr. 21 wurde kein Produkt amplifiziert.

4.4.3.2.3 Sequenzanalyse marR Deletion bei WT-Klon WT pHPNE19-
02.1 Nr.112Nr. 17 und Nr. 18

Bei E. coli WT pHPNE19-02.1 Nr.1 12 wurde mittels SANGER-Sequenzierung
(Abschnitt 2.2.2.7.1) die GroRRe der Deletion ermittelt. Fir die Sequenzierung wurden zwei
Kolonien (Nr. 17 und Nr. 18) nach Auseinzelung ausgewahlt (vergleiche Abschnitt 4.4.3.2.2).
Fiir Kolonie Nr. 18 sollte der Umfang der Deletion bestimmt werden. Kolonie Nr. 17 wurde als
Positivkontrolle verwendet, da hier das Wildtyp-Allel vorlag. Fiir die Sequenzierung wurde mit
den Primern marR_+7_for und marA_+42 rev ein Amplicon generiert und diese Primer
wurden verwendet, um aus zwei Richtungen zu sequenzieren (Tabelle 4-14). Bei Ansatz Nr. 18

fand sich eine Deletion von 104 bp innerhalb marR.
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53§

WT
WT

WT

53§

=
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533§ 3§

5355

Tabelle 4-14 Sequenzen von marR fiir WT pHPNE19-02.1 Nr. 11217 (WT A112 17 fw und rv)
und WT pHPNE19-02.1 Nr. 112 18 (WT A112 18 fw und rv)

griin: GTG Startcodon fiir marR, orange: Stoppcodon fiir marR;
gelb: homologe Sequenzen bei allen untersuchten Mutanten und bei CFT073;
blau: homologe Sequenzabschnitte bei der Mehrzahl der untersuchten Sequenzen

CFT073 marR (976)

Al 12 17
Al 12 17
Al 12 18
Al 12 18

fw
rv
fw
rv

(1)
(1)
(1)
(1)

CFT073 marR(1051)

Al 12 17
Al 12 17
Al 12 18
Al 12 18

fw
rv
fw
rv

(1)
(1)
(1)
(17)

CFT073 marR(1126)

Al 12 17
Al 12 17
Al 12 18
Al 12 18

fw
rv
fw
rv

(56)
(71)
(55)
(92)

CFT073 marR(1201)

Al 12 17
Al 12 17
Al 12 18
Al 12 18

fw
rv
fw
rv

(131)
(146)
(106)
(143)

CFT073 marR(1276)

Al 12 17
Al 12 17
Al 12 18
Al 12 18

fw
rv
fw
rv

(206)
(221)
(106)
(143)

CFT073 marR(1351)

Al 12 17
Al 12 17
Al I2 18
Al I2 18

fw
rv
fw
rv

(281)
(296)
(175)
(212)

CFT073 marR (1426)

Al 12 17
Al 12 17
Al I2 18
Al 12 18

4.4.3.2.4

fw
rv
fw
rv

(356)
(371)
(250)
(287)

976 1050
CCTGGGCAATATTATCCCCTGCAACTAATTACTTGCCAGGGCAACTAATGEGAAAAGTACCAGCGATCTGTTCAA
——————————————————————————————————————————————————————————— CCAGCGATCTGTTCAA
1051 1125

TGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTC
———————————————————— GCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTC
————— ITATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTC
————————————————————— CTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTC
TGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGCTTAACGAGTATCTGTC
1126 1200
TCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGGTTGA
TCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGGTTGA
TCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGGTTGA
TCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTG-—-—————————=—————————————
TCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTG-—-—————————=————————————
1201 1275
ACTGAAAAAAGTGTTGTCGGTCGACCTGGGGGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGT
ACTGAAAAAAGTGTTGTCGGTCGACCTGGGGGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGT
ACTGAAAAAAGTGTTGTCGGTCGACCTGGGGGCACTGACCCGTATGCTGGATCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGGT

1276 1350
GGAAAGGTTGCCGAACCCGAATGATAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCAGCGGCGCGGCAATATGTGA
GGAAAGGTTGCCGAACCCGAATGATAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCAGCGGCGCGGCAATATGTGA
GGAAAGGTTGCCGAACCCGAATGATAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCAGCGGCGCGGCAATATGTGA
—————— GTTGCCGAACCCGAATGATAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCAGCGGCGCGGCAATATGTGA
—————— GTTGCCGAACCCGAATGATAAGCGCGGCGTACTGGTAAAACTTACCACCAGCGGCGCGGCAATATGTGA
1351 1425
ACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCATCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAAC
ACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCATCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAAC
ACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCATCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAAC
ACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCATCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAAC
ACAATGCCATCAATTAGTTGGCCAGGACCTGCATCAAGAATTAACAAAAAACCTGACGGCGGACGAAGTGGCAAC
1426 1500
ACTTGAGCATTTGCTTAAGAAAGTCCTGCCGTAAACGAAAAAAGAGGTATGACGATGTCCAGACGCAATACTGAC
ACTTGAGCATTTGCTTAAGAAAGTCCTGCCGTAAACGAAAAAAGAGGTATGACGATGTCCAGACGCAATACTGAC
ACTTGAGCATTTGCTTAAGAAAGTCCTGCCGTAAACGAAAAAAGAGGTATGA--—-—-——-——-—————————————
ACTTGAGCATTTGCTTAAGAAAGTCCTGCCGTAAACGAAAAAAGAGGTATGACGATGTCCAGAC—-——-———-———
ACTTGAGCATTTGCTTAAGAAAGTCCTGCCGTAAACGAAAAAAGAGGTA-—-—————~-———=——————————————

Ergebnisse fiir WT pUC19

Die Ergebnisse fiir WT pUC19 sind in Abbildung 4-6 sehen. Fiir die untersuchten Mutanten

fanden sich in der Kohorte WT pUC19 nach Selektionsdruck mit Ciprofloxacin keine AmarR-

Mutanten. In den Spuren 2 und 3 sind keine Banden zu sehen. Die Bande in der Negativkon-

trolle (NTC) in Spur 10 lieB sich dadurch erklaren, dass statt nur in Spur 12 zusatzlich in Spur 10

Probenmaterial eingefiillt wurde.
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O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use

bp ng/0.5 g

W00 280 56
%zxuo 280 58

1500 280 56
/1200 280 56
/ 1000 800 160
/o 210 54
80 270 54
70 270 54
60 270 54
500 800 160
400 300 60
a0 300 60
— 200 300 60

— 100 300 6.0

1.7% TopVision™ LE G0 Agarose (#R0491)

0.5 pgane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Vem,1h

Abbildung 4-6 Agarosegel marR-PCR fiir WT pUC19 Klone
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung; A: pHPNE19-02.1

Spur 1: DNA-GréRenmarker; Spur 2:WT pUC19 Nr. 1; Spur 3: WT pUC19 Nr. 1;
Spur 4: WT pUC19 Nr. 2; Spur 5: WT pUC19 Nr. 3; Spur 6: WT pUC19 Nr. 4;
Spur 7: WT pUC19 Nr. 5; Spur 8: WT pUC19 Nr. 14; Spur 9: WT pUC19 Nr. 17;
Spur 10: NTC; Spur 11: DNA-GroBenmarker; Spur 12: Mll: Spur 13: WT;

Spur 14: WT A Nr. 112 6; Spur 15: DNA-GroRenmarker

4.4.3.2.5 Ergebnisse fiir WT-K pHPNE18-01.1, WT-K pHPNE19-02.1; WT-K pUC19

Unter den WT-K Mutanten des Ciprofloxacin-Forward-Assays fand sich mit
WT-K pHPNE18-01.1 Nr. 2 22 eine Mutante, die eine Doppelbande nach Amplifikation eines
Fragments mit den Primern marR_+7_for und marA_+43_rev lieferte. Im Anhang findet sich
das passende Gelbild in Abschnitt 15.3.3 in Abbildung 15-3. Ahnlich zu
WT pHPNE19-02.1 Nr. 11 2 lag hier eine Deletion in marR vor.

4.5 Genomsequenzierung der selektierten Mutante
MIl pHPNE19-02.1 Nr. 143

Unter Anwesenheit von QnrAl oder QnrB1 wurden nach Durchfiihrung des Ciprofloxacin-For-
ward-Assays mit E. coli MIl mit den bekannten Mutationen (gyrA Mutation und marR-Deletion)
keine zusatzlichen spontanen Mutationen innerhalb der QRDR gefunden. Das zeigten die Er-
gebnisse der Sequenzierung der QRDR in selektierten Mutanten mit E. coli MIl mit pHPNE18-
01.1. bzw. pHPNE19-02.
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Nachdem keine zusatzlichen Mutationen innerhalb der QRDR zu finden waren, wurde als
nachster Schritt eine Sequenzierung des kompletten Genoms bei einer selektierten Mutante
durchgeflihrt, da eine chromosomale Mutation als Ursache fiir die Zunahme der MHK von
Ciprofloxacin vermutet wurde.

Die Genomsequenzierung wurde mittels Next Generation Sequencing (NGS) durchgefiihrt
(Abschnitt 2.2.2.7.2). Zum Einsatz kam das lon PGM™ System der Marke lon Torrent® von
Thermo Fisher Scientific [235]. Die Ergebnisse der Genomsequenzierung werden in den
Abschnitten 5.3 und 5.4 diskutiert.

Flir die Genomsequenzierung wurde die selektierte Mutante MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 ver-
wendet. Diese Mutante hatte eine MHK von Ciprofloxacin mit 8 — 16 ug/ml. Die MHK lag ein
bis zwei Stufen iber dem Grenzwert fiir Ciprofloxacin gemaR EUCAST [24].

Die Genomsequenzierung bei MIl + pHPNE19-02.1 Nr. 143 (A1 43) deckte eine 7 bp-Deletion
im Gen der Isocitratdehydrogenase (icd) auf. Nach Auswertung der Sequenzdaten mit dem
Torrent Variant Caller Plugin [236] und mit der CLC Bio-Software [237] fanden sich keine wei-
teren relevanten Veranderungen im E. coli-Genom verglichen mit dem Ausgangsstamm MiI|
(GK573).

Die Deletion von 7 bp in icd von Basenpaarposition +818 bis +824 fiihrte zu einem Frameshift,
was zu einem frihzeitigen Stoppcodon an Aminosaureposition +278 fiihrte. Die Deletion sollte
in Stamm MIl in Kombination mit gnrAl (pHPNE19-02.1) zu einer geringeren Empfindlichkeit
gegenliber Fluorchinolonen und einer MHK von Ciprofloxacin von 8 ug/ml fiihren.

Ob die Zunahme der MHK von Ciprofloxacin sich allein aus der Mutation Aicd 7 bp und der
Anwesenheit von QnrA1l in der Zelle erklaren lieR, da keine weiteren Veranderungen im Ver-
gleich zum Ausgangsstamm in der Zelle vorlagen, war in den folgenden Versuchen zu zeigen.
Im Genom von E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 wurde die Deletion an Position 1.396.835 bis
1.396.841 gefunden. Neben dieser Mutation fanden sich keine weiteren Mutationen im Ver-

gleich zu CFT073 und zum Ausgangsstamm MII.

4.5.1 Sequenzierung von Aicd 7 bp bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. 143

Ergdnzend zur Genomsequenzierung wurde eine SANGER-Sequenzierung durchgefiihrt (Ab-

schnitt 2.2.2.7.1), um die gefundene Deletion zu bestatigen. Fiir die PCR-Amplifikation wurden
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die Primerpaare icd_[5-1]_-306_CFT073 mit icd_[3-1]_+602_CFT073 und
icd_[5-1] +491 CFT073 miticd_[3-1] +1398 CFT073 verwendet.

Beide Primerpaare generierten ein Amplicon mit ca. 900 bp Lange, das den Sequenzabschnitt
mit der vermuteten Deletion enthielt. Jedes PCR-Produkt wurde aus zwei Leserichtungen se-
guenziert, so dass die Sequenzdaten doppel abgesichert waren. Verglichen wurde mit der Se-
guenz von E. coli CFTO73 (NCBI Referenznummer NC_004431.1). In Tabelle 4-15 ist das Ergeb-

nis der Sequenzierung zusammen gefasst.

Tabelle 4-15  Ergebnis der SANGER-Sequenzierung in Mll Aicd 7 bp pHPNE19-02.1

A: pHPNE19-02.1; Vergleich eines icd-Sequenzausschnitts aus CFT073 (NCBI Referenznummer
NC_004431.1) mit zwei Sequenzen von MIl pHPNE19 02.1 Nr. | 43. Blau unterlegt sind homologe Be-
reiche, die sich bei allen drei Sequenzen finden lassen. 7 bp (AAGAGAT) fehlen bei
MIl pHPNE19 02.1 Nr. 1 43. Aus zwei Leserichtungen (fw: forward; rv: reverse) wurde Aicd detektiert.

1426 1500
CFT073 icd (793) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
I43 icd fw2 (266) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA-----—- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
I43 icd rv2 100) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

Mit einer zweiten SANGER-Sequenzierung wurde aus zwei verschiedenen Fragmenten die De-
letion von 7 bp bestatigt (Tabelle 4-16). Die Auswirkungen der Mutation Aicd 7 bp werden in
Abschnitt 5.4.3 diskutiert. Zusatzlich fand sich in der Terminatorsequenz eine Insertion von
12 bp (TTTCCCCAAAAC) im Vergleich zur Sequenz von E. coli CFT073. Nach den Ergebnissen

der Sequenzierungen wurde in weiteren Mutanten nach einer Deletion in icd gesucht.

Tabelle 4-16 Ergebnisse der Sequenzierung icd und Umgebung.

orange: Startcodon ATG fir icd; griin: Stopcodon TAA fir icd; violett: Insertion 12 bp; Verglichen wird
die icd-Sequenz in CFT073 (NCBI Referenznummer NC_004431.1) mit der icd-Sequenz in MIl pHPNE19-
02.1 Nr. 143 (A: pHPNE19-02.1). Neben dem icd-Gen werden noch Bereiche vor und nach dem icd-Gen
verglichen. blau unterlegt sind homologe Sequenzabschnitte von CFT073 und MIl pHPNE19-02.1
Nr. | 43, weild unterlegt sind Abschnitte mit Sequenzunterschieden zwischen CFT073 und MIl pHPNE19-
02.1 Nr. 1 43. Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 liegen zu jedem Sequenzabschnitte Daten aus zwei Lese-
richtungen vor (fw: forward; rv: reverse).

601 675

CFT073 icd Region (601) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CFT073 icd (1) ——=——— e ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC

MII A Nr. I43 icd fw 1 (239) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. I43 icd rv 1 (6) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. I43 icd fw 2 (1) === mm e
MII A Nr. I43 icd rv 2 (1) ===
676 750

CFT073 icd Region (676) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

CFT073 icd (43) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

MII A Nr. I43 icd fw 1 (314) ACCCTGCAAAACGGCAA-————— === === ==~ o
MII A Nr. I43 icd rv 1 (81) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. I43 icd fw 2 (1) —————— e e
MII A Nr. I43 icd rv 2 (1) —————— e e
751 825

CFT073 icd Region (751) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
CFT073 icd (118) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

MII A Nr. I43 icd fw 1 [k b e e ——
MII A Nr. I43 icd rv 1 (156) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
MII A Nr. I43 icd fw 2 [ e
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MII
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MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII
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A Nr. I43 icd rv 2

CFT073 icd Region

CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
icd fw 1
icd rv 1
icd fw 2
icd rv 2
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.
CFT073 icd Region
CFT073 icd
I43 icd fw 1
I43 icd rv 1
I43 icd fw 2
I43 icd rv 2

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.

CFT073 icd Region

826 900

TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

901
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

(381)
(1)
(1)

(1051)
(418)
(331)
(456)

(1)
(1)

(1126)
(493)
(331)
(531)

(1)
(1)

(1201)
(568)
(331)
(600)

(41)
(1)

(1276)
(643)
(331)
(600)
(116)

(1)

(1351)
(718)
(331)
(600)
(191)

(25)

(1426)
(793)
(331)
(600)
(266)
(100)

(1501)
(868)
(331)
(600)
(334)
(168)

(1576)
(943)
(331)
(600)
(409)
(243)

(1651)
(1018)
(331)
(600)
(484)
(318)

(1726)

976
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC

1050

1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA

1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAA--————
——————————————————————————————————— TAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

1276 1350
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC

GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
——————————————————————————————————————————————————— AACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
1351 1425
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
1426 1500
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
1501 1575

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
1576 1650
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800
CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
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CFT073 icd (1093) CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA

MII A Nr. I43 icd fw 1 (33]) —mm

MII A Nr. I43 icd rv 1 (600) === == e

MII A Nr. I43 icd fw 2 (559) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

MII A Nr. I43 icd rv 2 (393) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

1801 1875

CFT073 icd Region (1801) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG

CFT073 icd (1168) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG

MII A Nr. I43 icd fw 1 (33l) ———————

MII A Nr. I43 icd rv 1 (600) ———————m e e e ———

MII A Nr. I43 icd fw 2 (634) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

MII A Nr. I43 icd rv 2 (468) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

1876 1950

CFT073 icd Region (1876) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

CFT073 icd (1243) AATATG AR - - ————— == ==~ — —m o o o o

MII A Nr. I43 icd fw 1 (33l) ———————

MII A Nr. I43 icd rv 1 (600) === == e

MII A Nr. I43 icd fw 2 (709) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

MII A Nr. I43 icd rv 2 (543) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

1951 2025

CFT073 icd Region (1951) CTTCCCCAAAAC CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC

CFT073 iecd (1252)

MII A Nr. I43 icd fw 1 (331)
MII A Nr. I43 icd rv 1 (600)

MII A Nr. I43 icd fw 2 (784) CTTCCCCAAA

MII A Nr. I43 icd rv 2 (618) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG-———=————===—=========

4.5.2 Aicd in weiteren selektierten Mutanten

Durch wiederholte Sequenzierung von MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 wurde eine 7 bp-Deletion in
icd bestatigt. Hieraus leitete sich die Frage ab, ob noch weitere Mutanten aus dem Mil-Selek-
tionsversuch eine dhnliche, bzw. die gleiche Mutation besallen. Mit einem Screening nach
Aicd 7 bp sollte die Frage beantwortet werden, ob eine Mutation in icd im Zusammenhang mit
Qnr regelmalig auftrat oder ein zufalliges Ereignis darstellte.

Eine ARMS-PCR wurde zum Nachweis fiir Aicd 7 bp verwendet. Es wurden die Primer
icd_[5-1] +491 CFT073 und icd_[3-1] +353_CFT073 verwendet, die zu einem Amplicon von
348 bp fuhrten (Abbildung 4-7). Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 und bei WT Aicd 7 bp konnten
die gleichen Primer eingesetzt werden. Primer icd_[3-1] +353_CFT073 entsprach der Wild-
typsequenz. Lag eine Mutation im untersuchten Bereich vor, so resultierte daraus kein PCR-
Produkt, da bei Aicd 7 bp, wie sie bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Nr. | 43) vorlag, der Reverse-

Primer keine Bindungssequenz ,fand”.

icdA_[5-10 +491_CFTO73 fw 2 (100.0%) Deletion A143  ica [3-1] +353_CFT073 rv 2a Mutationsprimer (100.0%)
cDS2  CDS3 icdA cDS 5

) | b u

NC 004431 icdA Position der Primer fiir Screening
2090 bp

Abbildung 4-7 Position der Primer fiir ARMS-PCR (eigene Darstellung)

Mit den verwendeten Primern icd_[5-1] +491 CFT073 und icd_[3-1]_+353_CFT073 wurde mittels
ARMS-PCR Aicd 7 bp nachgewiesen.
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Insgesamt wurden 98 Mutanten aus der In-vitro-Selektion von E. coli WT, WT-K- und MII auf
eine 7 bp Deletion in icd untersucht. In Abbildung 4-8 ist ein Test Ansatz zu sehen. In Spur 5
und Spur 11 finden sich keine Banden, da zweimal MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 aufgetragen
wurde. In Spur 5 wurde Gesamt-DNA nach Kochmethode (Abschnitt 2.2.2.1.2) und in Spur 11

wurde Gesamt-DNA nach Verwendung des DNeasy®-Kits (Abschnitt 2.2.2.1) aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)

1.7 % TAE agarose gel

Abbildung 4-8 Agarose-Gelelektrophorese zum Testen der ARMS-PCR

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung; jeweils 5 ul DNA, bzw.
DNA-GroRenmarker aufgetragen; A: pHPNE19-02.1 (gnrA1); B: pHPNE18-01.1 (gnrB1)

Spur 1: DNA-GréRenmarker; Spur 2: MIl A Nr. | 20; Spur 3: MII A Nr. Il 21; Spur 4:MillI
ANr. 11 21; Spur 5:MIl A Nr. 143; Spur 6: MIl A Nr. 11 29; Spur 7:Mll A Nr. 111 9; Spur 8: MlI
B Nr. 11 19; Spur 9: MIl B Nr. | 6; Spur 10: Mll; Spur 11: MIl A Nr. | 43 DNeasy Kit; Spur 12: NTC

Nachdem die Funktion der ARMS-PCR liberprift war, wurden zuerst die Mutanten aus dem
MiII-Selektionsexperiment untersucht. In Abbildung 4-9 ist das Ergebnis der Agarose-Gelelekt-
rophorese zu sehen. Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 und bei vier weiteren Mutanten liel8 sich
kein Amplicon generieren. Die in der Bildunterschrift blau markierten Stamme finden sich in
den oberen Spuren 1, 7, 8 und in der unteren Spur 9. In Tabelle 4-17 sind die auffalligen Mu-

tanten aufgelistet.
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DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)

1.7 % TAE agarose gel

Abbildung 4-9 ARMS-PCR fiir Aicd 7 bp bei Mutanten Mil pHPNE18-01.1 und
MIl pHPNE19-02.1

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 120 V; Ethidiumbromidfarbung; A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-
01.1; jeweils 5 ul DNA oder Groflenmarker wurden aufgetragen.

oben

Spur 1: MII A Nr. Il 2; Spur 2: MIl A Nr. 1l 4; Spur 3: MIl A Nr. Il 18; Spur 4: MIl A Nr. | 46;

Spur 5: MII A Nr. Il 10; Spur 6: M1l A Nr. 111 11; Spur 7: MII A Nr. Il 3; Spur 8: 11 A Nr. lll 13;

Spur 9: DNA-GroRenmarker; Spur 10: MIl A Nr. |1 43; Spur 11: NTC; Spur 12: unbenutzt;

Spur 13: MII A Nr. I 50; Spur 14: MIl A Nr. Il m.u.; Spur 15: MIl A Nr. | 34; Spur 16: MIl ANr. 1l u.;
Spur 17: MII ANr. 113; Spur 18: MITANr. 11 6

unten

Spur 1: MII B Nr. I 6; Spur 2: MII B Nr. 11 19; Spur 3: MIl B Nr. Il 23; Spur 4: unbenutzt;

Spur 5: MII B Nr. 11 42; Spur 6: MII B Nr. 1l 27; Spur 7: MII B Nr. Il 14; Spur 8: MII B Nr. 138;

Spur 9: MII B Nr. 11 18; Spur 10: MII B Nr. Il 1; Spur 11: DNA-GroRenmarker; Spur 12: MII B Il 10;
Spur 13: MII B Nr. 1l 12; Spur 14: MII B Nr. 11 40

Tabelle 4-17  Selektierte Mutanten mit Verdacht auf Aicd

Cip: Ciprofloxacin; MHK: minimale Hemmkonzentration

QnrAl MHK Cip (ug/ml) | QnrB1 MHK Cip (ng/ml)
MIl pHPNE19-02.1 Nr. Ill 2 16 MIl pHPNE18-01.1 Nr. I1 18 8

MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 3 16

MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 13 16

(M1l pHPNE19-02.1 Nr. 1 43) 8
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Zur Bestatigung wurde fiir die vier Mutanten die ARMS-PCR wiederholt und fiir die Agarose-
Gelelektrophorese 7 ul statt 5 pul an PCR-Produkt eingesetzt. In Abbildung 4-10 ist das Ergebnis
der Wiederholung zu sehen. In den Spuren 8 bis 10 war schwach ein Produkt zu erkennen, das
dem Amplicon in der erwarteten Grof3e von circa 350 bp entsprach. Es wurde keine Negativ-
kontrolle (NTC) und keine Positivkontrolle aufgetragen. In Spur 11 war bei MIl pHPNE18-01.1
Nr. Il 18 kein Produkt zu erkennen. Die Spuren 2 bis 7 und Spur 12 betreffen eine andere Fra-

gestellung. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse finden sich in 15.4.2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

GeneRuler 1 kb DNA
Ladder
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Abbildung 4-10 Wiederholung der ARMS-PCR und mehr aufgetragenes PCR-Produkt

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung; A: pHPNE19-02.1;
B: pHPNE18-01.1; Spuren 2 bis 7 und 12 waren fiir diese Fragestellung nicht relevant.

Spur 1: DNA-GréRBenmarker; Spur 8: MIl A Nr. 1l 2; Spur 9: M1l A Nr. Il 3;
Spur 10: MII A Nr. [l 13; Spur 11: MII B Nr. 11 18
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Tabelle 4-18  Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzierung von icdA

Mutanten (n) Aicd Gefundene Mutanten
WT + pHPNE18-01.1 11 - -
+ pHPNE19-02.1 14 - -
+pUC19 7 - -
WT-K + pHPNE18-01.1 11 - -
+ pHPNE19-02.1 8 - -
+ pUC19 7 - -
Mil + pHPNE18-01.1 20 + 1
+ pHPNE19-02.1 14 + 3+1
+I pUC19 6 - -
Total 98 4+1

4.5.2.1 Sequenzanalyse von icd in weiteren Mutanten

Zur Bestatigung der Deletion in icd wurde eine Sequenzierung in den vier gefundenen Mutan-
ten durchgefiihrt (vergleiche Tabelle 4-18). Hierzu wurde analog zur Untersuchung von
MIlI pHPNE19-02.1 Nr. 143 vorgegangen (Abschnitt 4.5.1). Fir die Sequenzierung wurde ein
icd-Fragment mitsamt Promotor- und Terminator-Sequenzen amplifiziert. Jedes Amplicon
sollte aus zwei Richtungen sequenziert werden, so dass fiir jeden Sequenzabschnitt eine dop-
pelte Absicherung vorlag.

In Abbildung 4-11 sind jeweils die beiden Produkte dieser PCR zu sehen. Bei
MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 wurden die beiden Amplicons nicht erhalten, wie in der oberen
und unteren Spur 6 in Abbildung 4-11 zu sehen. Statt einem Amplicon mit circa 900 bp war ein
Produkt von 500 bp in der oberen Spur 6 zu erkennen. In der unteren Spur 6 war ein Fragment
zwischen 250 bp und 500 bp zu erkennen. Daher lieR sich fir die Mutante keine Sequenz
ermitteln. Zu E. coli MIl pHPNE18-01.1 Nr.1l118 finden sich weitere Ergebnisse in
Abschnitt 4.5.2.2.

Neben den Mutanten MIl pHPNE19-02.1 Nr. lll 2; MIl pHPNE18-01.1 Nr. 11 18;
MIl pHPNE19-02.1 Nr. lll 3 und MII pHPNE19-02.1 Nr. 1l 13 wurden zur Kontrolle die
Mutanten MIl pHPNE19-02.1 Nr. |l 18 und MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 23 sequenziert.
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Abbildung 4-11 Vorbereitung fiir SANGER-Sequenzierung von icd

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 130 V; Ethidiumbromidfarbung;
A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; 5 pl DNA oder DNA-GroRenmarker aufgetragen.

oben (Verwendete Primer icd_[5-1]_-306_CFT073 miticd_[3-1]_+602_CFT073)
Spur 1: DNA-GroRRenmarker; Spur 2: Ml A Nr. Il 2; Spur 3: MIlI A Nr. 11l 3; Spur 4: MIl A Nr. 111 13;
Spur 5: MIl A Nr. I 18; Spur 6: MII B Nr. 11 18; Spur 7: MIl B Nr. 1l 23; Spur 8: NTC PCR oben

unten (Verwendete Primer icd_[5-1]_+491_CFT073 miticd_[3-1]_+1398_CFT073)
Spur 2: MII A Nr. Il 2; Spur 3: MII A Nr. [l 3; Spur 4: MIl A Nr. Ill 13; Spur 5: MIl A Nr. 1l 18;
Spur 6: MII B Nr. I 18; Spur 7: MII B Nr. 1l 23; Spur 8: NTC PCR oben

In Tabelle 4-19 ist eine Zusammenfassung der Sequenzierungen zu finden. Die detaillierten
Ergebnisse der Sequenzanalyse sind in Abschnitt 15.4 gezeigt. Die ermittelten Sequenzen wur-
den mit der Sequenz fir MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 verglichen. Zusatzlich wurden die Sequen-
zen mit einer verfligbaren Sequenz von E. coli CFTO73 (NCBI Referenznummer NC_004431.1)
verglichen. Durch den gemeinsamen Ausgangsstamm E. coli Mll lag eine Homologie der Se-
guenzen vor. Eine weitere icd-Mutante, die gefunden wurde, war MIl pHPNE19-02.1 Nr. IlI 2.
In icdA lag hier an Position 284 vom Startcodon aus beginnend (Position 918 in Tabelle 4-19)
ein Basenaustausch von TAT zu TAG vor, wodurch es zu einem Stoppcodon kam, da statt der

Aminosaure Tyrosin ein Transskriptionsstop codiert war.
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Eine weitere Auffalligkeit fand sich bei der Positivkontrolle MIl B Nr. Il 23. Hier fand sich eine
stille Mutation in icd an Position 1863 (Tabelle 4-19).

Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 18 konnte ein Bereich von 117 Basen nicht sequenziert werden
(grauer Bereich in Tabelle 4-19). Diese Sequenz wurde mit Sequenzinformationen von Mil|
pHPNE19-02.1 Nr. | 43 aufgefillt, um die restlichen Sequenzbereiche vergleichen zu kénnen.
Stamm MIl  pHPNE19-02.1 Nr. 1I118 st nicht zu verwechseln mit Stamm
MIl pHPNE18-01.1 Nr. I 18, fur den kein Amplicon erhalten wurde.

Bei den beiden Positivkontrollen sowie bei allen untersuchten Mutanten fand sich bei der Se-
guenzanalyse eine Insertion von 11 Basen im icd-Terminator. Eine 7 bp-Deletion wie bei

MIlI pHPNE19-02.1 Nr. | 43 fand sich bei keiner untersuchten Mutante.

Tabelle 4-19  icd-Sequenzalignment der untersuchten Mutanten im Vergleich zu CFT073

orange: Startcodon ATG icd; grin: Stopcodon TAA icd; grau: aufgefillter Sequenzbereich bei
MII B Nr. Il 23; bei mehreren Mutanten wurde die Sequenz fir icd mittels SANGER-Sequenzierung er-
mittelt.

301 375

CFT073 icd Region  (301) GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGETTTACGCCTGET
MII A Nr. I43 (1) mmm o mmmm e GTTTTCGTCTGGT

MII A Nr. II18 (1) mmmmmm GTTTTCGTCTGGT
MII A Nr. III2 T Ty T
MII A Nr. III3 (1) === e m e mm e m e GGT
MII A Nr. III13 (1) GTTTTCGTCTGGT
MII B Nr. II23 (1) GGTTTTCGTCTGGT
376 450

CFT073 icd Region  (376) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII A Nr. I43 (14) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII A Nr. II18 (14) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII A Nr. III2 (2) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII A Nr. III3 (4) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII A Nr. III13 (14) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
MII B Nr. II23 (15) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
451 525

CFT073 icd Region  (451) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII A Nr. I43 (89) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII A Nr. II18 (89) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII A Nr. III2 (77) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII A Nr. III3 (79) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII A Nr. III13 (89) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
MII B Nr. II23 (90) GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
526 600

CFT073 icd Region (526) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
MII A Nr. I43 (164) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA

MII A Nr. II1l8 (164) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
MII A Nr. III2 (152) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
MII A Nr. III3 (154) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
MII A Nr. III13 (164) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
MII B Nr. II23 (165) ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
601 675

CFT073 icd Region (601) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. I43 (239) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. II1l8 (239) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. III2 (227) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. III3 (229) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII A Nr. III13 (239) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
MII B Nr. II23 (240) CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
676 750

CFT073 icd Region (676) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. I43 (314) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. II1l8 (314) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. III2 (302) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. III3 (304) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII A Nr. III13 (314) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
MII B Nr. II23 (315) ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
751 825

CFT073 icd Region (751) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
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MII A Nr. I43 (389) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

MII A Nr. II1S8 (389) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
MII A Nr. III2 (377) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
MII A Nr. III3 (379) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
MII A Nr. III13 (389) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
MII B Nr. II23 (390) GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
826 900

CFT073 icd Region (826) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII A Nr. I43 (464) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII A Nr. II1l8 (464) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII A Nr. III2 (452) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII A Nr. III3 (454) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII A Nr. III13 (464) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
MII B Nr. II23 (465) TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
901 975

CFT073 icd Region (901) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
MII A Nr. I43 (539) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

MII A Nr. II1S8 (539) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
MII A Nr. III2 (527) GATCTGATTCGTGAATAGCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
MII A Nr. III3 (529) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
MII A Nr. III13 (539) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
MII B Nr. II23 (540) GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
976 1050

CFT073 icd Region (976) AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII A Nr. I43 (614) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII A Nr. II18 (614) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII A Nr. III2 (602) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII A Nr. III3 (604) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII A Nr. III13 (614) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
MII B Nr. II23 (615) AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
1051 1125

CFT073 icd Region (1051) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII A Nr. I43 (689) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII A Nr. II1l8 (689) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII A Nr. III2 (677) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII A Nr. III3 (679) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII A Nr. III13 (689) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
MII B Nr. II23 (690) CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
1126 1200

CFT073 icd Region (1126) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII A Nr. I43 (764) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII A Nr. II1l8 (764) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII A Nr. III2 (752) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII A Nr. III3 (754) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII A Nr. III13 (764) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
MII B Nr. II23 (765) TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275

CFT073 icd Region (1201) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII A Nr. I43 (839) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII A Nr. II1l8 (839) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII A Nr. III2 (827) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII A Nr. III3 (829) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII A Nr. III13 (839) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
MII B Nr. II23 (840) TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
1276 1350

CFT073 icd Region (1276) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
MII A Nr. I43 (914) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC

MII A Nr. II18 (914) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
MII A Nr. III2 (902) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
MII A Nr. III3 (904) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
MII A Nr. III13 (914) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
MII B Nr. II23 (915) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
1351 1425

CFT073 icd Region (1351) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII A Nr. I43 (989) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII A Nr. II1l8 (989) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII A Nr. III2 (977) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII A Nr. III3 (979) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII A Nr. III13 (989) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
MII B Nr. II23 (990) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

1426 1500
CFT073 icd Region (1426) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
MII A Nr. I43 (1064) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

MII A Nr. II18 (1064) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
MII A Nr. III2 (1052) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
MII A Nr. III3 (1054) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
MII A Nr. III13 (1064) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
MII B Nr. II23 (1065) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
1501 1575

CFT073 icd Region (1501) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII A Nr. I43 (1132) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII A Nr. II18 (1139) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII A Nr. III2 (1127) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII A Nr. III3 (1129) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII A Nr. III13 (1139) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
MII B Nr. II23 (1140) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
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1576 1650

CFT073 icd Region (1576) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
MII A Nr. I43 (1207) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

MII A Nr. II18 (1214) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
MII A Nr. III2 (1202) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
MII A Nr. III3 (1204) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
MII A Nr. III13 (1214) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
MII B Nr. II23 (1215) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725

CFT073 icd Region (1651) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII A Nr. I43 (1282) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII A Nr. II18 (1289) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII A Nr. III2 (1277) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII A Nr. III3 (1279) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII A Nr. III13 (1289) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
MII B Nr. II23 (1290) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800

CFT073 icd Region (1726) CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
MII A Nr. I43 (1357) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

MII A Nr. II18 (1364) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
MII A Nr. III2 (1352) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
MII A Nr. III3 (1354) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
MII A Nr. III13 (1364) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
MII B Nr. II23 (1365) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
1801 1875

CFT073 icd Region (1801) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
MII A Nr. I43 (1432) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

MII A Nr. II18 (1439) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
MII A Nr. III2 (1427) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
MII A Nr. III3 (1429) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
MII A Nr. III13 (1439) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
MII B Nr. II23 (1440) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
1876 1950

CFT073 icd Region (1876) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
MII A Nr. I43 (1507) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

MII A Nr. II1l8 (1514) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
MII A Nr. III2 (1502) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
MII A Nr. III3 (1504) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
MII A Nr. III13 (1514) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
MII B Nr. II23 (1515) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025

CFT073 icd Region (1951) CTTCCCCAAAAC-------—----—- CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC
MII A Nr. I43 (1582) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG----——-=———==—==—===—=—=
MII A Nr. II18 (1589) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG----——=-=—=——==—==—====—==
MII A Nr. III2 (1577) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAAC-—===—=—==—=— === e m e
MII A Nr. III3 (1579) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTT-
MII A Nr. III13 (1589) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTT
MII B Nr. II23 (1590) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCT-----——-—=—=—==—=——==—==—=——

4.5.2.2 Versuch icd-Amplicon bei MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 zu erhalten

Im Rahmen der Suche nach weiteren Aicd-Mutanten fiel MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 auf. Fir
diese Mutante lieB sich flr eine Sequenzanalyse kein Amplicon innerhalb icd erzeugen, und
somit keine Sequenz fiir icd abbilden. Als Kontrolle wurde eine gyrA- und marR-PCR durchge-
flhrt. Hierflr ergab sich bei Verwendung der gleichen DNA (isoliert nach Kochmethode aus
2.2.2.1.2) ein Amplicon, das zur positiven Sequenzierung von gyrA und marR verwendet
wurde. Es war auszuschlieRen, dass das verwendete Material zur Amplifikation fehlerhaft war.
Diese Mutante besaR eine groRere Deletion im Bereich um icd. Eine PCR mit Primerpaaren, die

fast 2000 bp abdeckten, lieferte keine Produkte.

Eine Ubersicht der verwendeten Primer gibt Abbildung 4-12, und in Tabelle 4-20 sind die ver-

muteten Fragmentgroflen nach Restriktionsverdau mit Dral oder BamHI| mit EcoRV aufgelistet.
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icdA_[5-1]_+491_CFT073 fw 2 (100.0%)

icdA_[3-1]_+602_CFTO073 rv 1b (100.0%)
icdA_[3-1]_+119_CFT073 rv 1a (100.0%) ‘ Deletion A | 43
CDS3 ‘ﬂ‘ icdA_[3-1]_+353_CFT073 rv 2a Mutationsprimer (100.0%)
icdA_[5-1]_-306_CFTO73 fw 1 (100.0%) \ ‘ icdA_[3-1] +934_CFTO73 v 1c (100.0%)
cps2 | | ‘ CDS 5
icdA_[5-1]_-565_CFTO073 (90.0%) ‘\ ‘1‘ icdA | icdA_[3-1]_+1398_CFT073 rv 2 (100.0%)
| | | [
(i w) = —

Abbildung 4-12 Region icd in CFT073(NCBI Referenznummer NC_004431.1
(eigene Darstellung)

Ubersicht der Primer fiir die icd-Sequenzierung. Insgesamt wurden 8 verschiedene Primer zur Erzel
gung eines Amplicons eingesetzt. Es konnte kein Amplicon innerhalb des abgebildeten Bereiches e
zeugt werden.

Nachdem bei der ARMS-PCR die Kombination der Primer icd [5-1] +491 CFT073 und
icd_[3-1]_+838_CFT073 nicht das erwartete Amplicon von ungefahr 350 bp Lange ergab
(Abbildung 4-9), wurden zwei PCRs mit anderen Primerpaaren angesetzt, die unabhangig von
Aicd 7 bp ein Produkt ergeben sollten. Die Primer icd_[5-1] -306_CFT073 und
icd_[3-1]_+602_CFT073 wurden verwendet. Ein ca. 900 bp Fragment liel sich damit nicht bei
MIl pHPNE18-01.1 Nr. 1l 18 amplifizieren. Mit den Primern icd_[5-1] +491 CFT073 und

icd_[3-1] _+1398 CFT073 liefd sich auch kein Amplicon von ca. 900 bp erhalten. In beiden Fallen

waren bei den Positivkontrollen Banden zu sehen (Abbildung 4-11; obere Halfte).

Tabelle 4-20  Ubersicht verwendete Primerpaare fiir Amplifikation von Sequenzbereichen
bei icd bei MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 (,,Nr. 1l 18“); in chronologischer Reihenfolge

Nr. Amplicon bei Forward-Primer Reverse-Primer Amplicon
Nr. 1118

1 icd_[5-1]_+491_CFT073 icd_[3-1] +838 CFT073 347 bp

2 icd_[5-1] -306_CFTO073 icd_[3-1] +602_CFT073 908 bp

3 icd_[5-1]_+491_CFT073 icd_[3-1] +1398 CFT073 907 bp

4 icd_[5-1] -306_CFTO073 icd_[3-1] +934 CFTO073 1240 bp
5 + marR_+7_for marA_+42_rev 309 bp

6 icd_[5-1]_-306_CFTO073 icd_[3-1] _+1398_CFT073 1700 bp
7 icd_[5-1]_-565_CFTO073 icd_[3-1] _+1398_CFT073 1963 bp

In einem zweiten Ansatz wurde ein Primerpaar verwendet, das auBerhalb des icd-Strukturgens
an die DNA bindet. Mit den Primernicd_[5-1] _-306_CFT073 undicd_[3-1] +934 CFT073 ergab
sich bei Nr. Il 18 kein Amplicon. Die Positivkontrolle ergab ein Amplicon von 1240 bp. Fiir M|

pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 ergab sich ein kleineres Fragment, das im Gelbild schwach zu sehen
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war (Abbildung 4-11 untere Halfte). Der Verdacht einer Translokation wurde mit einem Ansatz
untersucht, flir den ein Primerpaar mit Bindungsstellen innerhalb der Sequenz fiir icd verwen-
det wurde. Mit den Primern icd_[5-1] -306_CFT073 und icd_[3-1]_+934_CFT073 wurde nicht
das erwartete 450 bp Produkt erhalten (Abbildung 4-13).

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

725 — 1,500

50 — 1,000
— 900
40 — 800
275 — 700
30 — 600
85 — 500
40 — 400

35 — 300
40 — 200

40 — 100

1.7 % TAE agarose gel
Abbildung 4-13 PCR mit Primern mit Bindungsstellen innerhalb icd

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung; Amplicon-Volumen: 5 pl
Spur 1: DNA-GréBenmarker; Spur 2: MIl pHPNE18-01.1 Nr. 11 18;
Spur 3: MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1 43; Spur 4: NTC

Bei MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 wurde die QRDR in gyrA, gyrB, parC und parE sequenziert. Die
Daten hierzu finden sich in Abschnitt 4.4.2.2. Hier zeigten sich keine Auffalligkeiten. Auch ein
Nachweis der marR-Deletion konnte mittels RFLP erbracht werden, und in Abbildung 4-14 sind
die Produkte dieser PCR zu sehen. Fur den Nachweis der marR-Deletion als auch fir die Se-
guenzierung der QRDR wurde die gleiche DNA verwendet, wie bei den PCR zur Sequenzier-
Vorbereitung. Die DNA wurde mittels Kochmethode gewonnen (Abschnitt 2.2.2.1.2).

Mit der nachgewiesenen Mutation gyrAS83L und der Deletion AmarR 175 bp liel3 sich der un-
tersuchte Stamm MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 in einen E. coli MIl Stammbhintergrund einordnen.

So liel8 sich ausschliefRen, dass es sich um eine Kontamination handelte.
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1 2 3 a4 5 6 DNA Mass Base Pairs

(ng/5ul)

725 — 1,500

50 — 1,000
40 — 900
40 - 800
275 — 700
30 — 600
85 — 500

40 — 400
35 — 300

40 — 200

40 — 100

1.7 % TAE agarose gel

Abbildung 4-14 Agarosebild zum PCR-Nachweis fiir AmarR 175 bp

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 120 V; Ethidiumbromidfarbung; Fragment bei Mll und

MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 lauft niedrig; Nachweis mit Primern marR_+7_for und marA_+42_rev;
Spur 1: DNA-GréRenmarker; Spur 3: WT; Spur 4: Mll; Spur 5: MIl pHPNE18-01.1 Nr. 11 18;

Spur 6: NTC; Spur 2: Probe fiir Fragestellung nicht relevant

Nach den ersten PCR folgten zwei Amplifikationen mit FragmentgroBen von 1700 bp und
2000 bp Lange. In Abbildung 4-15 sind links vom DNA-GréRenmarker aus die Primer
icd_[5-1] -565_CFT073 und icd_[3-1] +1398 CFT073 zur Amplifikation verwendet worden.
Rechts vom DNA-GréBenmarker wurden die Primer icd_[5-1] -306_CFT073 und
icd_[3-1] _+1398_CFT073 verwendet (vergleiche Abbildung 4-12).

Erneut liefld sich fir MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 kein Amplicon in beiden Ansatzen zeigen. Fir
MIl als Positivkontrolle wurden die erwarteten FragmentgrofRen erhalten. Fir

MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 wurden keine weiteren PCR zur Amplifizierung icd-naher Bereiche
durchgefiihrt.

158



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

1 2 3 4 5 6 7 O'GeneRuler

100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use

bpng/05pg %

000 280 56
/ 200 280 56
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0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5VWem,1h

Abbildung 4-15 Ansatz zum Nachweis eines Amplicons im Bereich icd bei
MiIl pHPNE18-01.1 Nr. 1118

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

FragmentgroRRe erwartet flir Spur 1 und Spur 2 circa 2000 bp.

FragmentgroRe erwartet flr Spur 5 und Spur 6 circa 1700 bp

Spur 1: Mll; Spur 2: MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18; Spur 3: NTC; Spur 4: DNA-GroRBenmarker;
Spur 5: MIl; Spur 6: MIl pHPNE18-01.1 Nr. II 18; Spur 7: NTC

4.6 Einfluss icd auf Entwicklung einer FQ-Resistenz

Bei der der Genomsequenzierung von MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 (Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1)
fand sich als Veranderung zum Ausgangstamm MiII eine Deletion von sieben Basenpaaren im
Gen der Isocitratdehydrogenase (icd). Fiir die weiteren Versuche wurde E. coli-Stamm
MIl pHPNE19-02.1 Nr. 143 als MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 bezeichnet. Um Aicd 7 bp isoliert
betrachten zu kénnen, wurde bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 mittels Plasmid Curing das Plas-
mid pHPNE19-02.1 eliminiert (Abschnitt 2.2.1.11), und fortan der plasmidfreie Stamm als
MiII Aicd 7 bp bezeichnet.

4.6.1 Charakterisierung E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1

In den folgenden Schritten wurde der Einfluss dieser 7 bp-Deletion in icd auf die Entwicklung
einer Fluorchinolon-Resistenz (FQ-Resistenz) untersucht. Neben phanotypischen Merkmalen
wie MHK und Generationszeit wurde auch ein Zusammenhang zwischen defektem icd-Gen

und erhohter Expression von Efflux-Genen untersucht.
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Einen Uberblick tiber die MHK von verschiedenen Antibiotika lieferte das Micronaut®-System.
Bei Verwendung der Micronaut-S-Testplatte konnte die MHK von 12 verschiedenen
Antibiotika parallel bestimmt werden. Bedingt durch den Klonierungsvektor pUC19 fir
pHPNE19-02.1 lag in Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 noch die TEM-1 Betalactamase vor, so dass
die MHK von Betalactam-Antibiotika hoch war. Die MHK von Ciprofloxacin und weiteren
Fluorchinolon-Antibiotika war hoher als 8 pug/ml und damit hoher als bei den
Ausgangsstammen MIl pHPNE19-02.1 und MII (Tabelle 4-21). Bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1
war im Vergleich zu MIl pHPNE19-02.1 die MHK von Tetracyclin um eine Stufe erhoht.

Tabelle 4-21  Ergebnisse Micronaut-S bei Mll Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Nr. | 43)
im Vergleich zu MII

MHK Al43: MHK fiir MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43; MHK MIl: MHK fur MIl; n.d.: nicht detektiert

Nr. Antibiotikaklasse Antibiotikum  MHK Al43 (ug/ml)  MHK MII (ug/ml)
1 Betalactam Ampicillin >64 n.d.
2 Betalactam Mezlocillin >128 n.d.
3 Betalactam Piperacillin >128 n.d.
4 Betalactam Cefazolin >32 n.d.
5 Aminoglykosid Gentamicin <0,5 <0,5
6 Trimethoprim+ Sulfonamid Cotrimoxazol 2 n.d.
7 Tetracyclin Tetracyclin 4 2
8 Fluorchinolon Ofloxacin >8 4
9 Fluorchinolon Norfloxacin >8 4
10 Fluorchinolon Ciprofloxacin >8 2-4
11 Fluorchinolon Levofloxacin >8 n.d.
12 Fluorchinolon Moxifloxacin >8 n.d.

4.6.2 Komplementation von Aicd 7 bp mit dem Wildtyp-Allel aus
E. coli WT (GK571) in E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. 143

Ziel der Komplementation war der Beweis, dass die MHK-Zunahme von Fluorchinolonen fir
MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Abschnitt 4.6.1) durch Aicd 7 bp verursacht wurde. Durch Zugabe
des plasmidbasierten Wildtyp-Allels sollte die 7 bp-Deletion komplementiert werden. Als
phanotypisches Merkmal sollte die MHK von Fluorchinolonen beobachtet werden und zeigen,
welcher Genlocus sich dominant verhielt. Hierfiir waren die beiden Plasmide pHPHP177-01.1
und pPHPH177-02.1 basierend auf dem Klonierungsvektor pACYC177 zu konstruieren.

pPACYC177 wurde als Klonierungsvektor ausgewahlt, da dieser Gber einen p15A ori (origin of
replication) verfigt, und dieser dem Vektor erlaubt stabil in Zellen zu existieren, die bereits ein

Plasmid wie pBR322 oder pUC19 (beide ColE1-Gruppe) enthielten [238]. pHPNE19-02.1 mit
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gnrA1l enthielt als Grundlage den Klonierungsvektor pUC19. Daher war als Klonierungsvektor
pBR322 fiir die Konstruktion eines Komplementationsplasmids nicht verwendbar. Beide Plas-
mide konnten nicht in einer Zelle koexistieren. Fir die Fragestellungen im Rahmen der Kom-
plementationsversuche waren zwei Plasmide mit unterschiedlichen Resistenzgenen zu kon-
struieren. pHPHP177-01.1 besaR ein Gen fir eine Aminoglykosidphosphatase und
pHPHP177.02.1 ein Gen fir die Betalactamase TEM-1. Beide Resistenzfaktoren waren im Klo-
nierungsvektor pACYC177 enthalten und jeweils einer der Resistenzfaktoren wurde durch die
Sequenz fir jcd (WT) ersetzt. Als Vorbereitung wurde MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 durch Plas-
mid Curing (Abschnitt 2.2.1.11) vom Vektor befreit. Anschlieend wurde dieser vektorfreie

Stamm zusammen mit MII fur die Transformation vorbereitet (gemaR Abschnitt 2.2.1.9).

4.6.2.1 Klonierung des Komplementationsplasmids pHPHP177-01.1

Mittels PCR und der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase wurde ein 1661 bp groflles
Fragment von icd (WT) und den dazugehdrigen Promotor- und Terminator-Bereichen
amplifiziert. Wichtig war. dass das Gen aus dem isogenen Stammhintergrund aus E. coli WT
stammte, da dieses Allel auch zu Beginn des Selektionsexperiments in Mll vorlag.

Die verwendeten Primer fir die Amplifikation waren icd_[5-1] -261_CFT073_BamHI und
icd_[3-1]_+1398 CFT073_Eco31l. Die PCR ergab ein Amplicon, das sich nach Restriktion mit
BamHI und Eco31l in pACYC177 einfligen lieB (Abbildung 4-16).

161



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

-10 Pribnow icd

icd_[5-1]_-261_CFT073_BamHI \/ Transkriotionsstart icd Terminator icd
AANAAN 35 —
FLL) —
i — AVVAV,V
ArcA protected region icd_[3-1]_+1398_CFT073_Eco31l
Abbildung 4-16 icd-Fragment fiir die Klonierung in pACYC177 (eigene Darstellung)

Schematische Darstellung des gewilinschten Amplicons. Gewellte Linie: Primerbindungsstellen; AcrA
protected region: Die icd-Transkription wird durch AcrA als Repressor der Transkription durch Bin-
dung und teilweise Besetzung des icd-Promotor reguliert [239]. Neben dem Strukturgen und der Pro-
motorregion enthielt das Amplicon noch die Terminator-Sequenz (Terminator-icd).

Zur Konstruktion des Plasmids pHPHP177-01.1 wurden der Klonierungsvektor pACYC177 und
Insert (Abbildung 4-16) mit den Restriktionsenzymen BamHI und Eco31l behandelt. Das Gen
fir die Betalactamase TEM-1 in pACYC177 (Abbildung 4-17) wurde durch Restriktionsverdau
vor der Klonierung grofStenteils entfernt. Daher stand im Rahmen des Screenings nach positi-
ven Transformanden nur die Verwendung von Kanamycin als Selektionsantibiotikum zur Ver-
figung, bzw. lGber eine Negativ-Selektion auf Ampicillin konnten die moéglichen Transforman-

den lberprift werden.

Eco31I (479)

(3320) BamHI

pACYC177
3041 bp

Abbildung 4-17 Vektorkarte fiir pACYC177 (eigene Darstellung)

Schnittstellen fir BamHI und Eco31l zur Klonierung des icd-Wildtyp-Allels gezeigt. AmpR und AmpR
promoter: Abklirzungen fiir Betalactamase TEM-1 aus pACYC177. KanR: Kanamycinresistenzgen
(Bakterielle Aminophosphotransferase); p15A ori: Replikationsursprung (origin of replication).
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Zur Charakterisierung wurde der fertige Vektor (Abbildung 4-18) anhand seines Restriktions-
musters identifiziert, da nach Restriktion mit Dral oder BamHI gemeinsam mit EcoRV Banden-
muster lieferten, die eindeutig dem gewiinschten Vektor zuzuordnen waren. pACYC177 besald
keine Schnittstelle fir EcoRV. Diese Schnittstelle konnte nur vom Insert stammen, das dazu
erfolgreich kloniert werden musste.

In Tabelle 4-22 sind die vermuteten FragmentgroRen nach Restriktionsverdau mit Dral oder
BamHI mit EcoRV aufgelistet. Bei Dral ergaben sich drei Fragmente. Das kleinste Fragment mit
19 bp war fiir eine Agarose-Gelelektrophorese zu vernachlassigen, da es schnell wanderte und
nicht im Gel sichtbar war. In Abbildung 4-19 ist das Ergebnis des Restriktionsverdaus mit Dral
flir pHPHP177-01.1 zu sehen. In der Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 4-19) waren die
Banden in der GroRenordnung zu sehen, wie berechnet. Das kleinste Fragment mit 19 bp bei
Dral war nicht im Gel sichtbar. Das untersuchte Plasmid wurde durch die Bandenmuster als

pHPHP177-01.1 identifiziert.

(4460) EcoRV Dral (180)
Dral (199)

(3816) Dral

pPHPHP177-01.1

(2841) BamHI

Abbildung 4-18 Vektorkarte den Endvektor HPHP177-01.1 (eigene Darstellung)

Das fertige Plasmid setzt sich aus pACYC177 und einem Insert (rotbraun hervorgehoben) zusammen.
Die Restriktionsschnittstellen fir EcoRV, Dral und BamHI zur Charakterisierung und Klonierung sind
abgebildet.
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Tabelle 4-22  Erwartete FragmentgrofRen nach Restriktionsverdau fiir pHPHP177-01.1

Plasmid pHPHP177-01.1 pHPHP177-01.1 + Dral pHPHP177-01.1 + BamHI + EcoRV
4498 bp 3617 bp 2879 bp
FragmentgréRe 862 bp 1619 bp
19 bp
1 2 3 4

FastRuler™ High Range DNA Ladder,

ready-lo-use
= by 09'20 9 /15 34 0910 /S pl /3 0
0N M 0 H N 0
o0 W0 &N B 0
—A0 W 6 & A 0
- W0 & o0 »a A n
-5 B 0 9 2

1% Ropision™ LE GO Aganes (FR0431)
20 phane, 1XTAE, 7Viom, 4 min

Abbildung 4-19 Agarosegelelektrophorese zur Identifikation von pHPHP177-01.1

Nach unterschiedlichen Ansatzen konnte durch Restriktionsverdau pHPHP177-01.1 identifiziert wer-
den. In den Spuren 2 bis 4 lauft ganz unten die (iberspiralisierte Form (supercoiled) des Plasmids und
erscheint als graulich, weille Wolke.

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 120 V; Ethidiumbromidfarbung

Spur 1: FastRuler™ High Range DNA Ladder; Spur 2: pHPHP177-01.1 + Dral;

Spur 3: pHPHP177.01.1 + EcoRV/BamHl; Spur 4: pHPHP177-01.1 unfragmentiert

(drei Banden zu sehen, da verschiedene Formen des Plasmids).

4.6.2.2 Klonierung pHPHP177-02.1

Mit pHPHP177-01.1 stand ein Komplementationsplasmid mit icd aus E. coli WT und einem Gen
fir eine Kanamycinresistenz zur Verfiigung. Durch den p15A ori war pHPHP177-01.1 mit
pHPNE19-02.1 (Plac::qnrA1) kompatibel, da pHPNE19-02.1 einen ori aus einer anderen Im-
kompatiblitatsgruppe besaB (pMB1-Derivat) [238]. Gleichzeitig war es moglich mit zwei Selek-
tionsantibiotika beide Plasmide im E. coli-Stamm WT und in Stdmmen mit einem isogenen
Stammbhintergrund zu halten. Fiir eine marR-Komplementation in MIl stand das Plasmid

pBP591 zur Verfiigung [81]. Dieses Plasmid besald auch eine Kanamycinresistenz, so dass fir
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die Versuche zur icd-Komplementation ein weiteres Plasmid ohne Kanamycinresistenz zu kon-
struieren war. Daher wurde das Plasmid pHPHP177-02.1 konstruiert, das als Grundlage auch
den Vektor pACYC177 besald und die Betalactamase exprimierte [240].

Fir die Konstruktion des Komplementationsplasmids pHPHP177-02.1 wurde eine Methode
des Recombineerings verwendet (Abschnitt 2.2.2.9.1). Ausgehend vom E. coli-Stamm WT
wurde mit den Primern icd_[5-1]_-261_pACYC177Amp und icd_[3-1] _+1398 pACYC177Amp
ein ca. 1700 bp groBes Fragment amplifiziert. Durch die PCR wurde das Fragment an den En-
den um homologe Sequenzen zu pACYC177 erweitert. Parallel dazu wurde ausgehend von ei-
ner verdlinnten pACYC177-Losung eine zweite PCR durchgefiihrt. Mit den Primern
PACYC177::icd_[5-1]_keinKanR und pACYC177::icd_[3-1]_keinKanR wurde ein ca. 2600 bp
grofRes Fragment amplifiziert, das durch die PCR homologe Bereiche zum icd-Fragment besaR
(vergleiche Abbildung 4-20). Fir das weitere Vorgehen wurde gemal Abschnitt 2.2.2.9.1 vor-
gegangen. Zur Selektion positiver Transformanden wurde Ampicillin-Selektiv-Agar verwendet.
Mit den Primerpaaren pHPHP177_02_| fw_sequenz/ pHPHP177-02_| _rv_sequenz und
pHPHP177-02_Il_fw_sequenz/ pHPHP177-02_lI_rv_sequenz wurde per Sequenzierung die ho-

mologe Rekombination bestatigt.

310) icdA_[3-1]_+1398_pACYC177Amp f"

88) pACYC177::icdA_[5-1]_keinKanR
pHPHP177-02.1

4194 bp
3085 .. 3104) pHPHP177-02_II_fw_sequenz

y pHPHP177_02_I_fw_sequenz (1485 .. 1504
icdA_[5-1]_-261_pACYC177Amp (1585 .. 1644
g pACYC177::icdA_[3-1]_keinKanR (1604 .. 1663

pHPHP177-02_1_rv_sequenz (1971 .. 1990
Abbildung 4-20 Vektorkarte von pHPHP177-02.1 (eigene Darstellung)

Violett: Primer fiir Recombineering und fiir die Sequenzierung; orange: Insert, innerhalb des Inserts
finden sich neben dem icd-Strukturgen noch die dazugehorigen regulatorischen Bereiche. In
pHPHP177-02.1 ist kein Kanamycinresistenzgen vorhanden. Betalactamase wird durch Amp’
(+ Amp'-Promoter) codiert. Replikationsursprung grau markiert (p15A ori; origin of replication).
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4.6.2.3 Ergebnisse der Komplementation von Aicd 7 bp

Die Stamme MIl und MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 (Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1) wurden mit den
Plasmiden aus Tabelle 4-23 transformiert (Abschnitt 2.2.1.10). Danach wurde die MHK von
Ciprofloxacin und von Norfloxacin fiir alle Transformanden ermittelt. Die MHK von Levofloxa-
cin und Tetracyclin wurde nicht fir alle Transformanden ermittelt. Die Ergebnisse der Komple-
mentation fur Icd und MarR mit plasmid-codierten Allelen aus E. coli WT (GK571) sind in Ta-
belle 4-23 aufgelistet. Bei Ml bewirkte die Komplementation von MarR eine Abnahme der
MHK von Ciprofloxacin von 2 pug/ml auf 1 pg/ml. Bei Ml Aicd 7 bp dnderte sich die MHK von
Ciprofloxacin nicht. Eine Komplementation von lcd bei MIl Aicd 7 bp bewirkte keine Verande-
rung der MHK von Ciprofloxacin. Bei Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 wurde eine Abnahme der
MHK von Ciprofloxacin um 1 bis 2 MHK-Stufen durch Komplementation von Icd erreicht. Keine
MHK von Ciprofloxacin wurde auf Niveau von Ml oder MIl Aicd 7 bp ermittelt. Bei den ermit-

telten MHKs von Norfloxacin fanden sich Parallelen zu den MHK von Ciprofloxacin.

Tabelle 4-23 MHK der Komplementationsversuche

n. d.: nicht detektiert; Cip: Ciprofloxacin; Nor: Norfloxacin; Levo: Levofloxacin; Tet: Tetracyclin

MHK [ug/ml]
Stamm
Cip Nor Levo Tet
Mil 2 4 2 2
+ pUC19 2 4 2 2-4
+ pBP591 1 2 n. d. n. d.
+ pHPNE19-02.1 4 4 4-8 2-4
Ml Aicd 7 bp 2 4 4-8
+ pBP591 2 2-4 n.d. n. d.
+ pHPHP177-01.1 1-2 2-4 n. d. 2-4
+ pHPHP177-02.1 2 2 n. d. n. d.
+ pHPNE19-02.1 8-16 8-16 16-32 4
+ pHPNE19-02.1 + pHPHP177-01.1 4-8 4-8 4-8 2-4

4.6.3  Einfluss Aicd 7 bp auf den Mutatoreffekt von dnaQ905

In jingeren Arbeiten wird ein direkter Link zwischen zentralen Stoffwechselprozessen und
DNA-Replikationsprozessen in E. coli diskutiert [241]-[243]. Wé&hrend die Stoffwechselpro-
zesse die Zelle mit Energie versorgen und Vorstufen fiir weitere biosynthetische Prozesse lie-

fern, sind Replikationsprozesse Verbraucher von Energie und sichern die Integritat des gene-
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tischen Materials ab. Diese wichtige Korrelation wurde sichtbar in Experimenten mit Mutator-
phanotypen, die sich durch Mutationen in zentralen Stoffwechselprozessen hemmen liel3en,

so dass die Mutationsrate wieder auf Niveau vor Induktion des Mutators sank.

MACIAG et al. (2012) zeigten, dass in E. coli der Mutatorphanotyp dnaQ49 durch Aicd-aufgeho-
ben wurde. Durch eine Komplementation durch ein Plasmid mit dem icd-Wildtyp-Allel, liel3
sich der Mutatorphdnotyp wieder zeigen, jedoch in geringerem Umfang und nur in Gegenwart
von Arabinose als primarer Kohlenstoffquelle [242].

Aus den Arbeiten von Dr. MARcO PETSCHULIES (2014) standen Plasmide mit dnaQ-Allelen zur Ver-
figung. Diese enthielten den dominanten Mutatorphanotyp dnaQ905 [dnaQ (mutD) T15I
E220D] aus E. coli-Stamm K12 CSH116 [244], welcher zuvor in E. coli Stamm MIIQ eingefihrt
wurde. Durch die Mutation war die Proofreading-Funktion der Polymerase Ill beeintrachtigt
und fuhrte zum vermehrten Einbau von Mutationen im bakteriellen Chromosom. Dieser
Mutatorphanotyp zeigte sich auch, wenn ein Stamm mit icd-Wildtyp-Allel mit einem dnaQ905-
Plasmid transformiert wurde. Die Plasmide wurden pHPMPO03-05 (pBR322 mit dnaQ [-214 bis
+912] aus E. coli MIl) und pHPMPO03-06 (pBR322 mit dnaQ905 [-214 bis +912] aus E. coli MIIQ,
bzw. E. coli-Stamm K12 CSH116) benannt.

4.6.3.1 E. coli-Stamm MiIl Aicd 7 bp und dnaQ95

Aus den Erkenntnissen bei Dr. MARCO PETSCHULIES [5] und MACIAG et al. [301] liel? sich die Frage
ableiten, ob die icd-Mutation in MIl Aicd 7 bp einen Einfluss auf das dominante Mutatorallel
dnaQ995 [303] besalR. MAcIAG et al. zeigten, dass Doppelmutanten mit dem rezessiven
Mutatorallel dnaQ49 und einer Stoffwechselmutation (z.B. Aicd) keinerlei Mutatorphanotyp
zeigen und eine Mutationsrate auf Wildtypniveau besalRen [301]. Zur Beantwortung der oben
gestellten Frage wurde Ml icd 7 bp mit den Plasmiden pHPMP03-05 und pHPMP03-06 trans-

formiert, und die Mutationsrate wurde bestimmt.
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4.6.3.1.1 Vorversuche

Tabelle 4-24 gibt eine Ubersicht der Ergebnisse der Ermittlung der MHK von Rifampicin fiir die

einzelnen untersuchten Stamme und den entsprechenden Kombinationen mit Plasmiden.

Tabelle 4-24 MHK der einzelnen Stamme fiir Rifampicin

Stamm MHK [ug/ml]
Mil 16
MIl pBP591 16
MIl pHPMPO3-05 16
MIl pHPMPO3-06 16
MIl Aicd 7 bp 32
MII Aicd 7 bp pBP591 32
MII Aicd 7 bp pHPMP03-05 32
MII Aicd 7 bp pHPMP03-05 pHPHP177-01.1 16
MII Aicd 7 bp pHPMP03-06 32
MiIl Aicd 7 bp pHPMP03-06 pHPHP177-01.1 16
4.6.3.1.2 Bestimmung der Mutationsrate

Die Werte der Mutationsraten (Abschnitt 2.2.1.17) wurden mit Rifampicin LB-Agarplatten er-
mittelt, die die vierfache und achtfache MHK von Rifampicin fiir MIl pHPMP03-05, bzw. fir Ml
pHPMPO03-06 enthielten. Bei MAcIAG et al. wurde die Mutationsrate bei 30 °C bestimmt. Eine
Temperatur von 30 °C wurde auch in der vorliegenden Arbeit eingestellt. Als Inokulum wurden
jeweils 50 pl auf die LB-Agarplatten ausgestrichen. Die Ergebnisse der Doppelbestimmung der

Mutationsrate sind in Abbildung 4-21 und in Abbildung 4-22 zu sehen.
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Abbildung 4-21 Ergebnisse des Rifampicin-Forwardassays (64 pg/ml) fir Mll und Mil Aicd 7 bp
Die Mutationsrate wurde bei 30°C und mit Rifampicin (64pg/ml) nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h

ermittelt. pHPMEO3-05 enthalt dnaQ aus MIl, pHPMEQ3-06 enthalt dnaQ aus MIIQ [27]

Bei einer Rifampicin-Konzentration von 64 pug/ml und bei 30 °C Inkubations-Temperatur be-
fand sich die Mutationsrate der E. coli-Stamme mit pHPMP03-06 auf Mutatorniveau im Be-
reich von 1/10° (Abbildung 4-21). Das dominante Mutator-Allel aus E. coli MIIQ (dnaQ905) lieR
sich nicht durch Aicd 7 bp beeinflussen. Es war kein Unterschied in der Mutationsrate bei M|
und MII Aicd 7 bp festzustellen. Analog zu den Beobachtungen von MACIAG et al. wurde eine

reduzierte Mutationsrate bei Ml Aicd 7 bp pHPMPO03-06 erwartet.

Abbildung 4-22 zeigt das Ergebnis der Mutationsratenbestimmung bei 30°C und 128 pg/ml.
Das MIIQ-Allel verhielt sich dominant in Ansatzen mit icd-Deletion. Bei 128 ug/ml war eine
leichte Steigerung der Mutationsrate in Mll zu sehen. Ein Effekt durch Aicd 7 bp war schwach,
da die Mutationsrate trotz Deletion im Bereich von 107 lag. Die Mutationsrate in MIl lag im
gleichen Bereich wie bei Mll Aicd 7 bp. Bei Selektion auf Rifampicin ging von Aicd 7 bp allein in
MII Aicd 7 bp pHPMPO03-05 keine Zunahme der Mutationsrate aus. Der Einfluss von Aicd 7 bp

auf die Mutationsrate wird in Abschnitt 5.4.1 diskutiert.
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Abbildung 4-22  Ergebnisse des Rifampicin-Forwardassays (128 pg/ml) fiir Ml und Mll Aicd 7 bp

Die Mutationsrate wurde bei 30°C und mit Rifampicin (128ug/ml) nach 24 h, 48 h, 72 hund 96 h
ermittelt. pHPMEO3-05 enthalt dnaQ aus MIl, pHPMEQ3-06 enthalt dnaQ aus MIIQ [27]

4.6.4 Einfluss verschiedener Qnr-Varianten

E. coli-Stamm MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 war eine selektierte Mutante, die durch die Kombi-
nation von QnrA1 und Aicd 7 bp eine héhere MHK von Fluorchinolonen im Vergleich zum Aus-
gangsstamm MIl pHPNE19-02.1 besal3. Aus den bisherigen Erkenntnissen stellte sich die Frage,
ob sich erhohte MHKs von Fluorchinolonen auch mit anderen Qnr-Varianten (Tabelle 4-25) in

Kombination mit Aicd 7 bp ermitteln lieRen.

Tabelle 4-25 Verwendete Qnr-Varianten und die dazugehorigen Vektoren

Qnr Vektor Klonierungsvektor
QnrA1l pHPNE19-02.1 pCU19
QnrB1 pHPNE18-01.1 pUC18
QnrC pHPPH19-02.1 pUC19
QnrD pHPPH19-01.1 pUC19
Qnrsi pHPNE19-03.1 pUC19

E. coli-Stamm MII Aicd 7 bp wurde per Plasmid-Curing (Abschnitt 2.2.1.11) aus MIl Aicd 7 bp
pHPE19-02.1 gewonnen und mit gnr-Vektoren transformiert, welche aus den Arbeiten von

Dr. N. HILSBERG-EMRICH [18] und von M.Sc. HEBEL (2012) stammten (Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-23 pUC19 und Vektoren mit gnr-Genen (basierend auf pUC18/pUC19)
(eigene Darstellung)

Aus den Arbeiten von Dr. N. HILSBERG-EMRICH [113] und M.Sc. PHILIPP HEBEL (2012) lagen funf Vektoren
mit unterschiedlichen gnr-Genen vor. In die MCS (Multiple Cloning Site) wurden die gnr-Gene
kloniert. Zum Vergleich ist pUC19 mitabgebildet.

4.6.4.1 MHK von Fluorchinolonen fiir WT mit verschiedenen Qnr-Varianten

In Abbildung 4-24 ist die MHK von Ciprofloxacin fir E. coli WT mit verschiedenen Qnr-Plasmi-
den gezeigt. Bei der Anzucht und fiir die Bestimmung der MHK wurde auf eine Induktion durch
IPTG verzichtet, da dies in vorangegangenen Versuchen keinerlei Auswirkung auf den MHK-
Phanotyp hatte (vergleiche Abschnitt 3.1.3.3). Den gréten Zuwachs der MHK von Ciprofloxa-
cin machen QnrAl und QnrS1 aus. Bei QnrB1 und QnrC befanden sich die MHK auf gleichem
Niveau. Verglichen mit WT war eine Zunahme der MHK bei QnrAl um 4 MHK-Stufen héher
und bei QnrS1 um 5 MHK-Stufen erhéht.
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Abbildung 4-24 MHK von Ciprofloxacin fiir WT mit und ohne Qnr-Plasmide

gnrAl: pHPNE19-02.1; gnrB1: pHPNE18-01.1; gnrC: pHPPH19-02.1; gnrD: pHPPH19-01.1;
gnrS1: pHPNE19-03.1; Cip: Ciprofloxacin

4.6.4.2 MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin MIl und MIl Aicd 7 bp mit Qnr-Plasmiden

Mit den Plasmiden aus Tabelle 4-25 wurden die MHK ermittelt. Neben den Mutationen in
Typ Il Topoisomerasen schien auch Aicd 7 bp die Fluorchinolon-Resistenz zu beeinflussen und
die MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin zu erh6hen, denn sobald eine Kombination aus
Aicd 7 bp und Topoisomerase-Schutzproteine Qnr vorlag, war eine Erhéhung der MHK festzu-
stellen. Besonders deutlich war die Zunahme QnrA1 oder QnrS1. Fiir QnrB1, QnrC und QnrD1
liel sich auch eine Erhéhung der MHK feststellen. Diese Qnr-Varianten vermitteln eine gerin-

gere MHK-Zunahme verglichen mit QnrAl und QnrS1.

Verglichen mit dem jeweiligen Vergleichsstamm MII mit einem gnr-Gen fiel auf, dass die Zu-
nahme der MHK durch Aicd und gnr bei Norfloxacin um den Faktor 3 bis 4 betrug (siehe Abbil-
dung 4-25). Die MHK von Ciprofloxacin war verglichen mit der MHK von Norfloxacin halb so
hoch. Bei QnrS1 lieB sich fir MIl und Ml Aicd 7 bp zwischen der MHK von Norfloxacin und von

Ciprofloxacin kein Unterschied feststellen.
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Abbildung 4-25 Ergebnisse MHK von Ciprofloxacin fiir MIl oder Ml Aicd 7 bp nach
Transformation mit verschiedenen Qnr-Plasmiden.

Cip: Ciprofloxacin; Nor: Norfloxacin. pHPHP177-02.1: jcd-WT; gnrA1: pHPNE19-02.1;
gnrB1: pHPNE18-01.1; gnrC: pHPPH19-02.1; gnrD: pHPPH19-01.1; gnrS1: pHPNE19-03.1

4.6.4.3 Untersuchungen an weiteren Mutanten mit verschiedenen Qnr-Varianten

Analog zum Vorgehen bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Abschnitt 4.6.4.1 und Abschnitt
4.6.4.2) wurden vier weitere Mutanten gewahlt (Tabelle 4-26), und nach drei Passagen auf
antibiotikafreien LB-Agarplatten konnte fir diese Stamme kein Wachstum auf Ampicillin-LB-

Agarplatten festgestellt werden (Plasmid-curing; Abschnitt 2.2.1.11).

Tabelle 4-26 Weitere Mutanten aus Selektionsversuchen

E. coli-Stamm MHK Ciprofloxacin (ug/ml)
MIl pHPNE19-02.1 Nr. 11 21 16
MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 13 16
MIl pHPNE18-01.1 Nr. 11 18 4
MIl pHPNE18-01.1 Nr. Ill 27 8

Fiir die verwendeten Mutanten lag kein sequenziertes Genom vor. Jedoch war bekannt, dass
sich in der QRDR keine zusatzliche Mutation befand (Abschnitt 4.4.2.2). Bei MIl pHPNE18-01.1

Nr. Il 18 wurde ein Fehlen von icd vermutet (siehe hierzu Abschnitt 4.5.2.2). Diese Stamme
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wurden mit den Plasmiden aus Tabelle 4-25 transformiert. Teilweise lagen Kombinationen be-
reits aus den Ciprofloxacin-Forward-Assays vor (Abschnitt 4.3).

Nach Transformation der Mutanten mit den Qnr-Plasmiden (Tabelle 4-25 und Abbildung 4-23)
wurden die MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin per Mikrodilutionsverfahren ermittelt (Ab-
schnitt 2.2.1.12.1). Zur Anzucht wurde Ampicillin zugegeben (Abschnitt 4.3.2). Auf eine Induk-
tion mit IPTG wurde verzichtet (vergleiche Abschnitt 4.1). Die Zunahme der MHK von Ciproflo-
xacin und Norfloxacin war bei QnrA1 (pHPNE19-02.1) und QnrS1 (pHPNE19-03.1) am groften.
Bei QnrB1, QnrC und QnrD war die MHK-Zunahme vergleichbar. (Tabelle 4-27 und Tabelle
4-28).

Tabelle 4-27 MHK von Ciprofloxacin verschiedene MIll-Mutanten.

MHK in ug/ml; A: pHPNE19-02.1 (gnrA1); B: pHPNE18-01.1 (gnrB1); mit Blau unterlegt sind die Kombi-
nationen, die nach dem Selektionsversuch vorlagen und hier war der Ausgangspunkt fir das Plasmid
Curing; fur Vektoren mit Qnr siehe Tabelle 4-25.

MHK Ciprofloxacin (ug/ml)

Stamm
no vector pUC19 QnrAl QnrB1 QnrC QnrD QnrS1
WT 0,015 0,015 0,25 0,125 0,125 0,03 0,5
Mil 2 2 4 2 2 1 8
MII A Nr. 143 2 2 16 8 8 4 16
MII A Nr. 1121 2 2 16 2 2 1 16
MII A Nr. 11113 2 2 16 2 2 2 16
MII B Nr. 1118 2 2 4 4 2 2 16
MII B Nr. Il 27 2 2 8 8 2 2 8

Tabelle 4-28 MHK von Norfloxacin bei versch. MIl-Mutanten.

MHK in pg/ml; mit Blau unterlegt sind die Kombinationen, die nach dem Selektionsversuch vorlagen
und hier war der Ausgangspunkt fir das Plasmid Curing; fiir Vektoren mit Qnr siehe Tabelle 4-25.

MHK Norfloxacin (pg/ml)

Stamm
not::;ec- pUC19 QnrAl QnrB1 QnrC QnrD QnrS1
WT 0,064 0,064 1 0,25 2 0,125 1
Ml 2 2 4 4 8 4 16
MII'ANr. 143 4 4 32 8 8 8 32
MII A Nr. 1121 2 2 32 4 8 4 16
MII'A Nr. 11113 2 2 16 4 8 4 32
MII B Nr. 1118 2 2 8 8 8 4 16
MII B Nr. Il 27 2 2 8 8 8 4 16
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4.6.5 Aicd 7 bp in E. coli-Stamm WT und E. coli-Stamm M

Mit den bisherigen Ergebnissen aus Abschnitt 4.6 kam die Vermutung auf, dass Aicd 7 bp einen
Einflu® auf die Antibiotikaresistenz hat. Die Deletion von 7 bp in icd an Basenpaarposition +818
bis +824 fiihrte zu einem Frameshift, der in einem friihzeitigen Stoppcodon an Aminosadurepo-
sition +278 resultierte. Diese Deletion fihrte in Stamm MIl in Kombination mit gnrAl
(PHPNE19-02.1) zu einer geringeren Empfindlichkeit gegenliber Fluorchinolonen. Die MHK von
Ciprofloxacin fur MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 lag bei 8 pg/ml. Die Zweitschritt-Mutante
E. coli MIl stammte von einem Wildtyp-Isolat nach Selektionsschritten mit Nalidixinsaure und
Ciprofloxacin ab (Abschnitt 1.10.1) [167]. Fiir weitere Untersuchungen zum Einfluss von Aicd
auf die Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz war es notwendig die 7 bp-Deletion in icd in
einem zu Mll isogenen Stammhintergrund isoliert von den Einfllissen einer gyrA-Mutation und
einer marR-Deletion zu betrachten. Ziel des Versuchs war daher das intakte icd-Allel in WT
durch das Aicd 7 bp Allel aus MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Al43) mittels ortsspezifischer Mu-

tagenese (siehe Kapitel 2.2.2.9.2) chromosomal zu ersetzen.

4.6.5.1 Ortsspezifische Mutagenese in WT

Nach ortsspezifischer Mutagenese in WT sollte trotz veranderter icd-Sequenz der Open-Rea-

ding-Frame der Umgebung erhalten bleiben.

4.6.5.1.1 Vorversuch

Vor erfolgreicher Einfiihrung einer positiven ortsspezifischen Mutagenese durch die Gene Doc-
toring-Methode [183], wurde zuerst die Methode nach DATSENKO und WANNER ausprobiert
[182], die zu keinem positiven Ergebnis fiihrte. In diesem Abschnitt werden kurz der erste L6-
sungsansatz und der anschlieBende Strategiewechsel erliutert.

Mittels SOEing (siehe Abschnitt 2.2.2.9) wurde ein lineares DNA-Fragment erzeugt, mit dem
der Stamm WT transformiert wurde. Unter Ausnutzung des A-Red Rekombinationssystems
sollte das Fragment in das Bakterienchromosom integriert werden (vergleiche 2.2.2.9.2.1).
Eine Ortsspezifitdt der Rekombination sollte durch homologe DNA-Bereiche erfolgen. Das ver-
wendete DNA-Fragment war 2547 bp lang und wurde aus drei Einzelfragmenten mittels

SOEing in einem Amplifikations-Schritt hergestellt. Als Konstruktionsgrundlage wurden die Da-
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ten aus der Genomsequenzierung von E. coli MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 verwendet (Ab-
schnitt 4.5) und mit Sequenzdaten aus E. coli CFTO73 ergénzt. Uber einen einzigen Schritt sollte
durch Ausnutzung von zwei SOEing-Amplicons ein grolRes Fragment generiert werden (Abbil-
dung 4-26). Die Strategie war ein mittleres Fragment am 5‘-Ende mit einem Fragment zu ver-
kntpfen und parallel am 3’Ende des mittleren Fragments ein weiteres Fragment anzukniipfen.
Nach wiederholter Durchfliihrung wurden keine Mutanten erhalten, die auf Kanamycin wuch-
sen. Als Ursache wurde vermutet, dass das falsche SOEing-Amplicon isoliert worden war, und
damit weitergearbeitet wurde. Mittels Restriktionsverdau wurde jedoch das verwendete Frag-

ment als gewiinschtes Amplicon identifiziert.

1 2 3

O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use

bpng/05pg %

000 280 56
/ 2000 280 56

1500 280 56
/1200 280 586
/ 1000 800 160
;Qw 21.0 54
B0 27.0 54

— 700 270 54
— 600 270 54
— 500 800 160
— 400 300 6.0

— 300 300 6.0
— 200 300 6.0

— 100 300 6.0

1.7% TopVidon™ LE GO Agarose (#R0491)

0.5 pgiane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/iem, 1 h

Abbildung 4-26 Ergebnis Gelelektrophorese der SOEing-PCR mit drei Fragmenten
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 120 V; Ethidiumbromidfarbung; jeweils 3 ul aufgetragen;

Spur 1 und 2 zeigen zwei parallele Ansétze SOEing-Fragment; Spur 3: DNA-GroRenmarker
In Abbildung 4-26 ist das vermeintliche Amplicon der SOEing-PCR auf einem Agarose-Gel her-
vorgehoben (Pfeil). Mehrere Banden erschwerten die Isolierung des richtigen Produkts aus
dem Agarosegel. Trotz Bemiihungen die PCR-Bedingungen so zu optimieren, dass nur eine ein-
zige Produktbande nach Auftrennung in der Agarose-Gelelektrophorese zu sehen war, waren

wiederholt mehrere Banden, bzw. mehrere Produkte als Ergebnis der SOEing-PCR zu finden.
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4.6.5.1.2 Gene Doctoring

Da die Methode nach DATSENKO und WANNER [182] keinen Erfolg brachte, wurde die Methode
des Gene Doctorings von LEE et al. [183] verwendet (Abschnitt 4.6.5.1.2.1) [245]. Aus der Arbeit
von DR. M. PETSCHULIES war bekannt, dass diese Methode den groBten Erfolg bei Verwendung

von homologen Bereichen mit mindestens 500 bp versprach [27].

4.6.5.1.2.1 Konstruktion des Templateplasmids pHPHPDOC-01.1

Fir das Gene Doctoring war zuerst ein Templateplasmid zu klonieren. Fir die Konstruktion
wurden ein 826 bp (799 bp plus Restriktionsschnittstellen) und ein 636 bp (581 bp plus Rest-
riktionsschnittstellen) Fragment mit der Phusion®-Polymerase amplifiziert (Tabelle 4-29, Ab-

bildung 4-27, Abbildung 4-28).

Tabelle 4-29 Verwendete Primer fiir Gene Doctoring

Fragment Primer

826 bp-groRes Fragment zur Klonierung icdA_5 +587 CFT073_Klonierung_pdocK_Hindlll
innerhalb der multiple cloning site | icdA_3 1385 CFT073_pDocK_Klonierung_BamHI
636 bp-grolRes Fragment zur Klonierung icdA_5 +1386_CFT073_pDocK_Klonierung_Xhol

innerhalb der multiple cloning site Il icdA_3_1966_CFT073_pDocK_Klonierung_Nhel

Das groRere Fragment (826 bp) wurde nach Restriktion mit EcoRl (FastDigest) und BamHI
(FastDigest) nach der in Abschnitt 2.2.2.2 beschriebenen Methode gereinigt, und mit dem mit
EcoRl und BamHI geschnittenen Vektor pDOC-K ligiert [183]. Durch die MCS | (multiple cloning
site 1) besall pDOC-K die gewiinschten Schnittstellen fir die Klonierung. Nach erfolgreicher
Transformation von JIM109 mittels Elektroporation (gemafd Abschnitt 2.2.1.10) und Identifika-
tion durch Ausstreichen auf Ampicillin-LB-Agar und mittels Restriktionsverdau, wurde der
neue Vektor mit Nhel und Xhol geschnitten. Gleichzeitig wurde das kleinere Fragment (636 bp)
mit Nhel und Xhol geschnitten. Nach der Restriktion wurden der linearisierte Vektor und das
Fragment miteinander ligiert, und JM109 wurde mit dem nun klonierten Vektor
pHPHPDOC-01.1 (Abbildung 4-31) transformiert. Nach Ausstreichen auf LB-Ampicillin-Agar
und Plasmidisolierung, wurde mittels Restriktionsverdau das Plasmid identifiziert. Durch die
Verwendung von jeweils zwei Restriktionsenzymen war die Richtung des eingebauten Inserts
vorgegeben (Abbildung 4-29). Nach erfolgreicher Klonierung wurde der E. coli-Stamm WT
(GK571) mit pHPHPDOC-01.1 und pACBSCE transformiert.
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(201) BamHI
(195) HindIII
(175) I-Scel

(1586) I-Scel
(1563) Nhel
(1550) Xhol

U 500" 1000! 1500! ]
T | Tn5 neomycin phosphotransferase v | Y |
Scel-SiteI | FLP-Sitel FLP-Site II Scel-Site II
MCS I MCS II

Abbildung 4-27 Ausschnitt Vektorkarte pDOC-K (eigene Darstellung)

Zu sehen sind die Restriktionsschnittstellen fur Hindlll, BamHI, Nhel und Xhol. Die Meganuclease I-Scel schneidet in vivo innerhalb der |-Scel-Erkennungssequenzen
aus pDOC-K ein lineares Fragment aus.

(2912 .. 2945) icdA_3_1966_CFT073_pDocK_Klonierung_Nhel

) cdA_3_1385_CFT073_pDocK_Klonierung_BamHI (2339 .. 2371) icdA_S_+1386_CFT073_pDocK_Klonierung_Xhol
(182 .. 213) icdA_5_+587_CFT073_Klonier K_HindIII L 7L

L _lv —- "o

I 100! 20007 ] 5000/ 1

[ il icd V _Hv_ B [ Tn5 neomycin phosphotransferase v B [ c1519 Sequenz aus CFTO... [l
Scel-Site I c1518 FLP-Site I FLP-Site II Scel-Site II
MCS 1 MCS II MCS 11
_ | D
Ab hier beginnt Deletion Terminator Bereich icdA c1518

Abbildung 4-28 Ausschnitt Vektorkarte pHPHPDOC-01.1 (eigene Darstellung)

Zu sehen mit den verwendeten Primern zur Amplifikation der beiden Inserts.
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Das Gene Doctoring wurde zur homologen Rekombination bei E. coli WT (GK571) durchge-
flhrt. Zuerst wurde der Stamm mit dem Rekombinationsplasmid pACBSCE transformiert (ge-
maR Abschnitt 2.2.2.9.2.2). Mit pHPHPDOC-01.1 wurde anschlieRend per Elektroporation
WT pACBSCE transformiert. Nach Induktion bei WT pACBSCE pHPHPDOC-01.1 wurden Saccha-
rose-unempfindliche Kolonien auf frische LB-Kanamycin-Agarplatten iberimpft (n=36). Durch
die Verwendung von zwei homologen Bereichen, die jeweils |langer als 500 bp waren, konnte
die Zahl an positiven Rekombinanten gesteigert werden, und die Zahl an zu kontrollierenden

Kolonien fiel niedrig aus im Vergleich zu anderen Methoden.

S FLP-Site 11
Cel-Site 11 | Tn5 ne°

Abbildung 4-30 Vektorkarte von pDOC-K (eigene Darstellung)

Zu sehen sind die Schnittstellen fiir die Meganuclease |-Scel (Sce-Site | und Sce-Site Il) und die je-
weiligen Flippase-Erkennungsregionen (FLP-Site | und FLP-Site Il).
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pHPHPDOC-01.1 -
8613 bp 2
v

I 2315-1995

~—icdA_5_+587_CFT073_Klonierung_pdocK_HINdIII (2263 .. 2294

icdA_3_1385_CFT073_pDocK_Klonierung_BamHI (2054 .. 2082,

- fPsie
1575~

1420 .. 4452) icdA_S_+1386_CFT073_pDocK_Klonierung_Xhol

Abbildung 4-31  Vektorkarte pHPHPDOC-01.1 (eigene Darstellung)

Neben dem Vektor sind die verwendeten Primer und die jeweilige Position zu sehen. Die Inserts (gelb und
orange) wurden nach Restriktion durch die Meganuclease I-Scel eingefiigt.
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4.6.5.1.3 Screening nach positiven Rekombinanten

Beim Betrachten der erhaltenen Kolonien nach 18 h wurden phanotypisch zwei Morphologien
deutlich. Neben Kolonien mit der dem E. coli-Stamm WT dahnelnden Morphologie, waren klei-
nere, ,stecknadelkopfgroRe” Kolonien zu finden. 18 groRe Kolonien und 18 kleine Kolonien
wurden berimpft.

Zur schnellen Uberpriifung der Rekombinanten, bzw. auf Aicd 7 bp, wurde eine ARMS-PCR
(Abschnitt 0) mit den Primern icd_[5-1] +491 CFT073 fw 2 und icd_[3-1]_+353_CFT073 rv 2a
(+838!) durchgefiihrt. Bei Ausbleiben eines PCR-Produkts war sichergestellt, dass eine Deletion
in icd vorlag. In Abbildung 4-32 sind die Ergebnisse der Untersuchung von 16 Kolonien zu se-
hen. Als Negativkontrolle diente MII Aicd 7 bp und als Positivkontrolle wurde MIl verwendet.
In den Spuren 6 bis 17 wurden ausschlielRlich Produkte aufgetragen, die mit DNA aus kleinen
Kolonien erzeugt wurden. Hier waren keine Banden zu sehen, was auf deine Deletion in icd

hinwies. Zur endglltigen Aussage wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt.

Ein fehlendes Produkt nach Amplifikation konnte auch auf einen Fehler bei der Vorbereitung
der Amplifikation hindeuten. Zur weiteren Kontrolle wurde eine PCR zum Vorliegen von marR
durchgefihrt, um Sicherzustellen, dass die verwendete DNA intakt war, wurde mit Produkten
aus E. coli WT und E. coli Ml verglichen. Mit den Primern marR_+7_for und marA_+42_rev
wurde ein Amplicon mit einer Lange von 484 bp fiir WT und ein Amplicon mit 309 bp Lange
flr MIl und MIl-Derivate generiert. Das Ergebnis zur anschlieRenden Agarose-Gelelektropho-
rese ist in Abbildung 4-33 zu sehen. Es sind nicht alle untersuchten Proben abgebildet, da bei
allen Proben als Ergebnis eine Bande auf Hohe von marR aus dem Wildtyp zu sehen war. Fir
alle Kolonien, die eine kleine Morphologie aufwiesen, wurde eine Deletion in icd gefunden,

und das Amplicon flr marR zeigte die fiir E. coli WT erwartete Lange.
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Die abschlieBende Kontrolle, ob Aicd 7 bp an der richtigen Stelle eingefiihrt wurde, lieferte die
SANGER-Sequenzierung. Hierzu wurden die Uberginge sequenziert, die die homologen
Sequenzabschnitte enthielten. In Abbildung 4-34 ist eine Ubersicht des Sequenzabschnittes zu
sehen. Tabelle 4-30 zeigt den vorderen Bereich und Tabelle 4-31 den hinteren homologen
Bereich im Detail. Fur die Sequenzierung wurde von sechs Rekombinanten, die morphologisch
kleine Kolonien zeigten, DNA fiir die Sequenzierung aufbereitet (Abschnitt 2.2.2.7.1). Fir die
Sequenzierung des Ubergangs in der icd-Region wurden die Primer icd_5-1_+491 CFT073 und
icd_3-1_+934 CFTO073 genutzt. Zur Sequenzierung des Ubergangs am 3‘-Ende wurden die
Primericd_fw_3131_CFT073 und icd_rv_3583_CFT073 benutzt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use
bp ng/0.5 pg
2000 280
/, 2000 280
1500 28.0

~

¢ 1200 250
. ' 1000 00
_ -/ 00 270
= ]’ B0 270
S . — 700 27.0
& % Bl — 600 27.0
- % b~ 500 80.0
s % g — 400 30.0
g g — 200 30.0
g
— =] — 200 30,0
L
L2 5 — 100 30.0
g
=
L5
- - G
I R £ _ 0.5 pyane, 8 cm length gel,

1XTBE, 5Viem, 1 h

Abbildung 4-33 UV-Aufnahme einer Agarosegelelektrophorese zum Nachweis einer
marR-Deletion

Aufgetragene DNA Spuren 2 bis 12 je 5 pl. Vom DNA-GrofRenmarker wurden nur 2 pl aufgetragen.
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung
Spur 1: DNA-GréRenmarker; Spur 2: 1V12; Spur 3: 1V13; Spur 4: 1V14; Spur 5: IV15; Spur 6: 1V16;

Spur 7:1V17; Spur 8: IV18; Spur 9: MIIA; Spur 10: MIl; Spur 11: WT; Spur 12: NTC

Tabelle 4-30 und Tabelle 4-31 zeigen, dass bei allen untersuchten Rekombinanten die Uber-
gange nach homologer Rekombination korrekt aussehen, und bestatigen die vorigen Ergeb-
nisse. Als Dauerkultur wurden die Rekombinanten E. coli WT Aicd 7 bp Nr. IV 7 und Nr. IV 15
gesichert (Abschnitt 2.2.1.3).

184



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

185

"uapJnm 1yn4a8ula asauadein|\ ayasiizadssio yaunp alp ‘6TSTI pPUn par UOA 13uydsqezuanbas 1304 “J0A zuanbasuagleN auyo Wosowoay) Nz 1as
-u] uoA a3ue8iaqq) uasal| uoneulquoyay J380j0WOoY YIeN "USPUBYIOA PUIS US||31SIUUYIS [32S-| BUISY ‘@sauadein|n Jaydsyizadssiio Jaydiad|oss yoeu pueisnz

(8unjjoisaeq a2uasid) buriorog auao yYaeu yuey yw dq £ parg 1M vE-v Sunpliqqy

81S12 6TIST2 VP2l Yoiaiag Joleuiuwsal  uonapRq uwbag Jaiy qy
SOW
I 3Is-d14 I3)s-d74 8IST2
_ 61SD> e s ] < e _ B KD TR SUI0A PoI
1000 - )000E 10002 - 1000T

(T08€ ~ Z8LE) ££014D7€8SE™ AT VPO €L0L4DTTETE MITWPII (96EE  LLEE (86TT ~ 64TT) €££014D7pE6+ [T-€]7P2 €L014D7 160+ [1-S]7P2 (082 " 294)



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

Tabelle 4-30 Sequenzalignment des Ubergangs in 5‘-Richtung vor der Kanamycin-Resistenzkas-

sette nach Homologer Rekombination durch das Gene Doctoring

Zu sehen ist die 7 bp-Deletion bei den Rekombinanten. CFT073 icd: Referenzsequenz aus CFT073, WT
delta: E.coli WT Beispielsequenz. Im Falle einer erfolgreichen Rekombination; 1125, 1126, IV7, IV15, IV16

interne Bezeichnung von Rekombinanten

CFTO073 icd
WT delta
II25

II26

Iv7

IV15

IvV1e

CFTO073 icd
WT delta
II25

II26

Iv7

IV15

IvV1e

CFTO073 icd
WT delta
II25

II26

Iv7

IV15

IV1eé

CFTO073 icd
WT delta
II25

II26

Iv7

IV15

IvV1e

(530)
(801)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(630)
(901)
(97)
(97)
(97)
(97)
(97)

(730)
(1001)
(197)
(197)
(197)
(197)
(197)

(830)
(1094)
(290)
(290)
(290)
(290)
(290)

1 100
AATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
AATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATIGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
----CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
----CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
----CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
----CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATNGCGGTATNGGTATNAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
----CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATNGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGT
101 200
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC
TCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGAC

201 300
TGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--—-———— CGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--—-———— CGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--—-———— CGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--—-———— CGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--~-———— CGTCA
TGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA--—-———— CGTCA
301 400

TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTC
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTC
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACA--—-
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTA
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCNGAACGGTGACTACA----
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACA-—--
TTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACC-—--—-——~————————————
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Tabelle 4-31 Sequenzalignment des Ubergangs in 3‘-Richtung nach der Kanamycin-
Resistenzkassette nach Homologer Rekombination durch das Gene Doctoring.

Zu sehen ist die 7 bp-Deletion bei den Rekombinanten. CFT073 icd: Referenzsequenz aus CFT073,

WT delta: E. coli WT Beispielsequenz. Im Falle einer erfolgreichen Rekombination

IV16 interne Bezeichnung von Rekombinanten.

OOLLOVOIVLYDDIDLLLLLIDDLLLDODDLYVYDOVOVVYYIDOVILIDLVYYOVIDLLYODLLOLODYD

OOLLOVODVLYDDOIDLLLLLODDLLLDODDLYVYDOVOVVYYIDOVILIDLYYOVIDLLYODLLOLODYD

DOLLOVOIVILYDOIDLLLLLIODDLLLIDDLYYIOVOVYVYOIDOVOLIDLYVOVOILLYOILLOLOOVD

DOLLOVOOIVILYDDIOLLLLLIODDLLLIDILYYIOVOVYVYIDOVOLIDLYVOVOILLYODLLOLOOVD

OOLLOVODVLYDOIDLLLLLIDDLLLDODDLYVYDOVOVVYYIDOVILIDLYYOVIDLLYIDLLOLODYD

OOLLOVODVLYDDIDLLLLLIDDLLLYODDLYVYDOVOVVYYIDOVILIDLYYOVIDLLYODLLOLODYD

DOLLOVOOIVILYDDIDLLLLLIODDLLLIDDLYYIOVOVYVYDDOVOLIDLYVOVOILLYDDLLOLOIOVD

S6LE 8CLE
LLODIYIVVLODDOLOVYDLVIVYOIDOLLLIVLLYVOLYOOVOVLLLODOVYOLLODYDLYLLOLODLYODDDDLLOVOOVOLOLLYOIOVOVYOLYODLOD
LIODLYIVYLOODDLOVYOLYLYYODODLLLVLLYYOLYODVOVLLLODDVYOLLODYILYLLOLODLYDIDIDLLOVOIVOLOLLYODOVOVYOLYDILOD
LIDDLYLVYLODDDLOVYOLYLVYODOILLLVLLYYOLYODVOVLLLODDYOLLODYILYLLOLODLYDDDIDLLOVOIVOLOLLYODOVOVYOLYOILOD
LLODIYIVVLODDOLOVYDLVYIVYOIDOLLLIVLLYVYOLYOOVOVLLLODOVYOLLODYDLYLLIOLODLYODDDDLLOVOOVOLOLLYOIOVOVYOLYODLOD
LLODILYIVVLODDOLOVYOLVYIVYOIDOLLLVLLYVOLYOOVOVLLLODOVYOLLOOYDLYLLOLODLYODDDDLLOVOOVOLOLLYOIOVOVYOLYODLOD
LIODLYIVYILOODDLOVYOLYLVYODOILLILVLILYYOLYODVOVLLLODDVYOLLODYDLYLLOLODLYODDIDLLOVOIVOLOLLYOOVOVYOLYDILOD
LIDDLYIVYLODDDLOVYOLYLVYODOILLILVLILYYOLYODVOVLLLODDVYOLLODYDLYLLOLODLYOIDDIDLLOVOIVOLOLLYOIOVOVYOLYDILOD
LZLE 829¢
¥OVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYIDIDDLODILYVYLLOODDLIDIDLOIDLLOLLLLIOLLOODIDLLLYDDLOVLLLODIODLLLOLYYOYD
YOVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYDDIDDLODLVVYYLLODDLIDIDLIODDLLOLLLLILLIDIDDLLLYDDLOVLLLODDODLLLOLYVOVD
YOVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYDDIDDLODLVVYYLLODDLIDIDLOIDLLOLLLLOLLIDIDDLLLYDDLOVLLLODDODLLLOLYVOVD
¥OVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYIDIDDLODLYVYLLOODDLIDIDLOIDLLOLLLLILLOODIDLLLYDDLOVLLLODIODLLLOLYYOYD
¥OVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYIDIDDLODLY VY LLOODDLIDIDLOIDLLOLLLLIOLLOODIDLLLYDDLOVLLLODIODLLLOLYYOYD
YOVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYDDIDDLIDLVVYLLODDLIDIDLOIDLLOLLLLOLLIDIDDLLLYDDLOVLLLODDODLLLOLYVOVD
YOVVOLLLOLLODLOLLOLODDLODLOLYOVYDDIIDLIDLVVYYLLODDLIDIDLOIDLLOLLLLOLLIDIDDLLLYDDLOVLLLODDODLLLOLYYLYD
L2Z9¢€ 8CG€E
LOVYODODILLYODDLIDILILVIVYYOLOLODOVYLLODLOLODIDLIODDOVIVYVLLLLYODDIDLYOOVLOVVYODVOVVOVE LOVODLOLLODVYYY.LODD
LOVYIDODDLLVYOIDLIDDLLYILVYVOLOLIDDVLLODLOLODIDLIDODVLVV VY LLLLYODDIDLYIDVLOVVYDOVOVVOVYLOVOOLOLLOOVYYLOOD
LOVYIDODDLILVYOIDLIDDLLYILVYVILOLIDDVLLODLOLODIDLIDODVLVVYLLLLYODDIDLYIDVLOVVYDOVOVVOVYLOVOOLOLLOOVYYLODD
LOYDIDIDLIYOIDLOIDLIVLVYVOLOLODIOVLILIDLOLOIDILIDDDVIVYVLLLLYODDDDLVOOVLOVYIOVOVYOVYLOVOILOLLOOVYVYLODD
LOVYODODILLYODDLIDILILVYIVYYOLOLODOYLLODLOLODIDLIODDOVIVYVILLLLYODDIDLYOOVLOVVYOOYOVVOVE LOVODLOLLODVYYY.LODD
LOVYIDODDLLVYOIDLIDDLLYILVYVOLOLODDVLLIDLOLODIDLIDODVILVV VY LLLLYODDIDLYIDVLOVVYDOVOVVOVNLOVOOLOLLOOVYYLOOD
LOVYIDODDLLVYOIDLIDDLLYILVYVOLOLIDDVLLIDLOLODIDLIDODVLVV VY LLLLYODDIODLYIDVLOVVYDOVOVYOVILOVIDLOLLOOVYYLOOD
LZSE -4 4

(€1€)
(€1€)
(10€)
(€1€)
(€1€)
(€1€)
(gzLE)

(€12)
(€12)
(t02)
(€12)
(€12)
(€12)
(829¢)

(€TT)
(€1T)
(ToT)
(€TT)
(€TT)
(€1T)
(8zs¢€)

(€T)
(€1)
(1)
(1)
(1)
(€1)
(8zve)

GCII
92II
STAI
9TAI
8AI
LAT
€LOLID

GCII
92II
STAI
9TAI
8AI
LAT
€L0LID

GCII
92II
STAI
9TAI
8AI
LATI
€L0LID

GCII
92II
STAI
9TAI
8AI
LAT
€L0LID
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4.6.5.2 Eigenschaften E. coli-Stamm WT Aicd 7 bp

Nach erfolgreicher ortsspezifischer Mutagenese in E. coli-Stamm WT (Abschnitt 4.6.5.1) und
Bestatigung von Aicd 7 bp durch Sequenzierung, wurde der neue Stamm WT Aicd 7 bp phano-
typisch charakterisiert. Neben einer Generationszeitbestimmung (Abschnitt 4.6.6) und dem
Einfluss des Effluxinduktors Natriumsalicylat (Abschnitt 4.6.7.2) wurde die MHK von Fluorchi-

nolonen (Abschnitt 4.6.5.2.1) ermittelt.

4.6.5.2.1 MHK von Fluorchinolonen fiir WT Aicd 7 bp

Flr E. coli WT Aicd 7 bp wurden die MHK von Fluorchinolonen mit dem Ausgangsstamm
E. coli WT verglichen. Als weiterer Vergleich wurden aus der KEIO-Collection die E. coli-K12-
Stamme BW25113 und JW1122-2 betrachtet. Beide Stamme besitzen zueinander einen isoge-
nen Stammhintergrund. JW1122-2 besitzt eine zusatzliche icd-Knockout-Mutation. In E. coli-
Stamm JW1122 wurde icd durch homologe Rekombination gegen eine Kanamycin-Resistenz-
kassette ausgetauscht [179]. Diese zwei Stamme wurden analog zu E. coli WT und E coli WT
Aicd 7 bp mit den Plasmiden pUC19 und pHPNE19-02.1 [18] transformiert (gemaR Ab-
schnitt 2.2.1.7). Die Transformanden mit pUC19 sollten zeigen, dass die MHK-Zunahme von
Fluorchinolonen allein aus der Anwesenheit von QnrA1l resultierte, welches nur in Plasmid

pHPNE19-02.1 codiert war (gnrA1) und nicht in pUC19.

In Tabelle 4-32 finden sich die Ergebnisse der Stamme WT, WT Aicd 7 bp, BW25113 und
JW1122-2. Fir die Stamme WT und WT Aicd 7 bp wurde eine MHK von Ciprofloxacin von
0,25 pug/ml ermittelt. Auch die Kontrollstimme BW25113 und JW1122-2 hatten in Kombina-
tion mit QnrAl1 eine MHK von Ciprofloxacin von 0,25 pg/ml. Bei Norfloxacin wurde fir
WT Aicd 7 bp eine hohere MHK als in den lbrigen Stammen mit QnrAl ermittelt. Die Wild-
typstamme WT und BW25113 besaBen die gleiche MHK von Norfloxacin bei 0.063 pg/ml. Bei
JW1122-2 und WT Aicd 7 bp fanden sich Unterschiede. Bei JW1122-2 ohne QnrAl die MHK
von Norfloxacin bei 0,063 pg/ml auf Wildtyp-Niveau. Bei WT Aicd 7 bp war die MHK von
Norfloxacin erh6ht und lag bei 0,125 pg/ml. Ob mit oder ohne Mutation in icd, so blieb die
MHK von Tetracyclin auf dem Niveau von 2 pg/ml. WT Aicd 7 bp mit QnrA1l zeigte keinen Un-
terschied in der MHK von Ciprofloxacin im Vergleich zu WT mit QnrA1.
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Tabelle 4-32  Ergebnisse MHK von Ciprofloxacin (Cip), Norfloxacin (Nor), Tetracyclin (Tet)

flir WT Aicd 7 bp im Vergleich zu weiteren E. coli Stammen; Blau unterlegt E. coli-Stamm WT Aicd 7 bp

MHK [pg/ml]
Stamm
Cip Nor Tet
WT 0,008 0,063 2
+ puUC19 0,008 0,063 2
+ pHPNE19-02.1 0,25 1 2
WT Aicd 7 bp 0,031 0,125 4
+ pUC19 0,031 0,125 2
+ pHPNE19-02.1 0,25 1-2 2
BW15113 0,004 - 0,008 0,03-0,063 1
+ puUC19 0,008 0,03-0,063 0,5
+ pHPNE19-02.1 0,25 1 0,5
JW1122-2 0,008 0,063 1-2
+ puUC19 0,008 0,063 1
+ pHPNE19-02.1 0,25 1 1

4.6.5.3 In-vitro-Selektion einer E. coli Ml Aicd 7 bp Mutante mit Agarplatten

Ziel des Selektionsversuchs war es ausgehend von E. coli WT Aicd 7 bp Uber einen Ciprofloxa-
cin-Forward-Assay zur Einschrittmutante E. coli MI Aicd 7 bp zu gelangen. Neben dem Rekom-
binanten E. coli-Stamm WT Aicd 7 bp war der Stamm MI Aicd 7 bp notwendig, um den Einfluss
einer 7 bp-Deletion in jcd in einem isogenen Stammhintergrund zu E. coli Mll Aicd 7 bp unter-
suchen zu kénnen. Die Eigenschaften von E. coli MIl Aicd 7 bp und WT Aicd 7 bp sollten mit der
neuen Mutante verglichen werden, um den Einfluss von Aicd 7 bp im Zusammenspiel mit gy-
rAS83L unabhangig von AmarR zu zeigen.

Eine Selektion sollte tber ein Ciprofloxacin-Forward-Assay erfolgen (Abschnitt 2.2.1.15). Ta-
belle 4-33

E. coli WT Aicd 7 bp diente als Ausgangsstamm zur Selektion von E. coli Ml Aicd 7 bp. Fir die
Selektion wurde ein Kolben mit 50 ml LB-Medium mit WT Aicd 7 bp IV7 beimpft als UNK fir
18 h bei 37 °Cinkubiert. 50 pl 1:10 Verdiinnung der UNK wurden auf LB-Agarplatten, die Cipro-
floxacin in einer Konzentration von 0,24 ug/ml enthielten, ausgestrichen und bei 37 °C erneut
fiir 18 h Gber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden 48 Kolonien auf Selektiv-Agarplatten mit
Ciprofloxacin [0,24 ug/ml] Uberimpft und diese fiir 18 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend

wurde die MHK von Ciprofloxacin fir die selektierten Mutanten ermittelt.
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Tabelle 4-33  Ubersicht MHK von verschiedenen Antibiotika fiir
WT, WT Aicd 7 bp, MI, Mll und MII Aicd 7 bp

Die Daten fiir Ml wurden den Daten von HEISIG et al. (1994) entnommen [167]. Blau unterlegt sind die
Werte fir WT Aicd 7 bp und MI. Beide Stamme geben eine Orientierung, in welcher Nahe die MHKs
von den untersuchten Antibiotika fiir MI Aicd 7 bp zu erwarten sind.

MHK [pg/ml]
Stamm -
Ciprofloxacin Norfloxacin Nalidixinsdure Chloramphenicol
WT 0,008 0,063 4 4
WT Aicd 7 bp 0,032 0,125 16 8
Ml [167] 0,5 1 512 16
MIl 2 4 4096 16
MII Aicd 7 bp 2 4 4096 16
4.6.5.3.1 Bestimmung der MHK

Am Folgetag wurde per Microdilutionsverfahren (Abschnitt 2.2.1.12.1) die MHK von Ciproflo-
xacin, Norfloxacin und Chloramphenicol ermittelt. Bei einer Zunahme der MHK von Fluorchi-
nolonen sollte ein erster Hinweis auf eine Mutation in gyrA gefunden werden. Bei der Bestim-
mung der MHK von Ciprofloxacin wurden Konzentrationen von 0,125 p/ml bis 0,25 ug/ml er-

mittelt. Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung sind in Tabelle 4-34 zu finden.

4.6.5.3.2 Restriktionsléingenpolymorphismus

Der E. coli-Stamm MI hat eine MHK von Ciprofloxacin von 0,5 pg/ml. Als schnelle Untersu-
chung wurde ein RFLP ausgenutzt, um innerhalb der QRDR die Mutation in gyrA (S83L) zu fin-
den (vergleiche Abschnitt 4.4.2.3). Eine Sequenzierung nach SANGER wurde nicht durchge-
fihrt. Somit konnte nicht ausgeschlossen werden, dass neben gyrA (S83L) noch andere
Punktmutationen in gyrA vorlagen. Die Ergebnisse des RFLP sind in Tabelle 4-34 abgebildet. In
keinem selektierten Mutanten liel8 sich gyrA S83L per RFLP ermitteln. Eine weitere Untersu-

chung, bzw. Selektion wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.
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Tabelle 4-34

Cip: Ciprofloxacin; Nor: Norfloxacin; Clm: Chloramphenicol)

Ergebnisse Ermittlung MHK nach Selektionsexperiment in pug/mi

Ausgangsstamm Konzentration Kolonie MHK Cip MHK Nor MHK Cim RFLP gyrA
der Selektion (S83L)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 1 0,125 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 2 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 3 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 4 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 5 0,25 0,5-1 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 6 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 7 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 8 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 9 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 10 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 11 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 12 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 13 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 14 0,125 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 15 0,125 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 16 0,125 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 17 0,125 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 18 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 19 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 20 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 21 0.25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 22 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 23 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 24 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 25 0,25 0,5 16 negativ
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(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 26 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 27 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 28 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 29 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 30 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 31 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 32 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 33 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 34 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 35 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 36 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 37 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 38 0,25 0,5-1 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 39 0,125 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 40 0,125 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 41 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 42 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 43 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 44 0,125 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 45 0,25 0,5 16 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 46 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 47 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

WT Aicd 7 bp 8x MHK Cip 48 0,25 0,5 8 negativ
(0,24 pg/ml)

4.6.6 Generationszeitbestimmungen

Die Bestimmung der Generationszeit sollte eine Aussage Uber die Fitness der selektieren Mll-

Mutanten (aus Abschnitt 4.2) erlauben [225]. Unter aeroben Bedingungen (LB-Medium, 37 °C)
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war zu zeigen, wie sich die Fitness unter Einfluss von Aicd 7 bp veranderte. Als Referenz wur-
den die Stamme WT und MII verwendet. Bereits aus friiheren Arbeiten war fir die E. coli-
Mutanten MIll und MIVa bekannt, dass diese lber eine verlangerte Generationszeit verfligten
und sich phanotypisch deutlich von Kolonien der Stamme WT, Ml und Mll unterschieden [167].
Ahnliche Morphologien konnten bei MIl Aicd 7 bp und WT Aicd 7 bp beobachtet werden. Zur
weiteren Orientierung wurden die E. coli-Stamme BW25113 (GK4052) und JW1122-2 (GK4053)
aus der KEIO-Collection betrachtet. JW1122-2 ist ein K12 Stamm mit einem Gen-Knockout
durch eine Insertion einer Kanamycinresistenzkassette anstatt icd. BW25113 ist der isogene

WT-Stammbhintergrund zu JW1122-2 [179].

4.6.6.1 Ergebnisse der Generationszeitbestimmung

Die Generationszeit fiir MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 war bei Anzucht mit Ampicillin (50 pg/ml)
erhoht (Abbildung 4-35). Bei Anzucht mit Ampicillin lag die Generationszeit im Mittel bei ca.
43 min. Wurde bei der Anzucht auf Ampicillin verzichtet, so sank die Generationszeit auf ca.
31 min. Ahnlich war die Zeit fiir den plasmidfreien Stamm MIl Aicd 7 bp. Zu vermuten war,
dass die betrachteten E. coli-Stamme mit einem Wildtyp-Stammbhintergrund (GK571) bei Aus-
bleiben des Selektionsdrucks nicht bendétigte, plasmidbasierte Resistenzfaktoren verloren
(vergleiche Abschnitt 4.3.2). Fiir den E. coli-Wildtyp WT konnte eine Generationszeit von ca.
20 min ermittelt werden. Fir den Stamm MIl wurde eine Generationszeit von ca. 24 min ge-
messen. Durch die Komplementation von AmarR 175 bp in MIl mit dem Wildtyp-Allel (pBP591)
blieb die Generationszeit fiir MIl auf einem vergleichbaren Niveau. Dieses Ergebnis fand sich
auch in alteren Arbeiten [130].

Nach Einbringen von Aicd 7 bp in WT liber homologe Rekombination (Abschnitt 4.6.5.1)
konnte ein Vergleich der Generationszeit zu WT gezogen werden. Unabhangig von der Anwe-
senheit eines Selektionsantibiotikums wurde eine Generationszeit von ca. 35 min fur
WT icd 7 bp ermittelt (Abbildung 4-35). Hier lag die Kanamycinresistenz chromosomal kodiert
vor, so dass kein Einfluss durch Plasmidverlust messbar war. WT Aicd 7 bp und MIl Aicd 7 bp
hatten Generationszeiten auf dem gleichen Niveau. Eine Komplementation von icd in
Ml Aicd 7 bp mit pHPHP177-01.1 bewirkte eine Reduzierung der Generationszeit wieder auf
einem Niveau dhnlich zu MIl. Eine MarR-Komplementation mit pBP591 fihrte in Ml Aicd 7 bp

zu einer Erhéhung der Generationszeit auf 39 min. Bei der Anzucht wurden Ampicillin
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(50 pg/ml) und Kanamycin (25 pg/ml) verwendet. Zum Vergleich wurden aus der KEIO-Kollek-
tion die isogenen E. coli-Stamme BW25113 und JW1122-2 vermessen [179]. BW25113 besal
eine Generationszeit vergleichbar zu WT. Der Knockout von jcd in JW1122-2 bewirkte eine
Zunahme der Generationszeit auf 24 min. Damit war die Generationszeit so hoch, wie in MlI

und niedriger als in WT Aicd 7 bp oder Ml Aicd 7 bp (Abbildung 4-35).
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Abbildung 4-35 Ubersicht Ergebnisse der Generationsbestimmung

Generationszeit in Minuten (min); Kan: Kanamycin (25 pg/ml); Amp: Ampicillin (50 pg/ml);
A: pHPNE19-02,1 (gnrA1); B: pHPNE18-01.1 (gnrB1). Zur Komplementation von Aicd 7 bp wurde
pHPHP177-01.1 verwendet (icd WT-Allel). Fir die Komplementation von AmarR wurde pBP591
(marR WT-Allel) benutzt.

Die Mutanten MII A Nr. 11 21, MIl A Nr. [Il 13, MII B Nr. II 18, MIl B Nr. Il 27 sind selektierte Mutanten
aus dem Ciprofloxacin-Forward-Assay. Die Generationszeit wurde nach plasmid curing bestimmt.
Die Buchstaben A oder B geben an, ob die Mutante aus einem Selektionsexperiment mit
pHPNE19-02.1 (A) oder pHPNE18-01.1 (B) entstammt.

Die selektierten Mutanten MII pHPNE19-02.1 Nr. Il 21, MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1l 13, MlI
pHPNE18-01.1 Nr. Il 18 und MIl pHPNE18-01.1 Nr. lll 27 lagen nach Durchfiihrung des plasmid
curings (Abschnitt 2.2.1.11) ohne Plasmid vor. Daher die Bezeichnung MII A Nr. 11 21, MIl A Nr.
11 13, MII B Nr. Il 18 und MII B Nr. Ill 27, um die Verwechslung zu den selektierten Mutanten
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mit Plasmid auszuschlieBen. Der Buchstabe A oder B gab an, ob die selektierte, plasmidfreie
Mutante aus einem Ciprofloxacin-Forward-Assay mit pHPNE19-02.1 (A) oder pHPNE18-01.1
(B) entstammt. Fir die plasmidfreien Mutanten wurde eine Generationszeit von ca. 27 min bis
ca. 30 min bestimmt. Diese Generationszeiten waren vergleichbar zur plasmidfreien Mutante

MII Aicd 7 bp und lagen hoher als bei der Zweischrittmutante Ml (ca. 24 min).

4.6.7 Zusammenhang Effluxpumpen und Aicd 7 bp

Durch Genomsequenzierung und Komplementation wurde deutlich, dass in MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 allein Aicd 7 bp fir eine Zunahme der MHK von Fluorchinolonen verantwortlich
war. Unter Berticksichtigung der Daten von HELLING et al. (1971, 1976, 2002) und Ruiz et al.
(2013) fanden sich Hinweise, die einen Zusammenhang zwischen (Fluor)chinolon-Resistenz
und Stoffwechselmutanten, wie zum Beispiel E. coli Aicd, herstellten [34], [246]-[248].
Bekannt war, dass Fluorchinolon-resistente E. coli-Mutanten oder Mutanten anderer gramne-
gativer oder grampositiver Spezies, die unter Laborbedingungen selektiert werden, Mutatio-
nen in den Untereinheiten der beiden Topoisomerasen (gyrA, gyrB, parC und parE) aufweisen.
In Kombination mit weiteren Mutationen oder Resistenzfaktoren wurden verschiedene Stufen
einer Fluorchinolon-Resistenz erreicht (vergleiche Abschnitt 1.8). Die Auswirkungen von Mu-
tationen aullerhalb der Topoisomerase-Gene kénnen zu einer Aktivierung der Effluxpumpen
fliihren [84]. Durch einen erhohten Abtransport werden keine toxischen Fluorchinolon-Kon-
zentrationen innerhalb der Zelle erreicht. In E. coli-Stammen und anderen Enterobacteriaceae
scheint der AcrAB-TolC-Komplex (Abschnitt 1.2), die wichtigste Pumpe zu sein, die intrinsische
Resistenz gegen natiirlich vorkommende toxische Substanzen vermittelt [52], [249].
Multi-drug resistance (MDR) Effluxpumpen vom Typ RND; wie AcrAB-TolC, sind in vielen mul-
tiresistenten klinischen Isolaten diverser enterobakterieller Spezies (lber)aktiv. Erhohter
Efflux wird als eine Ursache fir einen MDR-Ph&dnotyp angesehen, wobei das Substratspektrum
der Effluxpumpe breit ist und Antibiotika verschiedener Wirkstoffklassen, darunter auch Flu-
orchinolone, verstarkt aus der Zelle heraustransportiert werden. Die Expression von acrA und
acrB wird durch drei Signalwege, die MarAB, SoxRS und RobA enthalten, beeinflusst (verglei-
che Abschnitt 1.7.2) [250]. Neben Mutationen innerhalb dieser drei Signalwege werden Mu-

tationen gefunden, die in biosynthetischen Signalwegen einen Block ausldsen, und damit indi-
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rekt die acrAB Expression induzieren. HELLING et al. (2002) zeigten bei E. coli icd-Mutanten an-
hand der Akkumulation von Citrat und Isocitrat - Zwischenprodukte vor dem lcd-Block - eine
Induktion zur Ausbildung von Effluxmechanismen, die zur Ausschleusung von Metaboliten aus
der Zelle fiihrt und vor Vergiftung bewahrt (Toxic Waste Disposal) [34]. Bei vier Stoffwechsel-
Mutanten (icd, purB, cysH und metE) wurde fiir eine Nalidixinsdure-Resistenz eine (notwen-
dige) Uberexpression von acrAB und tolC gezeigt. Zusatzlich mussten mindestens zwei der drei
Signalwege intakt sein. Gleichzeitig konnte kein Einfluss der EmrAB-TolC-Pumpe gezeigt wer-
den [34]. Bei Levy et al. (2013) findet sich eine Bestatigung dieser Ergebnisse: Auch wenn an-
dere Effluxpumpen in der Zelle vorhanden sind, nimmt die AcrAB-TolC-Effluxpumpe die Haupt-
rolle beim Ausschleusen zellularer Metabolite aus verschiedenen Stoffwechselprozessen ein
[248].

Mit den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, in welchem moglichen Zusammen-
hang die Expression von acrAB-tolC und Aicd 7 bp stehen. Neben einer Bestimmung der mini-
malen Hemmkonzentration von Fluorchinolonen unter Einfluss von Induktion oder Hemmung,
wurde in einem Luciferase-Aktivitatsassay indirekt die Aktivitat der AcrAB-TolC-Effluxpumpe
untersucht, um den Einfluss der Effluxpumpe sichtbar zu machen.

Eine Abschatzung des Anteils der erh6hten Effluxaktivitat an der Antibiotikaempfindlichkeit
sollte mittels Bouillondilutionsmethode (gemaR Abschnitt 2.2.1.12.1) in Anwesenheit unter-
schiedlicher Konzentrationen der zu testenden Antibiotika alleine und unter Zusatz eines
Effluxpumpeninhibitors vorgenommen werden (Abschnitt 4.6.7.1). Dabei sollte auch ein mog-
licher Einfluss von bekannten Induktoren des mar-Regulons, wie Natrium-Salicylat, was in ei-
ner erhohten Expression von acrAB resultiert, einbezogen werden (Abschnitt 4.6.7.2). Fiir eine
genauere und spezifische Analyse des Expressionsstatus bekannter Effluxpumpen wurde die
Aktivitat der Promotoren PacrAB und PacrEF, die jeweils mit dem /uc-Gen fiir Luciferase von

Photinus pyralis (Glihwirmchen) fusioniert waren, quantitativ bestimmt (Abschnitt 4.6.7.3).

4.6.7.1 Einfluss Effluxpumpeninhibitor auf die MHK von Fluorchinolonen

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des Effluxpumpeninhibitors
Phe-Arg b-Naphthyl-amid Dihydrochlorid (PABN) auf die Empfindlichkeit gegentiber Fluorchi-
nolonen untersucht. Durch die Bestimmung der MHK von Fluorchinolonen fiir bestimmte
E. coli Stamme unter Zugabe von PABN lieRen sich Beobachtungen machen, wie hoch der An-

teil des Efflux bei der Empfindlichkeit auf Fluorchinolone war. Zusatzlich konnte im isogenen
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Stammhintergrund der E. coli-Stamme MIl und MIl Aicd 7 bp der Einfluss von Aicd 7 bp be-
trachtet werden. Aus dem Selektionsexperiment in Abschnitt 4.2 mit MIl pHPNE19-02.1 war
durch eine spontane Mutation die selektierte Mutante MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 hervor ge-
gangen. Durch Genomsequenzierung konnte hier ermittelt werden, dass sich dieser Stamm in
Aicd 7 bp vom Ausgangstamm MIl pHPNE19-02.1 unterschied (Abschnitt 4.5), und somit die
beobachtete MHK-Veranderung allein auf die Deletion zurtickzufiihren war.

Zunachst wurde die MHK von PABN fir die E. coli Stamme MII, MIl Aicd 7 bp, MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 und MII Aicd 7 bp pHPHP177-02.1 ermittelt. Als MHK von PABN wurde eine
Konzentration von 512 pg/ml fiir alle Stamme ermittelt. Darauf basierend wurde eine Kon-
zentration von PABN von 64ug/ml entsprechend 1/8 der ermittelten MHK in den folgenden
Versuchen verwendet (Tabelle 4-35). Die MHK-Bestimmung erfolgte per Mikrodilutionsverfah-
ren (siehe Abschnitt 2.2.1.12.1). Der E. coli-Stamm MII Aicd 7 bp mit und ohne QnrA1l zeigte
eine MHK fiur Tetracyclin, die eine Stufe hoher war als beim Ausgangstamm MIl (Tabelle

4-35Tabelle 4-36).
Tabelle 4-35 MHK von verschiedenen Antibiotika in An- und Abwesenheit des
Effluxpumpeninhibitors (EP1) PABN fiir den Ausgangsstamm MIl und Mll Aicd 7 bp

n. d.: nicht detektiert; Cip: Ciprofloxacin; Nor. Norfloxacin; Levo: Levofloxacin; Tet: Tetracyclin; PABN:
Phenylalaninarginyl-B-naphthylamid; 1/8 PABN: 1/8 der MHK von PABN entsprechen 64 ug/ml

Cip + Nor +

Stamm Cip 1/8 PABN Nor 1/8 PABN Levo Tet
Mil 1-2 0,2 2 0,5 n. d. 2
+ puUC19 2 0,2 2 0,5 n. d. 2
Ml Aicd 7 bp 2 0,4 4-8 1 2 4
+ pHPHP177-02.1 1-2 0,2 2 0,5 2-4 4
+ pHPNE19-02.1 (Al43) 8-16 n. d. 32 4-8 16 4

Die Untersuchung zeigte, dass nach Zugabe von PABN bei Stammen mit Aicd, die MHK von
Ciprofloxacin oder Norfloxacin nicht auf das gleiche Niveau fiir MIl ohne Aicd 7 bp zurlick fiel
(Tabelle 4-35). Die Deletion Aicd 7 bp schien einen Einfluss auf die Effluxpumpe zu haben. Bei
Zugabe von PABN war die MHK von Norfloxacin fir Ml Aicd 7 bp eine MHK-Stufe héher als fiir
MiIl. Bei Anwesenheit von QnrAl (Plasmid pHPNE19-02.1) in MIl Aicd 7 bp lag die MHK von
Norfloxacin mit PABN bei 4 -8 pg/ml, was drei MHK-Stufen héher war als fur MIl oder fir
MII Aicd 7 bp.

Zusatzlich wurde die MHK von Tetracyclin bestimmt. Durch CoHeN et al. (1989) wurde der

MAR-Phanotyp (englsich: multiple antibiotic resistant) in Verbindung mit einer Induktion durch
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Tetracyclin gebracht [138]. Bei der Anzucht von E. coli auf LB-Selektiv-Agar mit niedriger Tet-
racyclin-Konzentration (oder Chloramphenicol) fanden sich spontane Mutanten mit einer er-
niedrigten Empfindlichkeit gegeniliber Fluorchinolonen. Diese Mutanten fanden sich fast
1000-fach haufiger, als bei Selektion auf Norfloxacin. Da Tetracyclinresistenz auch in Verbin-
dung mit einer Uberaktivitat der Effluxpumpe AcrAB vermittelt wurde, war diese MHK von
Tetracyclin ein guter Indikator fiir erhohte Effluxaktivitat. Gleichzeitig wurde eine Kreuz-Resis-
tenz gegen Fluorchinolone bedingt durch die erhéhte Effluxaktivitat diskutiert, die zu einer
erniedrigten Antibiotikakonzentration innerhalb der Zelle fiihrte (Tabelle 4-35). Die gemach-

ten Befunde lieRen sich auch fir andere Qnr-Varianten zeigen (Tabelle 4-36).

Tabelle 4-36  MHK von Ciprofloxacin und Norfloxacin fiir Mll Aicd 7 bp mit verschiedenen
Qnr-Varianten

PABN: Effluxpumpeninhibitor Phe-Arg b-Naphthyl-amid Dihydrochlorid;
1/8 PABN: 64 pg/ml (1/8 MHK von PABN)

MHK (pg/ml)
Stamm
Ciprofloxacin Norfloxacin Norfloxacin + 1/8 PABN

MiIl Aicd 7 bp 2 8 0,5

+ pHPNE19-02.1 (gnrA1) 16 32 4-8

+ pHPNE18-01.1 (gnrB1) 8 8 0,5

+ pHPPH19-02.1 (gnrC) 8 16 4

+ pHPPH19-01.1 (gnrD) 3 8 0,5

+ pHPNE19-03.1 (gnrS1) 16-32 32 16

4.6.7.2 Einfluss des Induktors Natriumsalicylat

Wird Natriumsalicylat zu einer Mutante mit gyrAS83L gegeben, ldsst sich eine MHK von Cipro-
floxacin ermitteln, die auch bei klinisch resistenten In-vitro-Isolaten mit zusatzlichen Deletio-
nen im mar-Operon neben gyrAS83L gefunden werden. Natriumsalicylat kann besonders mit
MarR interagieren und so die Expression von acrAB induzieren (Abschnitt 1.7.2). Durch Bin-
dung von Salicylsdure-Molekilen an den Repressor MarR wird dessen Bindung an DNA-Binde-
stellen im marO-Gen gestort. Hieraus resultiert eine Zunahme der marA Expression, und wei-
tere Gene werden in der Folge vermehrt exprimiert. Durch Zunahme der acrAB-Expression
resultiert indirekt der MDR-Phanotyp. Neben einem mar-abhangigen Einfluss von Salicylat
werden noch weitere Mechanismen diskutiert, die Bestandteil aktueller Untersuchung sind

[34], [138], [145], [181], [248], [251], [252].
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Unter Zugabe des Induktors Natriumsalicylat (1160 pg/ml) wurden Empfindlichkeitsbestim-
mungen durchgefiihrt. Aus Vorarbeiten von Dr. N. MATTHIESSEN, war bekannt, dass sich die Ak-
tivitat flr PacrAB in Mll trotz Deletion in marR steigern liel3 [181]. Daraus ergab sich fir diese
Arbeit die Frage, ob die acrAB-Expression durch Aicd 7 bp gesteigert wurde, wenn MarR in E.
coli-Stamm Ml bedingt durch AmarR 175 bp ausfiel. Hier lieferte die Arbeit von Dr. N. MATT-
HIESSEN einen weiteren Hinweis [181]. Die Aktivitat flir Promotor PacrAB war durch die Zugabe

von Salicylat weiter steigerbar (siehe Tabelle 4-37).

Tabelle 4-37 Daten Dr. N. MATTHIESSEN (2007) [181]

Stamm RLU/OD % RLU/Proteinmenge %
WT 100 100
Ml 300 +43 279 £ 26
MiII + Salicylat 537 +£83 351+15

Die E. coli Stamme MIl, Ml Aicd 7 bp, MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 wurden als Kontrollen bei
der Messung mitgefiihrt. Da bereits bekannt war, dass die verwendeten Wildtyp-Derivate bei
Abwesenheit von Selektionsantibiotika Plasmide verloren (vergleiche Abschnitt 4.3.2), wurde
als weiterer Vergleich eine Messreihe mit Ampicillin durchgefiihrt. Analog zur Messung in Ab-
schnitt 4.6.7.1 mit PABN wurde auch bei den Ergebnissen mit Natriumsalicylat in diesem Ab-
schnitt die Empfindlichkeit fiir Tetracyclin ermittelt. Bei Anwesenheit von Salicylat lieR sich
eine Erhéhung der MHK von Ciprofloxacin, Norfloxacin und Tetracyclin bei allen untersuchten
Stammen feststellen. Die Ergebnisse der Messung mit Induktor sind in Tabelle 4-38 zusam-

mengefasst.

Fiir MIl und MII Aicd 7 bp befand sich ohne Zugabe von Salicylat die MHK von drei Antibiotika
auf gleichem Niveau. Wurde Salicylat zugegeben, liel8 sich eine Steigerung um eine MHK-Stufe
fiir MIl messen. Kam Aicd 7 bp hinzu, so war im Vergleich zu Mll ohne Salicylat eine Steigerung
von zwei MHK-Stufen zu messen. Fiir WT lieR sich durch die Zugabe von Salicylat eine Steige-
rung von zwei MHK-Stufen erreichen. Bei Anwesenheit von Aicd 7 bp lag die MHK von Cipro-
floxacin bei 0,031 pg/ml und fiir Norfloxacin bei 0,125 pg/ml. Fur Ciprofloxacin konnte durch
Induktion die MHK um eine Stufe gesteigert werden. Bei Norfloxacin war eine Steigerung von
drei Stufen zu sehen. War in WT neben Aicd 7 bp noch eine Qnr-Variante vorhanden, liel3 sich

nach Induktion mit Salicylat kein Unterschied zu WT Aicd 7 bp in Bezug auf die MHK feststellen.
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Tabelle 4-38Ergebnisse der MHK-Bestimmung mit und ohne Induktion durch Natriumsalicylat

Amp: Ampicillin (50 pg/ml); Sal: Salicylat (1160 pug/ml); Al: pHPNE19-02.1; B1: pHPNE18-02.1; A: Aicd 7 bp

Ciprofloxacin Norfloxacin Tetracyclin
Stamm mit Amp ohne Amp mit Amp ohne Amp mit Amp ohne Amp
ohne Sal mit Sal ohne Sal mit Sal ohne Sal mit Sal ohne Sal mit Sal ohne Sal mit Sal ohne Sal mit Sal
WT 0,008 (0,016) 0,063 0,25 2 4
WTAL [ 025005 | 1 | 025(05) 1(2) 1(2) 2
WT A 0,031 0,125 4 8
WTA Al 0,25 (0,5) 0,25 (0,5) 1(2) 2 2
WTA S1 0,5 0,500 2 1(2) 2
WT-K 0,063 (0,125) 0,5 2 4
WT-K Al 1,000 2 (4) 1(2) 2(4
Ml 0,250 0,5 2 4
MII 1 4 2 4
MIl Al 4 4 2 4
MIl A 1 4 2 8
MIl A Al 8 16 4 8

Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr
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4.6.7.3 Luciferase-Assay

Teile der nachfolgend gezeigten Ergebnisse wurden unter Mitwirkung von B.Sc. S.-F. STAHL im

Rahmen einer Bachelorarbeit ermittelt.

Die Reportergenplasmide pPHB331, pPHB333 und pPHB335 sollten fiir die Untersuchungen
zur Expression von acrAB verwendet werden, und eine Erklarung fir die Zunahme der MHK
von Ciprofloxacin bei MlIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 geben [181]. Eine Transformation mit diesen
Plasmiden gelang nicht. Diese Versuche werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.
AnschlieBend wird die Klonierung neuer Plasmide beschrieben, die erfolgreich verwendet wur-
den. Die Ergebnisse der Luciferase-Assays finden sich in den nachsten Abschnitten. Die Roh-

daten zu den einzelnen Luciferase-Messungen finden sich in Abschnitt 15.5.

4.6.7.3.1 Erste Transformation

Die E. coli-Stamme MII (GK573) und MII Aicd 7 bp wurden mit dem Plasmid pPHB335 transfor-
miert. Das Reportergenplasmid pPHB331 wurde nicht verwendet, da es eine Tetracyclinresis-
tenz vermittelte, die durch die MarR-Deletion in MII-Stammen bereits vorlag. Es wurde ein
Luciferase-Assay (Abschnitt 2.2.3.2) mit einer frischen UNK (Abschnitt 2.2.1.6) der E. coli-
Stamme MIl (GK573), MIl pPHB335 und Ml Aicd 7 bp durchgefiihrt. Hier wurde die UNK ohne
die Zugabe eines Selektionsantibiotikums verdiinnt. Jeder Stamm wurde dreimal in einer
Messreihe a drei Messungen vermessen, so dass pro Stamm neun Messwerte erhalten wurden
(Abbildung 4-36). In E. coli-Stamm MIl (GK573) war kein Plasmid und damit auch kein /uc-Gen
vorhanden, da keine Luciferase-Aktivitdt zu sehen war. MIl pPHB335 zeigte eine Luciferase-
Aktivitat, die mit der Zeit abnahm. Die ermittelten Daten entsprachen den Ergebnissen bei
Dr. ABU MRAHEIL [224]. Mit der Zeit nahm die Konzentration an LAR ab und fiihrte zur Abnahme
der Lichtfreisetzung. Hier lag die Herausforderung die nachfolgenden Messungen der unter-
schiedlichen Messreihen und Stamme moglichst zum gleichen Zeitpunkt nach LAR-Zugabe
durchzufiihren. Eine kurze Zeitspanne zwischen der Zugabe des LAR zur ersten Probe und der
Zugabe zur letzten Probe der Messreihe waren bei den nachfolgenden Messungen wichtig.
Verdachtig war, dass fiir Mll Aicd 7 bp pPHB335 keine Aktivitat zu sehen war. pPHB335 war
zuvor mittels Restriktion und Gelelektrophorese charakterisiert worden und die Transforma-
tion des E. coli-Stammes Ml flhrte zu einer Luciferase-Aktivitat, so dass davon auszugehen

war, dass das verwendete Plasmid intakt war.
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Abbildung 4-36 Luciferase-Aktivitat-Messung der E. coli-Stamme MII (GK573), MIl pPHB335
und MIIA pPHB335

Dargestellt sind die jeweiligen spezifischen RLU/OD-Quotienten, die aus den Mittelwerten gebildet
wurden; es wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Zugabe der LAR gemessen, was auch im
Diagramm zu sehen ist. Fiir MIl Aicd 7 bp pPHB335 ist keine Aktivitdt zu sehen.

In der Annahme, dass E. coli MIl Aicd 7 bp das Plasmid wieder verloren hatte, wurde zur Be-
statigung eine frische UNK ausgehend von der GK dieses Stammes in Kanamycin-Selektiv-LB-
Medium angesetzt. Bei fehlendem Plasmid sollte kein Wachstum stattfinden. Nach 18 h Inku-
bation bei 37 °Cund 130 rpm war kein Wachstum fiir diesen Ansatz festzustellen. Als Kontrolle
wurde im Anschluss eine Plasmid-Isolierung (nach Abschnitt 2.2.2.1.5) durchgefiihrt und kein
Plasmid aus dem Transformanden fiir MIl Aicd 7 bp pPHB335 wurde isoliert. Eine Kontamina-
tion der Agarplatten, des Mediums oder der kompetenten Zellen konnte anhand der durchge-
flihrten Kontrollen ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 2.2.1.8.1). Alle vorliegenden Gly-
cerinkulturen des Stammes Ml Aicd 7 bp wurden anschlieBend ausgestrichen und in Bezug auf
Unterschiede im Phanotyp der Kolonien begutachtet. Keine Unterschiede waren hier zu er-
kennen. Fiir das weitere Vorgehen, war es notwendig die Transformation von E. coli-Stamm
MiII Aicd 7 bp mit pPHB335 zu wiederholen. Das vorherige Wachstum auf Kanamycin-LB-Agar-
platten beim ersten Transformationsdurchgang kénnte durch ein zu grofSes Inokulum erklart
werden. Bei Verwendung eines zu groRen Inokulums war das Wachstum von Bakterien auf
bereits abgestorbenen Bakterienzellen mdglich. Abgestorbene Zellen bildeten eine Schicht,

die den Kontakt zum Antibiotikum im Selektiv-Agar verhinderte [27].
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4.6.7.3.2 Zweite Transformation

Bei der Wiederholung wurden die E. coli-Stamme JM109, MIl Aicd 7 bp und MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 per Hitzeschock-Methode mit dem Plasmid pPHB335 transformiert. Fiir E. coli-
Stamm JM109 wurden Transformanden erhalten, wahrend bei E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 keine Transformanden zu finden waren. Bei E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp war
erneut ein Rasenwachstum zu sehen. Zur Kontrolle wurde eine UNK in Kanamycin-haltigem
Medium angesetzt. Hier war ein Wachstum zu erkennen. Nach einer Plasmidisolierung (siehe
Abschnitt 2.2.2.1.4) der Rasenkultur und einem Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.2.5.1)
mit BamHI und anschliefender Agarosegelelektrophorese der ungeschnittenen und geschnit-

tenen Plasmide waren keine Plasmid-Fragmente sichtbar (Abbildung 4-37).

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-lo-use
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Abbildung 4-37 Restriktionsprodukte der Plasmidisolierung von pPHB335 aus Ml Aicd 7 bp
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

Restriktionsprodukte neben ungeschnittenen Plasmiden; T1: Transformand Nr. 1, T2: Transformand
Nr. 2, T3: Transformand Nr. 3; unv: unverdaut; verd: verdaut.

Spur 1: T1 unv. 3 pl; Spur 2: T1 verd. 20 ul; Spur 3: T2 unv. 3 ul; Spur 4: T2 verd. 20 pl;
Spur 5: T3 unv. 3 pl; Spur 6: T3 verd. 20 ul; Spur 7: DNA-GréRenmarker 3 pl
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4.6.7.3.3 Priifung Ausgangsplasmide

Zur Prifung wurde ein Restriktionsverdau der drei Plasmide (pPHB331, pPHB333, pPHB335)
durchgeflhrt. In Tabelle 4-39 sind die erwartenden FragmentgréRBen nach Restriktionsverdau

mit BamHI und Xhol zu finden. Abbildung 4-38 zeigt die gelelektrophoretischer Auftrennung.

Tabelle 4-39  Erwartete FragmentgroRen der Plasmide pPHB331, pPHB333 und pPHB335
nach Verdau mit BamHI und Xhol

Stamm GK / Vektor VektorgroRe [bp] Fragmente

3001 / pPHB331 6400 3552 2848

3000 / pPHB333 6616

2999 / pPHB335 7805 6400 3552 2848 1405

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

tpegSm %
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Abbildung 4-38 Plasmidfragmenten nach Restriktionsverdau mit BamHI und Xhol
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 70 V; Ethidiumbromidfarbung; Farben invertiert

Gelelektrophoretische Auftrennung der Plasmidfragmente von pPHB331, pPHB333, pPHB335 nach
Verdau mit BamHI und mit Xhol (20 pl Ansatz wurden insgesamt jeweils aufgetragen; 3 ul der Plas-
midisolierung wurden im Restriktionsansatz verwendet; Ladder: GréRenmarker 3 pul).

Spur 1: pPHB333 mit BamHI; Spur 2: pPHB333 mit BamHI und Xhol; Spur 3: pPHB333;
Spur 4: pPHB331 mit BamHI; Spur 5: pPHB331 mit BamHI und Xhol; Spur 6: pPHB331;
Spur 7: pPHB335 mit BamHI; Spur 8: pPHB335 mit BamHI und Xhol; Spur 9: pPHB335;
Spur 10: DNA-GréRenmarker
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4.6.7.3.4 Dritte Transformation

Es wurde eine dritte Transformation durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den ersten beiden Versu-
chen wurde eine Elektroporation (Abschnitte 2.2.1.9 und 2.2.1.10) zur Transformation ver-
wendet. Ml Aicd 7 bp wurde jeweils mit pPHB331, pPHB333 oder pPHB335 transformiert. Die

Transformation blieb erfolglos und dieser Versuchsansatz nicht mehr weiterverfolgt.

4.6.7.3.5 PACYC177 als Klonierungsvektor

MIl Aicd 7 bp wurde durch mehrmaliges Passagieren aus E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 (Al43) erhalten (siehe Abschnitt 2.2.1.11). Zu vermuten war, dass ein Artefakt
des gnrA1-Plasmids im Stamm erhalten blieb, dessen ORI-Sequenzen fiir eine Inkompatibilitat
verantwortlich waren. pUC19 war als Klonierungsvektor fiir pHPNE19-02.1 verwendet wor-
den. Dieser Vektor kann nicht mit dem Vektor pBR322 in einer Zelle vorliegen, da beide den
gleichen ori besitzen. Fir pPHB331, pPHB333, pPHB335 wurde pBR322 als Klonierungsvektor
verwendet [253] [254] [255]. Die genaue Ursache wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit ge-
klart.

Da aus den Komplementationsversuchen (siehe Abschnitt 4.6.1) bekannt war, dass sich
pPACYC177 [240] als Klonierungsvektor fir Ml Aicd 7 bp eignete, wurde in diesen das Repor-
tergen PacrAB::luc aus pPHB331 kloniert (MSc. A. REINHARDT, pHPAR177-01.1). pACYC177 be-
sitzt einen p15A-Replikationsursprung (ORI) und Resistenzfaktoren fiir Kanamycin und Be-
talactame [240]. Fir weitere Fragestellungen wurden ein Kontrollplasmid mit PacrEF::luc

(pPHPHP177-04.1) und ein Plasmid mit /uc ohne Promotor (pHPHP177-05.1) kloniert.

4.6.7.3.6 Klonierung pHPHP177-04.1

In der Literatur wird beschrieben, dass fir den Efflux von Fluorchinolonen in Escherichia coli
hauptsachlich die zur RND-Superfamilie geh6rende AcrAB/TolC-Effluxpumpe verantwortlich
ist [34][248]. Wegen ihrer Homologie zur AcrAB/TolC-Effluxpumpe, wurde fir die RND-Efflux-
pumpe AcrEF/TolC ein dhnliches Substratspektrum diskutiert [55][256], was durch die Arbei-
ten von Dr. N. MATTHIESSEN widerlegt wurde [181]. Zur Kontrolle dieser Aussage wurde das Re-
portergenplasmid pHPHP177-04.1 konstruiert. Anstelle des Promotors PacrAB war hier der
Promotor PacrEF mit dem luc-Gen fusioniert. Fir die Klonierung von pHPHP177-04.1 wurde

das Reportergen PacrEF::luc aus pPHB333 mit dem Restriktionsenzym Pstl ausgeschnitten und
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nach Gelelektrophorese aus dem Gel isoliert. Wie das Reportergenkonstrukt wurde auch der
Vektor pACYC177 mit demselben Restriktionsenzym fragmentiert (Abschnitt 2.2.2.5.1) und da-
nach dephosphoryliert. PacrEF::luc wurde mit dem linearisierten Vektor ligiert und verschie-
dene Bakterienstimme wurden transformiert. pHPHP177-04.1 war 6196 bp groR und enthielt
noch ein intaktes Gen fiir eine Kanamycin-Phosphatase, die flir Selektionszwecke eine Ka-
namycinresistenz vermittelt. Durch die Insertion des Reportergen-Konstrukts wurde das in
pACYC177 vorhandene Gen fiir die Betalactamase defekt [240]. Transformanden wurden auf
Selektiv-LB-Agarplatten Uberimpft. Positive Klone wuchsen auf Kanamycin-LB-Agarplatten
[40 mg/ml], jedoch nicht auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten [100 pg/ml]. Nach Plasmidiso-
lierung aus fiinf Transformanden wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt und die gespal-
tenen Plasmide gelelektrophoretisch aufgetrennt. Da ungerichtet kloniert wurde, waren die
Restriktionsenzyme so zu wahlen, dass anhand des Bandenmusters die gewlinschte Orientie-
rung des Inserts vorlag, und das Reportergen nicht unter Kontrolle des Betalactamasen-Pro-

motors stand (Tabelle 4-40).

Tabelle 4-40 FragmentgrofRen pHPHP177-04.1 nach Verdau mit Pstl oder Xbal+ BamHI

Xbal und BamHI
Pstl

pHPHP177-04.1 Richtige Orientierung falsche Orientierung
(6196 bp) 3941 bp (pACYC177) 3618 bp 4679 bp
2255 bp (PacrEF::luc) 2578 bp 1517 bp

Zuerst wurde mit Pstl fragmentiert, um die richtigen Transformanden zu selektieren.
AnschlieBend wurden die isolierten Plasmide mit Xbal und BamHI| einem Doppelverdau
unterzogen, um das Plasmid mit der richtigen Orientierung zu finden (Abbildung 4-39,

Abbildung 4-40, Abbildung 4-41, Abbildung 4-42).
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_PstI (303)

Abbildung 4-39 pHPHP177-04.1 (eigene Darstellung), falsche Orientierung

Das Reportergen PacrEF::luc hat die gleiche Orientierung mit dem Promotor der Betalactamase

Pstl (303)

pHPHP177-04.1 blap(acrE)luc nicht gleiche Orientierung
6196 bp

Xbal (1957)

Abbildung 4-40 pHPHP177-04.1 (eigene Darstellung), mit richtiger Orientierung

gewdinschte Orientierung vom Promotor der Betalactamase zum Reportergen PacrEF::luc
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Abbildung 4-41 Gelelektrophoretische Trennung der Plasmid-Fragmente von
pHPHP177-04.1 nach Isolierung aus fiinf Transformanden und Restriktions
verdau mit Pstl

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung; Spur 1: Gr6Renmarker;
Spur 2 bis 6: Plasmidisolierung aus Transformanden

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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Abbildung 4-42 Plasmid-Fragmente von pHPHP177-04.1 nach Verdau Xbal und BamHI

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung
Plasmid mit richtiger Orientierung in Spur 2; FragmentgroéRen siehe Tabelle 4-40

4.6.7.3.7 Klonierung pHPHP177-05.1

Das Plasmid pHPHP177.05.1 sollte als Kontrollplasmid dienen. Erwartet wurde, dass kein
Signal bei diesem Plasmid zu messen war, da kein Promotor vor dem Luciferasegen luc lag. Zur

Konstruktion wurde eine SSM-PCR (englisch: site specific mutagenesis; Grundprinzip in
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Abbildung 4-43) verwendet, um den Promotor PacrAB aus pHPAR177-01.1 zu entfernen. Eine
SSM-PCR besteht aus einer homologen Rekombination und ortsspezifischen Mutagenese
durch Totalreplikation von Plasmiden mit (iberlappenden Primern (englisch: Rolling Circle,
Abschnitt 2.2.2.9).

Durch eine Anwendung des Recombineerings konnte in vivo per SSM-PCR das Plasmid in
JM109 kloniert werden. Da es nicht gelang mittels Phusion High-Fidelity DNA Polymerase das
lineare Fragment fir die In-vivo-Klonierung von pHPHP177-05.1 zu amplifizieren, wurde die
DreamTaq DNA Polymerase verwendet. Mit den Primern wurde aus pHPAR177-01.1 per Rol-
ling Circle ein 5649 bp langes PCR-Produkt amplifiziert, das nicht mehr PacrAB enthielt. Nach
Isolierung von pHPAR177-01.1 und Aufreinigung wurde mit der DreamTaqg™ Polymerase ein
5968 bp grolRes Fragment amplifiziert mit den Primern

blap_acrA_luc_fw_5648 pACYC177_rolling_circle und
blao_acrA_luc_rw_5619_pACYC177_rolling_circle.

Forward-Primer mit

. <« Ausgangsvektor
liberlappendem Ende
—_
amplifizierte
Reverse-Primer Sequenz nach PCR

Abbildung 4-43 Grundprinzips einer SSM-PCR mit dem Ziel der Deletion eines
Sequenzbereiches innerhalb des Plasmids (orange); eigene Darstellung

Ein Forward-Primer mit homologen Sequenzen (rechts im Bild) wird in einer SSM-PCR verwendet,
um einen Abschnitt des Plasmids zu modifizieren (gelb). Es resultiert ein Amplicon (grau), das den
gelben Bereich nicht mehr enthalt. Nach Transformation in E. coli JIM109 kann mittels homologer
Rekombination ein Plasmid gebildet werden.

4.6.7.3.7.1 Verdau mit Dpnl

Das SSM-PCR-Amplicon wurde mit Dpnl behandelt. Dpnl erkennt methylierte DNA, die aus
Bakterien isoliert wurde und spaltet diese. Nach dem Verdau wurden direkt CaCl,-kompetente
E. coli IM109-Zellen mit SSM-PCR-Amplicon transformiert und auf Kanamycin-Selektiv-Agar-
platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde in einem weite-

ren Ansatz JM109 mit 0,6 ul einer 1:500 pHPAR177-01.1-Verdiinnung transformiert und auch
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auf Selektiv-Agarplatten ausgestrichen. Nach Transformation von JM109 mit dem amplifizier-
ten linearen Produkt und Ausstreichen auf Kanamycin-Selektionsagarplatten wurde fiir 18 h
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden von gewachsenen Kolonien weitere
UNK angesetzt und am Folgetag eine Alkalische Lyse ausgefiihrt (Abschnitt 2.2.2.1.4). Durch
den Wegfall von PacrAB fiel eine Schnittstelle fir Bglll weg, was zur Charakterisierung des
Plasmids ausgenutzt wurde. Bei einem Doppelverdau von pHPAR177-01.1 mit BamHI + Bglll
sollte eine Bande bei ca. 3000 bp zu sehen sein, die sich aus zwei dhnlich groRen Fragmenten
zusammensetzte. Nach Restriktionsverdau sollte die fehlende Schnittstelle in pHPHP177-05.1
dazu flihren, dass nach Auftrennung im Agarosegel eine Bande oberhalb der 5000 bp Markie-

rung zu sehen war (vergleiche Tabelle 4-41, Abbildung 4-44 und Abbildung 4-45).

(5501 .. 5522) blap_acrA_luc_fw_5648 pACYC177_rolling_circle
1
(s492) Bglll._ |

(5140 .. 5169) blap_acra_luc_rw_5619_paACyC177_rolling_circle

pPHPAR177-01.1
5980 bp

BamHI (2539)

Abbildung 4-44 pHPAR177-01.1 mit den Primern fiir die SSM-PCR;
die Schnittstelle fiir Bglll ist innerhalb PacrAB vorhanden
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{5180 .. 5220) blap_acrA_luc_rw_5619 pACYC177_rolling_circle
(5190 .. 5231) blap_acrA_luc_fw_5648 pACYC177_rolling_circle

PHPHP177-05.1

5649 bp

BamHI (257%9)

Abbildung 4-45 pHPHP177-05.1 mit Primern der SSM-PCR;
Schnittstelle fiir Bglll ist nicht mehr vorhanden

Tabelle 4-41  Fragment nach Verdau mit BamHI und mit oder ohne Bglll
pHPAR177-01.1+ pHPAR177-01.1 pHPHP177-05.1 pHPHP177-05.1

Plasmid BamHI + BamHI + Bgll  + BamHI + BamHI + Bgll|
. 5980 bp 3027 bp 5649 bp 5649 bp
FragmentgroRen 2953 bp

Nachdem durch Wachstum auf Kanamycin-Selektiv-Agarplatten und durch den Restriktions-
verdau das Plasmid nachgewiesen wurde, wurde mittels Elektroporation der E. coli-Stamm WT
mit dem Plasmid transformiert. Die Ergebnisse der Messungen mit pHPHP177-05.1 finden sich
in Abschnitt 4.6.7.3.11.

4.6.7.3.8 Vorbereitungen zur Messung der Luciferase-Aktivitdt

Die Luciferase-Aktivitdat wurde mithilfe des Reportergensystems pHPAR177-01.1 gemaR
Abschnitt 2.2.3.2 gemessen. In den folgenden Kapiteln sind die Kontroll-Messungen und
Kalibrierungen beschrieben, um die Hintergrundaktivitat zu ermitteln.

Die verwendeten Mikrotiterplatten (MicroFOUR™, DYNATEC) wurden zuerst auf Verunreinigun-
gen Uberprift und mit Aqua dest. gesplilt und getrocknet. Bei den Messungen der Luciferase-

Aktivitat wurde bei jeder Messreihe an unterschiedlichen Platten-Positionen eine leere Kavitat
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mitvermessen. Die ermittelten Werte lagen dabei im zwei- bis dreistelligen Bereich. Im Ver-
gleich dazu befanden sich die Werte der Proben im sieben- bis achtstelligen Bereich. Darliber
hinaus wurde pro Messreihe LAR (englisch: Luciferase Assay Reagent) ohne Zugabe von Bak-
terienextrakt vermessen. Hier wurden Werte in der Dimension der leeren Kavitdten ermittelt,
so dass Verunreinigungen durch Reportergenplasmid-tragende Bakterien ausgeschlossen wur-
den. Ermittelt wurde nur durch die Reaktion der Luciferase emittiertes Licht.

In der ersten durchgefiihrten Messung (siehe Abschnitt 4.6.7.3.1 und Abbildung 4-36) wurde
der Mittelwert der Leerwerte von den absoluten RLU-Werten abgezogen, und dann der spezi-
fische RLU/OD-Quotient ermittelt. Zur Beantwortung der Aufgabenstellung in den spateren
Messungen wurden die auf den Ausgangszustand bezogenen RLU-Werte herangezogen, und
die Messwerte der Leerwerte zur Berechnung der spezifischen RLU-Quotienten nicht beach-
tet. Die Messwerte der leeren Kavitaten dienten als Negativ-Kontrolle.

Eine Messung der Luciferase-Aktivitat im Reportergen-freien E. coli-Stamm MII zeigte keine
Aktivitat, so dass davon auszugehen war, dass in Abwesenheit der Luciferase, bzw. des Luci-
ferasegens (luc), kein Luciferin zu Oxyluciferin umgesetzt wurde. Ermittelte Messwerte lagen
im GroRRenbereich der leeren Kavitaten (Abbildung 4-36). Die Messung der Luciferase-Aktivitat
eignete sich zur Expressionsuntersuchung, da Lichtsignale nur erfasst wurden, wenn ein Plas-
mid vorhanden war.

Als weitere Kontrolle wurde in jeder Messreihe der Bakterienstamm mit Reportergensystem
ohne LAR vermessen, so dass keine Lichtsignale resultierten. Bei der Messung in Abschnitt
4.6.7.3.1 wurde deutlich, dass der Zeitpunkt der Messung nach Zugabe von LAR fiir die Frage-
stellung in dieser Arbeit von Bedeutung war, da die absoluten RLU-Werte mit der Zeit abnah-
men. Um eine grole Zeitdifferenz zwischen Zugabe von LAR bei der ersten Probe und zur letz-
ten Probe zu vermeiden, wurden hochstens dreimal flinf Proben pro Messreihe und die dazu-
gehorigen Kontrollen vermessen. Es wurde geachtet innerhalb von 10 s zu arbeiten und die
Luciferase-Aktivitat direkt nach vollstandiger Zugabe des LAR zu messen. Laut Literatur sollte
der Lysis-Mix die Luciferase stabilisieren [223]. Die Proben wurden doppelt vermessen, wobei
ein Zeitabstand von 15 bis 20 Minuten zwischen der ersten und zweiten Messung bestand. Ein
Vergleich der Messwerte der beiden Messungen entsprach den Herstellerangaben (Promega)
[223]. Die Messwerte lagen in den gleichen GroRenbereichen und waren daher vergleichbar.

Auch in der Arbeit von Dr. M. ABU MRAHEIL (2005) wurde die gleiche Beobachtung gemacht
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[224]. So wurde aus den Messwerten beider Messungen ein Mittelwert gebildet und mit die-
sem zur weiteren Auswertung gearbeitet.

Samtliche Messungen wurden mit einem Lysis-Mix der gleichen Rezeptur durchgefiihrt. Ein
Vergleich zur Rezeptur nach Herstellerangaben wurde nicht gemacht. Es war davon auszuge-
hen, dass der Lysis-Mix allein der Stabilisierung der Luciferase diente und keinen Einfluss auf
die relative Luciferase-Aktivitat besaR. Um auszuschlieflen, dass der pH-Wert des verwendeten
Wassers einen Einfluss auf die Messergebnisse hatte, wurden die pH-Werte verschiedener
Wasserquellen im Pharmazeutischen Institut mit einem pH-Meter kontrolliert (Tabelle 4-42).
Ein niedriger pH-Wert konnte einen Einfluss auf die Ergebnisse haben, z. B. bei der Protein-
Gesamtgehaltbestimmung nach BRADFORD (Abschnitt 2.2.3.1). Die Reagenzlésungen zur Mes-

sung der Luciferase-Aktivitat wurden mit ,VE-Wasser, 2. Stock” angesetzt.

Tabelle 4-42 pH-Werte Wasser unterschiedlicher Quellen

Quelle pH-Wert
Leitungswasser, Raum U15 7,4
Merck-Wasser, 1. Stock 8,2
Millipore-Wasser, Raum U5 6,6
MilliQ, Raum U11 6,9
VE-Wasser, 2. Stock 8,1
VE-Wasser, Keller 7,5

Fiir die Vergleichbarkeit der einzelnen Messreihen war die Versuchsdurchfiihrung nicht zu ver-
andern. Aus organisatorischen Griinden wurde nicht bei allen Messungen im Vorfeld ein Schiit-
telinkubator verwendet. Alternativ wurde ein Wasserbad genutzt. Die Auswertung der Mess-
ergebnisse zeigte hier, dass die ermittelten absoluten Luciferaseaktivitaten niedriger ausfie-
len, verglichen mit absoluten Luciferaseaktivitaten nach Inkubation im Schittelinkubator. Eine
UNK wurde 1:100 verdiinnt und als UTK bis zu einer ODsso nm von 0,45 bis 0,6 angezogen, da
sich die E. coli-Stamme in diesem Bereich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden,
und laut Literatur ein linearer Zusammenhang zwischen ODssonm Und dem gemessenen abso-
luten RLU-Wert bestand [224]. Bei den Kulturen einer Messreihe wurden die Proben moglichst
immer zur gleichen ODsspnm entnommen, um gleiche Messbedingungen zu schaffen und diese
untereinander vergleichbar zu machen.

Um den Protein-Gesamtgehalt zu bestimmen wurde die Kalibriergerade nach BRADFORD er-
mittelt. Die Standardverdiinnungsreihen von BSA und Lysozym wurden in 0,3 M Natronlauge

gelodst, da sich die Proben zum Zeitpunkt der Messung ebenfalls in diesem Medium befanden.
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Sobald neue Reagenzlésungen zur Untersuchung angesetzt wurden, war auch eine neue Ka-
libriergerade zu erstellen. Mit einer Dreifachbestimmung konnte aus den Mittelwerten eine
Kalibriergerade erstellt werden. In Abbildung 4-46 ist die Kalibriergerade unter Angabe der
Geradengleichung und des BestimmtheitsmaRes zu sehen. Standardlésungen mit einer Kon-
zentration von 500 pg/ml wurden bei der Erstellung der Kalibriergeraden nicht beriicksichtigt,
da diese mit den anderen Konzentrationen nicht in einen linearen Zusammenhang gebracht
werden konnten.

Neben einer Lysozym-Verdiinnungsreihe wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe zur Erstellung der
Kalibriergerade verwendet (siehe Abbildung 4-47). Fiir Lysozym und BSA war kein Unterschied
der Kalibriergeraden und des BestimmtheitsmaRes zu sehen. Fir die nachfolgenden Kalibrier-
geraden wurde eine Lysozym-Verdiinnungsreihe verwendet, weil die erste Luciferase-Aktivi-
tats-Messung (Abbildung 4-46) auch mit Lysozym ausgewertet wurde und noch ausreichend
Lysozym-Standardlésung vorhanden war (Abbildung 4-48 und Abbildung 4-49). Die Messung
vom 17.07.2014 wurde mit der Kalibriergeraden vom 15.07.2014 ausgewertet.

14 -
€12 -
i 1 y =0,0043x + 0,1352
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Abbildung 4-46 Kalibriergerade zur Protein-Gesamtgehalt-Bestimmung vom 10.07.2014
unter Verwendung einer Lysozym-Standardldosung in 0,3 M NaOH
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Abbildung 4-47 Kalibriergerade zur Protein-Gesamtgehalt-Bestimmung vom 15.07.2014
unter Verwendung einer Lysozym-Verdiinnungsreihe in 0,3 M NaOH

1,4 -
€
S 1,2 y =0,0048x + 0,0555
g R?=0,999
[}
=08 -
8
c 0,6 - @ Kalibriergerade
o
B 0,4 1 —— Linear (Kalibriergerade)
202 -
2
< 0 T T 1

0 100 200 300
Lysozym-Konzentration [ug/mL]

Abbildung 4-48 Kalibriergerade zur Protein-Gesamtgehalt-Bestimmung vom 17.07.2014
unter Verwendung einer Lysozym-Verwendungsreihe in 0,3 M NaOH
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Abbildung 4-49 Kalibriergerade zur Protein-Gesamtgehalt-Bestimmung vom 14.08.2014
unter Verwendung einer Lysozym-Verdiinnungsreihe in 0,3 M NaOH
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4.6.7.3.9 Messung der Promotoraktivitéit PacrAB

In den nachsten Kapiteln finden sich die Ergebnisse der Messungen der PacrAB-Aktivitat mit
dem Reportergenplasmid pHPAR177-01.1. Wahrend der Anzucht wurde mit Kanamycin
(40 pg/ml) gearbeitet; bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 mit Ampicillin (100 pg/ml).

4.6.7.3.9.1 Einfluss unterschiedlicher Mutationen auf die Expression von
PacrAB in E. coli

In der ersten Messung der Luciferase-Aktivitat (10.07.2014) wurde die PacrAB-Aktivitat in den
isogenen E. coli-Stammen WT (GK571), Ml (GK572), MIl (GK573), MIl Aicd 7 bp und zusatzlich
in E. coli-Stamm JM109 untersucht. WT diente als BezugsgrofRe (Tabelle 4-43).

Tabelle 4-43  Spezifische Luciferase-Aktivitdten (Mittelwerte)

Messung nach Abschnitt 2.2.3.2; Die Quotienten aus RLU/KBE und RLU/Proteingehalt wurden pro
1 ml und pro 90 ul berechnet; fir die Luciferase-Aktivitat-Messung wurden 90 ul bei der Messung
verwendet

Bezugsvolumen 1ml 1ml 90 ul 1ml 90 ul
Stamm RLU/OD RLU/KBE RLU/KBE RLU/Protein RLU/Protein
WT pHPAR177-01.1 1028681  3,04E-03 3,38E-02 6555 72829
MI pHPAR177-01.1 1575064  3,28E-03 3,64E-02 12324 136931
MIl pHPAR177-01.1 3053883  1,12E-02 1,25E-01 22744 252708
MiIl Aicd 7 bp pHPAR177-01.1 2876925  8,99E-03 9,99E-02 17498 194423
JM109 pHPAR177-01.1 912714  8,05E-03 8,95E-02 5578 61974

Uber die Standardkurve und der Geradengleichung aus Abbildung 4-46 wurde der Proteinge-
samtgehalt (Abschnitt 2.2.3.1) berechnet. In der Luciferase-Messung selbst wurden 90 pl an
aufbereiteter Probe vermessen. AnschlieBend wurde dieser Quotient auf 1 ml umgerechnet,
da KBE, OD und Proteingehalt sich auf 1 ml bezogen. Die auf WT bezogene relative Luciferase-

Aktivitaten sind mit einer prozentualen Standardabweichung in Tabelle 4-44 gelistet.

Tabelle 4-44  Auf E. coli-Stamm WT bezogene relative Luciferase-Aktivitdten
inkl. prozentualer Standabweichung

Stamm RLU/OD RLU/KBE RLU/Protein
WT pHPAR177-01.1 100t1 1009 100+1
MI pHPAR177-01.1 153+6 108 £ 34 188 +3
MIl pHPAR177-01.1 297 +£10 369174 347 +4
MIIA pHPAR177-01.1 2809 2968 267 £5
JM109 pHPAR177-01.1 8914 265 +91 85+2
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Die Verwendung der KBE bzw. des Quotienten aus RLU und KBE eignete sich nicht, um eine
relative Luciferase-Aktivitat abzubilden, da die Quotienten von den Werten der anderen Quo-
tienten abwichen. Auch wiesen die Quotienten aus RLU/KBE grofRe Abweichungen untereinan-
der in den Einzelwerten auf. Das erklarte die groRen Standardabweichungen dieses Quotien-
ten (Abbildung 4-50). Hier lieRen sich keine Ergebnisse reproduzieren. Auch bei spateren Mes-
sungen war zu sehen, dass die gebildeten Quotienten groRe Abweichungen untereinander hat-
ten. Daher wurde in den weiteren Messungen nur die ODssonm und die Proteingesamtmenge
zur Erstellung eines Quotienten verwendet. Hier lieen sich vergleichbare und reproduzier-
bare Ergebnisse erreichen. Die Aussagefdhigkeit der einzelnen Quotienten wird in Abschnitt
5.4.7.2 diskutiert.

Der E. coli-Stamm MI weist die gyrA-Mutation S83L auf. Hier wurde eine Zunahme von 50 %
bis 100 % der Aktivitat fir PacrAB zu WT ermittelt. Gleiche Ergebnisse finden sich in der Arbeit
von Dr. N. MATTHIESSEN [181]. In den Arbeiten von HEisIG et al. finden sich Untersuchungen zur
Akkumulation von Ciprofloxacin [167]. Hier wurde der E. coli-Stamm MI mit dem Ausgangs-
stamm WT verglichen und abhangig vom Zeitpunkt der Messung lieR sich eine Akkumulation
von 65% bis 85% an Ciprofloxacin-Konzentration im Vergleich zu WT finden. Fir E. coli MIl war
dieser Unterschied ausgepragter, und konnte mit der Zunahme der in dieser Arbeit gemesse-
nen PacrAB Expression erklart werden. Die Luciferase-Aktivitat in Ml und Ml Aicd 7 bp befand
sich auf gleichem Niveau. Die zusatzliche Deletion in Ml Aicd 7 bp zeigte keinen Einfluss auf
die Promotoraktivitat. Auf gleichem Niveau befanden sich auch die MHK der beiden Stamme
[257], [258]. In MIl und MII Aicd 7 bp lag eine drei bis dreieinhalbfache Luciferase-Aktivitat im
Vergleich zu WT vor. Die erhohte Aktivitdat war der marR-Deletion geschuldet [181]. Bei E. coli

JM109 hatte die Mutation gyrA96 keine Auswirkung auf die Promotoraktivitat.
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Abbildung 4-50 Messungen der Aktivitdt von PacrAB ausgewahlter E. coli-Stimme mit
pHPAR177-01.1 bezogen auf E. coli-Stamm WT vom 10.07.2014

In der ersten Messung der Luciferase-Aktivitat vom 10.07.2014 wurden die bisherigen Litera-
turergebnisse reproduziert und mit den E. coli-Stammen JM109 und MII Aicd 7 bp verglichen.
In den nachsten Messungen sollten alle Stamme vermessen werden, die mit pHPAR177-01.1
transformiert wurden. Den Vorgaben in Abschnitt 2.2.3.2 folgend, wurde diese Messung
(15.07.2014) durchgefiihrt. Aus organisatorischen Griinden wurde bei dieser Messung statt im
Schittelinkubator im Wasserbad angezogen (Tabelle 4-45).

Die Luciferase-Aktivitat fiir E. coli-Stamm MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 mit pHPAR177-01.1
konnte in dieser Messreihe (15.07.2014) nicht vermessen werden, da dieser Stamm in der UTK
nicht gewachsen war. Als BezugsgroRe diente die Luciferase-Aktivitat in E. coli WT. Aus der
Bestimmung der Gesamtproteinmenge wurden fiir Ml sehr geringe Werte erhalten, so dass
der RLU/Protein-Quotient verglichen zur vorherigen Messung groRR ausfiel. Der Quotient aus
RLU/Protein fuir MIl konnte nicht verwendet werden. In der Messung, die in Abbildung 4-50 zu
sehen ist, lagen die Quotienten RLU/Protein und RLU/OD in der gleichen GroRenordnung. Es
wurde in der Messung vom 15.07.2014 davon ausgegangen, dass die Bestimmung des Gesamt-
Proteingehaltes nicht erfolgreich durchgefiihrt wurde. Bei einem unvollstandigen Zellauf-

schluss werden niedrige Mengen Protein gemessen.
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Tabelle 4-45 Ergebnisse der Messung vom 15.07.2014
Alle Transformanden enthalten Plasmid pHPAR177-01.1

Bezugsvolumen 1ml 1ml 1ml 90 ul
Stamm RLU/OD RLU/KBE RLU/Protein RLU/Protein
WT pHPAR177-01.1 791007 4,16E-03 4987 55408
MI pHPAR177-01.1 1659875 5,79E-03 10554 117265
MIlI pHPAR177-01.1 4695520 1,65E-02 201823 2242477
MIIA pHPAR177-01.1 4462441 2,06E-02 27015 300165
JM109 pHPAR177-01.1 959150 1,08E-02 7100 78885
Al43 pHPAR177-01.1 nicht in UTK angewachsen, ergo keine Messung méglich

All21 pHPAR177-01.1 4943034 1,76E-02 29801 331120
Alll13 pHPAR177-01.1 5084759 1,93E-02 32589 362102
BII18 pHPAR177-01.1 4918527 3,03E-02 31495 349943
BIII27 pHPAR177-01.1 5134030 2,54E-02 32220 358000

Unter Angabe der prozentualen Standardabweichungen sind die Mittelwerte der relativen

Luciferase-Aktivitaten in Tabelle 4-46 angegeben und in Abbildung 4-51 dargestellt.

Tabelle 4-46  Ergebnisse der Messung vom 15.07.2014 -Luciferaseaktivitat auf WT bezogen

Stamm RLU/OD RLU/Protein
WT pHPAR177-01.1 100+ 12 100
MI pHPAR177-01.1 211+ 213 +
MIl pHPAR177-01.1 602 4106 *
MIIA pHPAR177-01.1 571+ 548 £
JM109 pHPAR177-01.1 123 + 145 +
Al43 pHPAR177-01.1 nicht in der UTK angewachsen

All21 pHPAR177-01.1 630 + 603 +
Alll13 pHPAR177-01.1 638 + 649 +
BII18 pHPAR177-01.1 626 + 636 +
BIlI27 pHPAR177-01.1 662 t 659

Die Ergebnisse vom 15.07.2014 zeigten fiir die Mutanten aus dem M| Ciprofloxacin-Forward-
Assay (Abschnitt 4.2) eine Luciferase-Aktivitdt in der gleichen GroRenordnung, wie bei Aus-
gangsstamm MII (Abbildung 4-51). Auch zeigten die Promotoraktivitdten von MIl und MIl Ajcd
7 bp Werte auf dem gleichen Niveau. Das war auch in der Messung vom 10.07.2014 (Abbildung
4-50) der Fall. Die intern als Al121, AllI13, BII18 und BIII27 bezeichneten Stamme wiesen in der
QRDR keine zuséatzlichen Mutationen auf (Abschnitt 4.4.2.2). Fiir diese vier Mutanten wurden
keine Genomsequenzierungen durchgefihrt. Nach plasmid-curing (gemaR Abschnitt 2.2.1.11)
lag die MHK von Fluorchinolonen fir diese Mutanten nicht héher als fiir Mll (Tabelle 4-27 und
Tabelle 4-28) [258]. Auch schien unter Abwesenheit von pHPNE19-02.1 und pHPNE18-01.1

keine Mutation vorzuliegen, die eine Erhéhung der PacrAB Expression bewirkte.
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Die Promotoraktivitaten fir MIl und MIl Aicd 7 bp aus der Messung vom 10.07.2014 (Abbil-
dung 4-50) lieRen sich in der Messung vom 15.07.2014 (Abbildung 4-51) bestatigen. Hier be-
trug das Verhaltnis zum Ausgangsstamm WT 6:1, wahrend in der Messung vom 10.07.2014
das Verhaltnis bei 3:1 lag. Die relative Luciferase-Aktivitat wird als Quotient angegeben. Hier
kann es zu unterschiedlichen Verhdltnissen in verschiedenen Messreihen kommen. Abwei-
chungen der Einzelwerte flihren im Ergebnis zur Veranderung des Gesamt-Quotienten und so-
mit zu einem Verhaltnisunterschied.

Abweichend zur Messung vom 10.07.2014 wurden in der Messung vom 15.07.2014 die
Stamme WT, Ml und JM109 im Wasserbad statt im Schittelinkubator inkubiert, was einen
Einfluss auf die Wachstumsphase der Kulturen haben kénnte. Diese drei Stdmme haben in
beiden Messungen die gleichen Verhaltnisse zueinander behalten. Die Luciferase-Aktivitat in
Ml ist um das 1,5- bis 2-fach gréoRer im Vergleich zum Ausgangsstamm WT. Die Messwerte fir
JM109 sind in der gleichen GréRenordnung wie bei WT. In dieser Messreihe wurden unein-
heitliche KolbengréRen verwendet, was zur unterschiedlichen Belliftung der Kulturen fihrte.

Die Bedingungen werden in Abschnitt 5.4.7.3 diskutiert.
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Abbildung 4-51 Messungen der Aktivitdt von PacrAB vom 15.07.2014 ausgewadhlter
E. coli-Stamme mit pHPAR177-01.1 bezogen auf E. coli-Stamm WT

220



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

4.6.7.3.9.2 Einfluss von Fluorchinolonen auf die Expression von PacrAB in
E. coli-Stamm

In den folgenden Messungen wurde die PacrAB-Expression unter Einfluss von Norfloxacin be-
trachtet. Bei Fluorchinolon-Resistenz war bekannt, dass diese mit einer acrAB-tolC-Uberex-
pression korreliert [259], [260]. Je nach MHK von Norfloxacin fir den jeweiligen Stamm wur-
den verschiedene Konzentrationen entsprechend einer 0,5- bis 1-fachen MHK eingestellt
(MHK in Abschnitt 4.6.4.2).

Zum besseren Vergleich erfolgte fir jeden Stamm eine weitere Untersuchung bei einer Kon-
zentration fur Norfloxacin von 0,5 pg/ml. Die Zugabe des Antibiotikums erfolgte im Bereich
zwischen ODs50 nm 0,09 und ODssonm 0,14. Als Reporterplasmid wurde pHPAR177-01.1 verwen-
det. Fir die Messung der PacrAB Expression (17.07.2014) unter Einfluss von Norfloxacin wur-
den MII, MIl Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Al43) untersucht (Tabelle 4-47).

Tabelle 4-47 Messung 17.07.2014; Norfloxacin-Konzentrationen zur Ermittlung
der spezifischen Luciferase-Aktivitdt ausgewdhlter Stamme

Nor: Norfloxacin, MHK: minimale Hemmkonzentration; Al43: MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1

Ausgangsstamm MHK (pg/ml)  [Nor 1] (pg/ml) [Nor 11] (ug/ml) [Nor 1] (ng/ml)

Mil 2 0,5 1 2
MII Aicd 7 bp 4-8 0,5 2 4
Al43 16-32 0,5 8 16
Al43 16-32 Messung ohne Norfloxacin

Flr Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Al43) wurde die PacrAB Expression zusatzlich ohne Norfloxa-
cin vermessen. Zugleich war diese Messung nachzuholen, da in der Messung vom 15.07.2014
(Abbildung 4-47) dieser Stamm nicht angewachsen war. In Tabelle 4-48 sind die Messwerte
der Messung vom 17.07.2014 aufgelistet. Uber die Standardkurve vom 15.07.2014 (siehe Ab-

bildung 4-47) wurde der Protein-Gesamtgehalt berechnet.
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Tabelle 4-48 Mittelwerte der Messung vom 17.07.2014

Alle Transformanden tragen das Plasmid pHPAR177-01.1;
Al43: MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1; Nor: Norfloxacin

Bezugsvolumen 1ml 1ml 90 pl

Stamm RLU/OD RLU/Protein RLU/Protein

MIl pHPAR177-01.1 + 0,5 pg/ml Nor 2018067 12629 140323
MIl pHPAR177-01.1 + 1 ug/ml Nor 4721594 29608 328973
MIl pHPAR177-01.1 + 2 pug/ml Nor 4689996 31257 347305
MIIA pHPAR177-01.1 + 0,5 pg/ml Nor 4719268 31264 347380
MIA pHPAR177-01.1 + 2 pug/ml Nor 3780116 25801 286682
MIA pHPAR177-01.1 + 4 pug/ml Nor 3463823 27043 300474
Al43 pHPAR177-01.1 4550124 37204 413378
Al43 pHPAR177-01.1 + 0,5 pg/ml Nor 4917874 36933 410366
Al43 pHPAR177-01.1 + 8 pug/ml Nor 4141543 31285 347609
Al43 pHPAR177-01.1 + 16 pg/ml Nor 6617565 41672 463020

In dieser Messreihe wurde als BezugsgroRe MIl pHPAR177-01.1 + 0,5 pg/ml Norfloxacin
verwendet. Die Mittelwerte der relativen Luciferase-Aktivitaten mitsamt der prozentualen

Standardabweichung finden sich in Tabelle 4-49.

Tabelle 4-49  Ergebnisse der Messung vom 17.07.2014

Mittelwerte der relativen auf MIl + 0,5 ug/ml NFX bezogenen Luciferase-Aktivitaten; mit angegeben ist
die prozentuale Standardabweichung; Nor: Norfloxacin

Stamm + Konz. Nor RLU/OD % RLU/Protein %
MIl + 0,5ug/ml Nor 100+1 100+ 7
MII + 1pg/ml Nor 234 £<1 234+3
MII + 2ug/ml Nor 232 +5 247 £3
MIIA + 0,5pg/ml Nor 234 +2 248 £ 2
MIIA+ 2pg/ml Nor 187 +17 204t 6
MIIA + 4pg/ml Nor 172 +1 214 +8
Al43 2254 2953
Al43 + 0,5ug/ml Nor 244 £ 2 292 +3
Al43 + 8ug/ml Nor 205+1 248 +7
Al43 + 16pg/ml Nor 328+4 330+2

Bei Al43 wurde in dieser Messreihe eine Abweichung zwischen RLU/OD und RLU/Proteingeh-
alt-Quotient festgestellt (Abbildung 4-52). In der Messung vom 15.07.2014 war hier noch kein
Unterschied zu sehen. Diese Abweichung konnte mit einem nicht vollstandig durchgefiihrten
Zellaufschluss der Proteinisolierung erklart werden, welcher in einem vermeintlich geringeren
Proteingehalt resultierte, und den RLU/Protein-Quotient groRer als erwartet ausfallen lieR. Bei
Al43 lieRen sich alle Messwerte mit Ausnahme der Norfloxacin-Konzentration von 16 pg/ml

miteinander vergleichen. In Abbildung 4-52 ist der Anstieg der Promotor-Aktivitdt zwischen
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MIl + 0,5 pg/ml und MIl mit 1 pg/ml Norfloxacin zu sehen. Die PacrAB Expression bei 1 pug/ml
und 2 pg/ml fiel gleich aus. Bei Anwesenheit von Fluorchinolonen schien sich die Effluxpum-
penaktivitat zu erhéhen.

Bei MIl Aicd 7 bp lag die Luciferase-Aktivitat bei einer Norfloxacinkonzentration von 0,5 pg/ml
auf dem gleichen Niveau wie bei MII mit 1 pg/ml oder 2 pg/ml Norfloxacin. Eine Wiederholung
bestatigte, dass die Aktivitdaten der E. coli-Stamme MIl und MIl Aicd 7 bp gleich waren. Mit
zunehmender Fluorchinolon-Konzentration schien die Luciferase-Aktivitdt bei MIl Aicd 7 bp
abzunehmen. Aus den Quotienten von RLU/OD und RLU/Protein wurde die spezifische Luci-
ferase-Aktivitat berechnet. Der RLU/Protein-Quotient fiel bei hGherer absoluter Aktivitat gro-
Rer aus. Ahnlich verhielt es sich bei dem Quotienten aus RLU und OD. Méglicherweise wurden
zu hohe Konzentrationen an Norfloxacin eingesetzt, und fiihrten dazu, dass bei Mll Aicd 7 bp

zum Zeitpunkt der Messung bereits Bakterienzellen abgestorben waren.
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Abbildung 4-52 Messungen der PacrAB Expression vom 17.07.2014

Nor: Norfloxacin; MIIA: MIl Aicd 7 bp; Al43: MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1; In Abhéngigkeit von der
MHK von Norfloxacin fiir die jeweilige Mutante wurde die PacrAB Expression mittels des Luciferase-
Assays (Reportergenplasmid pHPAR177-01.1) ermittelt. Bei jedem Stamm wurde Norfloxacin
(0,5 pg/ml) zugefiigt. Zusatzlich die einfache MHK und die doppelte MHK von Norfloxacin.

Da bei der Messung vom 17.07.2014 E. coli WT nicht mitgefihrt wurde, wurde die Aktivitats-

messung mit WT als BezugsgrolRe wiederholt (Messung vom 14.08.2014, Tabelle 4-51). Die
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Konzentration von Norfloxacin wurde fiir MIl Aicd 7 bp verringert, da in der Messung vom
17.07.2014 bereits bei 4 ug/ml ein Kulturwachstum ausblieb. Die untersuchten Stamme M,
MII Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 wurden zusatzlich ohne Norfloxacin vermessen
(Tabelle 4-50).

Tabelle 4-50 Messung 14.08.2014

Verwendete Norfloxacin-Konzentrationen in pg/ml zur Bestimmung der spezifischen
Luciferase-Aktivitat ausgewahlter Stimme; Nor: Norfloxacin

Norfloxacin-Konzentration

Ausgangsstamm MHK Nor
[ng/ml] Konz. 1 Konz 2 Konz 3 Konz 4
[pug/mi] [png/mi] [ug/mil _ [pg/ml]
Mil 2 0 0,5 1 2
MII Aicd 7 bp 4-8 0 0,5 1 2
MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 16-32 0 0,5 8 16

In Tabelle 4-51 finden sich die Messergebnisse der Messung vom 14.08.2014. Der Protein-Ge-
samtgehalt wurde liber die Geradengleichung der Standardkurve vom 14.08.2014 (Abbildung
4-49) ermittelt. In Tabelle 4-51 finden sich auch die Messwerte der Ansatze ohne Zusatz von
LAR, wo Norfloxacin allein keinen Einfluss auf die Absorptionsmessung hatte. Die Ergebnisse

zeigten, dass mit Zunahme des Norfloxacingehalts nicht die Luciferaseaktivitdat zunahm.

Tabelle 4-51 Mittelwerte der Messung vom 14.08.2014 der spezifischen Luciferase-Aktivitat
Alle Stamme tragen das Plasmid pHPAR177-01.1; Nor: Norfloxacin

Bezugsvolumen 1ml 1ml 90 pl

Stamm RLU/OD RLU/Protein RLU/Protein ohne LAR
WT 1170071 8794 97711 83
Mil 3039854 22653 251696 113
MIl + 0,5 ug/ml Nor 2536530 19340 214894 67
MIl + 1 pg/ml Nor 2905616 19045 211616 93
MIl + 2 pg/ml Nor 3580054 28185 313171 77
MIIA 3490932 23898 265528 110
MIIA + 0,5 pg/ml Nor 3230988 20830 231446 50
MIA + 1 pg/ml Nor 2865928 20655 229502 72
MIA + 2 pug/ml Nor 3126283 24483 272034 67
Al43 4234394 26412 293463 197
Al43 + 0,5 pg/ml Nor 4154491 21867 242962 72
Al43 + 8 pg/ml Nor 4246794 31205 346727 89
Al43 + 16 pg/ml Nor 3673506 22784 253155 58

Ohne Zugabe von LAR lagen die gemessenen Luciferase-Aktivitdten im Bereich der Leerwerte.

Bei der verwendeten Methode wurden Emissionen gemessen und nicht Absorptionen, so dass
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die Beobachtung den Erwartungen entsprach. Das Emissionsmaximum fiir das Chromophor in
Norfloxacin befindet sich in einem anderen Wellenldangenbereich als fiir die Luciferase-Aktivi-
tat. Bei der Bestimmung des Protein-Gesamtgehalts libte Norfloxacin keinen Einfluss auf das
Messergebnis aus, da zuvor die Proteine isoliert und vom Medium getrennt wurden. Unter
Angabe der prozentualen Standardabweichung sind die Mittelwerte auf den Stamm WT bezo-
gen in Tabelle 4-52 angegeben. Graphisch sind die Werte unter Angabe der Fehlerindikatoren
in Abbildung 4-54 dargestellt.

Analog zur Messung vom 17.07.2014 (Abbildung 4-52), fanden sich bei Al43 (MIl Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1) mit pHPAR177-01.1 Abweichungen zwischen den Quotienten von RLU/OD und
RLU/Protein. Fur die vorangegangene Messung wurde vermutet, dass der Zellaufschluss im
Rahmen der Proteinisolierung nicht vollstandig verlaufen war, und daher ein Grund fir die
Abweichung war. Hier wichen die Quotienten in entgegengesetzter Richtung voneinander ab,
so dass diese Erklarung nicht fiir die Abweichung in der Messung vom 14.08.2014 galt. Die
Unterschiede zwischen den Quotienten befanden sich bei Al43 in einem dhnlichen Verhdltnis.
Ausnahme war hier Al43 mit 8 ug/ml Norfloxacin (griin unterlegt in Tabelle 4-52).

Tabelle 4-52 Messung vom 14.08.2014 -Relative auf den WT bezogene Luciferase-Aktivitaten
mit prozentualer Standardabweichung

MIIA: MII Aicd 7 bp; Al43: MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 bezogen auf WT Mittelwerte; Nor: Norfloxacin

Stamm RLU/OD RLU/Protein
WT pHPAR177-01.1 100+ 5 100+ 11
MIl pHPAR177-01.1 261 %2 258+ 9
+0,5 ug/ml Nor 216 +12 2195
+1 pg/ml Nor 248 + 6 2167
+ 2 pg/ml Nor 306+2 321+10
MiIl Aicd 7 bp pHPAR177-01.1 3004 27312
+0,5 ug/ml Nor 278 +10 238 +1
+1 pg/ml Nor 247 + 14 237t 4
+ 2 pg/ml Nor 269 +13 281+9
MiII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 pHPAR177-01.1 362t4 300+ 13
+0,5 pg/ml Nor 354 +10 248 + 3
+ 8 pg/ml Nor 3636 3552
+ 16 pg/ml Nor 3147 259+ 13

Bei Abwesenheit von Fluorchinolonen (Norfloxacin) lag die spezifische Luciferase-Aktivitat bei
MIl und MIl Aicd 7 bp in der gleichen GréBenordnung (Abbildung 4-53). Im Verhaltnis zur Ak-
tivitat bei WT lag die Promotor-Aktivitat bei MIl und MIl Aicd 7 bp 2,5-- bis 3-fach erhoht vor.

Die Messwerte wurden in den vorangegangenen Messungen bestatigt (vergleiche Abbildung
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4-50) und lieRen sich mit den Daten fir MIl und WT aus der Literatur vergleichen [181]. Im
Gegensatz zu WT zeigte Al43 eine hohere Luciferase-Aktivitat gegeniiber MIl und MII Aicd
7 bp. Bei Mll Aicd 7 bp bewirkte die Deletion im Vergleich zu Ml keine Steigerung der Promo-
toraktivitat.

Bezogen auf die Promotoraktivitat in MIl ohne Fluorchinolon-Zusatz nahm die Promotorakti-
vitdt bei den untersuchten Stdmmen nach Zugabe von Norfloxacin ab (Abbildung 4-53 und
Abbildung 4-54). Der absolute RLU/OD-Quotient sowie auch der absolute RLU/Protein-Quoti-
ent zeigten dieses Ergebnis. In der Literatur fanden sich Daten aus einer real-time quantitative
PCR zur Abnahme der acrAB-Expression nach Zugabe von Ciprofloxacin [261]. Wurde bei M|
und MII Aicd 7 bp die Norfloxacin-Konzentration auf die halbe MHK eingestellt, so war die Zu-
nahme der Aktivitdit moderat. Wurde die Konzentration fiir Norfloxacin auf das Niveau der
MHK erhoht, so stieg die Promotoraktivitdt an. Auch hier fanden sich in der Literatur ahnliche

Beobachtungen [261].
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Bakterienausgangsstamme transformiert mit pHPAR177-01.1

Abbildung 4-53 Messungen der Aktivitdt von PacrAB vom 14.08.2014 der Stimme
WT, Mil, MIIA (MII Aicd 7 bp) und Al43 (MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 Nr. 1 43)

Nor: Norfloxacin; MIIA: Ml Aicd 7 bp; Al43: MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1; In Abh&ngigkeit von der MHK
von Norfloxacin flr die jeweilige Mutante wurde die PacrAB Expression mittels des Luciferase-Assays
(Alex: Reportergenplasmid pHPAR177-01.1, PacrAB::luc) ermittelt. Bei jedem Stamm wurde Norfloxa-
cin (0,5 pg/ml) zugeflgt. Zusatzlich die einfache MHK und die doppelte MHK von Norfloxacin.

Bei Stamm MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 (Al43) stieg die Promotoraktivitat bereits bei der hal-

ben MHK, und fiel bei der MHK fiir Norfloxacin von 16 ug/ml wieder ab. Die Konzentration an
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Norfloxacin konnte hier zu hoch angesetzt worden sein, so dass die Zellen bereits abgestorben
waren. Die Messwerte bestatigen die Ergebnisse der Messung vom 17.07.2014 (Abbildung
4-52) soweit, dass die spezifische Luciferase-Aktivitat fir Mll bei der Zunahme der Norfloxacin-
Konzentrationen von 0,5 pg/ml auf 2,0 ug/ml zunimmt. Ein Vergleich zu Ml Aicd 7 bp war nicht
moglich, da die Konzentrationen fiir Norfloxacin im Vergleich zu den vorherigen Messungen
geandert wurden. Die Luciferase-Aktivitat des Stammes MII Aicd 7 bp war bei einer Konzent-

ration von 0,5 mg/ml fiir Norfloxacin hoher als bei MII.
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Bakterienausgangstimme transformiert mit pHPAR177-01.1

Abbildung 4-54 Messungen der Aktivitait von PacrAB vom 14.08.2014 der Stimme
WT, Mil, MIIA (Ml Aicd 7 bp) und Al43 (MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1)

Nor: Norfloxacin; MIIA: MIl Aicd 7 bp; Al43: Ml Aicd 7 bp pHPNE19-02.1; In Abhangigkeit von der MHK
von Norfloxacin fiir die jeweilige Mutante wurde die PacrAB Expression mittels des Luciferase-Assays
(Reportergenplasmid pHPAR177-01.1) ermittelt. Bei jedem Stamm wurde Norfloxacin (0,5 pug/ml) zu-
gefligt. Zusatzlich die einfache MHK und die doppelte MHK von Norfloxacin

4.6.7.3.9.3 Einfluss der Deletion in icd in WT

Nach ortsspezifischer Mutagenese war WT Aicd 7 bp (Abschnitt 2.2.2.9.2.2) fir Untersuchun-
gen verfligbar. Um schnell zu einem Ergebnis zu kommen, wurde auf den Vektor pPHB331 aus
der Arbeit von Dr. N. MATTHIESSEN zurlickgegriffen, da in WT Aicd 7 bp noch chromosomal eine
Kanamycinresistenzkassette vorlag, weshalb die Verwendung des Plasmids pHPAR177-01.1

nicht moglich war [181].

227



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

Nach erfolgreicher Transformation der Stamme WT, MIl und WT Aicd 7 bp (interne Bezeich-
nung Nr. IV7) mit pPHB331 wurde die Luciferaseaktivitat gemessen (Abbildung 4-55). Fir WT
Aicd 7 bp betrug die MHK von Norfloxacin 0,125 pg/ml. % der MHK von Norfloxacin
(0,03 pug/ml) und % der MHK (0,062 pg/ml) fir WT Aicd 7 bp wurden in zwei getrennten An-
satzen zur Luciferase-Messung hinzugegeben, um die PacrAB Expression zu untersuchen,
wenn im isogenen Stammbhintergrund von E. coli-Stamm WT eine 7 bp-Deletion in icd vorlag.
Eine Steigerung der PacrAB-Aktivitat in MIl im Vergleich zu WT war sehen. Fiir WT Aicd 7 bp
zeigte sich eine Steigerung von 50 % gegeniber der Aktivitat bei WT. Bei %4 der MHK von
Norfloxacin (0,03 pg/ml) war keine Erhéhung der Aktivitat zu messen. Bei % MHK von Norflo-
xacin war die Aktivitat auf Héhe wie bei WT.

Bei % und % der MHK von Norfloxacin fir WT Aicd 7 bp pPHB331 war eine Abnahme der
PacrAB-Aktivitat zu sehen. Eine Abnahme der Aktivitat auf das Niveau von WT war nicht
erwartet worden. Im Mikrodilutionsverfahren war eine Konzentration von 0,062 pug/ml nicht
ausreichend, um Wachstum komplett zu verhindern. Die MHK von Norfloxacin fiir WT Aicd

7 bp lag vermutlich im Bereich von 0,062 pg/ml bis 0,125 pg/ml.
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Abbildung 4-55 RLU/OD % Quotienten der Stimme WT, Mil und WT Aicd 7 bp mit pPHB331

Nor: Norfloxacin; % MHK Nor: 0,031 pg/ml; % MHK Nor: 0,062 pg/ml;
pPHB331: Fusion des PacrAB-Promotors mit dem /uc-Gen inseriert in pBR322 [181].

4.6.7.3.10 Messung der Promotoraktivitéit PacrEF

Mit dem Reportergenplasmid pPHB333 wurde die Aktivitdt von PacrEF gemessen. Bedingt

durch eine Uberlappung des Substratspektrums der AcrAB/TolC-Effluxpumpe mit der homolo-

228



Ergebnisse Il - Untersuchungen mit Qnr

gen AcrEF/TolC-Effluxpumpe sollte Gberprift werden, ob ein Zusammenhang nach einer De-
letion in icd mit AcrEF/TolC bestand. Vermessen wurden die Stamme WT, MIl und
WT Aicd 7 bp. Auch wenn hier eine deutliche Erhéhung der Aktivitat in MIl gefunden wurde,
ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass in absoluten Zahlen keine bedeutende Aktivitdt von

PacrEF im Vergleich zu PacrAB ermittelt wurde (Abbildung 4-56).

m Auf WT bezogen

Abbildung 4-56 Messung Promotoraktivitat PacrEF
pPHB331: Fusion des PacrEF-Promotors mit dem /uc-Gen inseriert in pBR322 [181]

4.6.7.3.11 Kontrollmessung ohne Luciferase-Promotor

Als Kontrolle diente ein Ansatz mit einem Reportergenkonstrukt in pHPHP177-05.1 (siehe Ab-
bildung 4-57), das keine Promotorregion vor dem Luciferasegen luc enthielt (vergleiche

4.6.7.3.6).

pHPHP177-05.1
5649 bp

4, £
"p, o®
PR Ampr pro™

Abbildung 4-57 pHPHP177-05.1; luc ohne PacrAB (eigene Darstellung)
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Die Ergebnisse ohne PacrAB (Abbildung 4-58) zeigten keine Luciferaseaktivitat. Zum Vergleich
wurde E. coli WT mit dem Plasmid pHPAR177-01.1 vermessen. Hier wurde eine Luciferaseak-
tivitat gemessen. Die zuvor gemessenen Werte lieRen sich direkt mit dem Promotor in Verbin-
dung bringen und konnten nicht durch das alleinige Vorhandensein des Luciferasegens erklart
werden. Ein Fehlen des Promotors war gleichzustellen mit einem plasmid-freien Kontrollan-

satz.
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Abbildung 4-58 Messung WT mit Luciferaseplasmid pHPAR17701.1 und
WT mit Kontrollplasmid pHPHP177-05.1

pHPHP177-05.1 enthalt keinen luc-Promotor, so dass keine Luciferase exprimiert werden kann.
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5 Diskussion

Antibiotikaresistenz stellt ein uraltes Phdnomen dar, da sich bereits in denselben Genclustern
flr die Biosynthese von Antibiotika (z.B. bei Streptomyces-Arten) Gene fir Resistenzmechanis-
men finden. Mit solchen Genprodukten schiitzt sich der Antibiotikaproduzent vor seinem ei-
genen Produkt: dem Antibiotikum. Die entsprechenden Gene kénnen mit extrachromosoma-
len Elementen auf zugangliche Zellen lbertragen werden. Alternativ kénnen sich Bakterien-
zellen durch den - ungerichteten - Erwerb von Mutationen anpassen und Resistenzen erwer-
ben.

Mit den rein synthetischen Fluorchinolon-Antibiotika wurden Antibiotika entwickelt und im
Jahr 1985 in die Therapie eingefiihrt, fur die zunachst keine transferierbaren Resistenzgene
bekannt waren. Dementsprechend war die Resistenzsituation in den ersten Jahren nach
Markteinfiihrung sehr giinstig. UbermaRige Anwendung der Fluorchinolon-Antibiotika be-
dingte jedoch einen starken Selektionsdruck, dem die Erreger mit dem Erwerb von Mehrfach-
mutationen zur Resistenz begegneten. Befunde an Labormutanten und klinischen Isolaten
zeigten, dass fur die Auspragung einer hochgradigen Fluorchinolon-Resistenz bei natirlicher-
weise hochempfindlichen Spezies, wie Escherichia coli, eine Doppelmutation in der primaren
Zielstruktur Gyrase und mindestens eine Mutation in der sekundaren Zielstruktur Topoisome-
rase IV vorliegen musste.

In den letzten 15 Jahren wurde zunehmend von plasmidbasierter FQ-Resistenz (englisch: plas-
mid-mediated quinolone resistance: PMQR) berichtet. Derzeit sind mindestens drei Mechanis-
men von PMQR bekannt: Enzymatische Modifikation von Fluorchinolonen (durch eine Ace-
tyltransferase), plasmidcodierte Effluxsysteme (QepA, OqxAB) und DNA-Gyrase/Topoisome-
rase IV-Schutzproteine (Qnr). Qnr Gyrase-Schutzproteine gehoren zur pentapeptide-repeat
Proteinfamilie (PRP), und codieren fiir Proteine, die aus ungefdahr 200 Aminosauren bestehen.
Die pentapeptide-repeat Proteinfamilie umfasst mehr als 1000 Proteine [44], [84], [136]. Gy-
rase-/Topoisomerase IV-Schutzproteine binden an Komplexe aus DNA und DNA Gyrase bzw.
Topoisomerase IV und schiitzen diese so vor der inhibitorischen Aktivitat der Fluorchinolone.
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Beitrag des Quorum-Sensings (QS) bei FQ-
Resistenz untersucht. Bakterien sind imstande zur Zell-Zell-Kommunikation und Antibiotika

werden als mogliche QS-Signalmolekiile diskutiert. QS kann die Synthese, Detektion und Re-
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aktion diffundierender Signalmolekiile umfassen. Bei E. coli ist die Fahigkeit zum Eavesdrop-
ping (,,Abhoren”) durch das LuxR-Homolog SdiA (suppressor of cell division inhibitor) bekannt
und bis dato gering untersucht. In E. coli kann SdiA auf nicht selbst produzierte Signale bei-
spielsweise konzentrationsabhangig reagieren, und so die Transkription des bei FQ-Resistenz
wichtigen Antibiotikumpumpsystems AcrAB-TolC regulieren. Diese Arbeit widmete sich der
Untersuchung der SdiA-Aktivitat in den FQ-resistenten in vitro selektierten E. coli-Mutanten
MIII (GK574) und MIVa (GK575). In beiden Mutanten waren bisher die gleichen QRDR-Mutati-
onen identifiziert, jedoch unterschieden sich die Mutanten phanotypisch um eine Stufe in der
MHK von Ciprofloxacin. In dlteren Arbeiten wurde bereits fiir MIVa eine erhéhte acrA- und
marA Expression gezeigt [225].

Der zweite Teil hatte zur Zielsetzung den Einfluss der Topoisomerase-Schutzproteine QnrA1l
und QnrB1 (Abschnitt 1.7.3.3) auf den Wechsel von einer behandelbaren Fluorchinolon-Resis-
tenz in E. coli MIl (GK573) hin zu einer hochgradigen Fluorchinolon-Resistenz zu untersuchen.
Die Anwesenheit von QnrAl und QnrB1 allein in E. coli sorgte nicht flir die Ausbildung einer
klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz. Der Effekt durch Qnr allein ist gering und steigert
die minimale Hemmkonzentration (MHK) von Fluorchinolonen um 1 bis 2 Stufen. Dennoch
werden zunehmend bei hoch FQ-resistenten Isolaten Plasmid-codierte gnr-Gene detektiert. In
der Literatur finden sich bei STRAHILEVITZ et al. Hinweise, dass bei E. coli nach Ciprofloxacin-
Forward-Assays mit Endpunkt einer Ciprofloxacin-Resistenz (MHK > 4 pg/ml), unter Anwesen-
heit von QnrA1 die Ausbildung spontaner Mutationen 100 mal héher ausfiel als ohne QnrA1
[152], [158], [214], [292], [293]. Weitere Arbeiten zeigten eine Zunahme der Mutationsrate
bei Anwesenheit von Qnr, gingen im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit aber nicht von einer
Zweitschritt-Mutante, wie E. coli MIl (GK573) mit Qnr, aus. Stattdessen wurden in diesen Ar-

beiten E. coli-Stamme vergleichbar mit E. coli WT (GK571) untersucht [262]-[265].

5.1 Untersuchungen zu SdiA in WT, MIll und MIVa

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von SdiA (englisch: suppressor of cell division in-
hibitor) auf die Ausbildung einer Fluorchinolon-Hochresistenz in den in vitro selektierten Mu-
tanten MIll und MIVa untersucht (Abschnitt 3) [167]. Im Zusammenhang mit einer Regulation

der acrAB-Expression, sollte in den E. coli-Stammen die Aktivitat des LuxR-Homologs SdiA un-
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tersucht, und eine Erklarung fiir die erhohte MHK von Ciprofloxacin und die erhohte marA-Ex-
pression in MIVa im Vergleich zu Mlll gefunden werden [181], [225]. Aus den Arbeiten von
HEeIsIG et al. (1994) lagen die Mutanten MIIl (GK574) und MIVa (GK575) vor, die beide die iden-
tischen Mutationen innerhalb der QRDR von gyrA (S83L, D87G) und parC (S80I) sowie die glei-
che marR-Deletion (AmarR 74 bp) aufwiesen. Trotz gleicher Akkumulation von Mutationen
(Abschnitt 1.8), fiel die MHK von Ciprofloxacin fiir diese Mutanten unterschiedlich aus
(MIll 64 pg/ml vs. MIVa 128 pg/ml) [167].

Aufbauend auf den Arbeiten von Dr. N. MATTHIESSEN (2007) und Dr. B. ARNTIEN (2013) wurde
SdiA fiir eine Erkldarung des MHK-Unterschieds zwischen Mlll und MIVa betrachtet [65], [66].
Flr SdiA ist eine Induktion der acrAB-Expression bekannt [68], [69]. Eine strenge Kontrolle der
Expression der AcrAB-TolC Effluxpumpe wird in E. coli neben SdiA von den Repressoren AcrR
und AcrS, MarA, SoxS und Rob gewahrleistet [225], [250], [266]. Das Antibiotikumpumpsystem
AcrAB-TolC scheint erganzend zur Aufgabe Xenobiotika aus der Zelle zu schleusen auch eine
Rolle in der Zell-Zell-Kommunikation durch den Transport von Signalmolekilen in die Zellum-
gebung einzunehmen (englisch: Quorum Sensing, Abschnitt 1.3) [65]. Bei Dr. N. MATTHIESSEN
(2007) konnte eine Induktion der acrAB-Expression in Ml trotz marR-Deletion (AmarR 175 bp)
gezeigt werden [181]. Hierzu ergdnzend fanden sich bei Dr. B. ARNTIEN (2011) Ergebnisse, die
eine erhohte marA-Expression (ohne Induktion durch Natriumsalicylat) bei Ml und MIVa im
Vergleich zu E. coli WT (GK571) und flr MIVa die hochste acrA-Expression zeigten [167], [181],
[225].

Mittels SANGER-Sequenzierung, Pyrosequenzierung und Southern Blot wurde fiir sdiA in E. coli
WT, MIll und MIVa gezeigt, dass ein einziges, identisches Gen in den beiden in vitro selektier-
ten Mutanten MIIl und MIVa vorlag und der Wildtyp-Sequenz von E. coli WT entsprach. Eine
erhohte sdiA-Expression durch weitere Genkopien oder eine Mutation im sdiA-Gen waren
nicht als Erklarung fir die erhéhte acrA-Expression in MIVa moglich [225].

Eine bakterielle Strategie, um unter (Fluorchinolon-)Antibiotika zu liberleben, kann ein ver-
starkter Efflux sein (Abschnitt 1.3) [39], [267]. Da SdiA ein positiver Regulator fiir die AcrAB-
TolC-Effluxpumpe ist, wurde die sdiA-Expression in WT, Mlll und MIVa mittels real-time quan-
titative PCR in Abhangigkeit der Wachstumsphase ermittelt (OD-bereinigt, gemalk Abschnitt
2.2.2.3.5). Bei Ml (Messpunkt ODeoo nm 0,7) war die Genexpression im Vergleich zu WT (Mess-
punkt ODgoonm 0,4) um ca. 27 % erniedrigt (MIll 0,73 vs. WT 1,0). Bei MIVa (Messpunkt
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ODsoonm 0,4) war die Expression um 42 % erhoht. Im Unterschied zu MIll scheint bei MIVa die
sdiA Expression durch einen unbekannten Faktor induziert zu werden. Ob die erhohte sdiA
Expression in MIVa Bestandteil einer Erklarung fiir die MHK-Zunahme in MIVa gegentiber MllI
war, wurde mit der real-time quantitative PCR nicht abschliefend beantwortet.

Bei RAHMATI et al. (2002) fiihrte eine sdiA-Uberexpression zur Zunahme der MHK von
Fluorchinolonen. Erganzend hierzu wurde auch eine Verbindung zwischen der sdiA- und
acrAB-Expression diskutiert. In einer sdiA-Mutante zeigte sich eine Abnahme der acrB-
Expression, dabei blieb die acrA-Expression unverandert [69]. In den Arbeiten von DyszeL et al.
(2010) war zu sehen, dass die Transkription des acrAB-Operons durch sdiA-Uberexpression
von einem Plasmid verursacht wurde, wenn N-(3-oxo-hexanoyl)-L-homoserinlacton (AHL,
Abschnitt 1.3) anwesend war, was auf Quorum-Sensing schlieRen lasst. Die Expression des
acrAB-Operons erhohte sich nicht allein durch chromosomales sdiA. Zusatzlich zeigten die
Ergebnisse fir E. coli, dass die chromosomale sdiA-Expression andere Gene beeinflusst im
Vergleich zur plasmidbasierten sdiA-Expression. Allerdings geht diese Arbeit von einem E. coli-
Stamm mit einem zum E. coli WT vergleichbaren Hintergrund aus [268]. Fiir eine Dreischritt-
(M111), bzw. Vierschrittmutante (MIVa) liegen bisher keine Daten in der Literatur vor.

Auch wurde bei RAHMATI et al. (2002) gezeigt, dass in E. coli eine erhdhte sdiA-Expression zu
einer erhohten Konzentration von AcrA und AcrB fiihrt. Bei AsdiA war fiir AcrA keine Verande-
rung im Vergleich zum Wildtyp zu sehen. Fir AcrB halbierte sich die Konzentration bei Abwe-
senheit von sdiA im Vergleich zum WT [69]. TAvio et al. (2010) zeigten fiir in vitro selektierte
Einschrittmutanten eine erhdhte sdiA-Expression zeitgleich mit acrB, marA, tolC und einer Ab-
nahme der ompF-Expression. Bei den klinischen Isolaten E. coli PS7 und E. coli PS11 wurde in
gyrA der Aminosdure-Austausch S83L gefunden, wahrend in den Mutanten LomE7 und CazE11
keine gyrA-Mutation zu finden war. Eine Erklarung fir die Expressionszunahme liefert die Ar-
beit nicht. Vermutet wurde als Expressionsinduktor eine Mutation in einem noch unbekannten
Regulator fiir sdiA [68]. Fir die Uberexpression von sdiA mittels eines High Copy Plasmids
wurde bei RAHMATI et al. eine erhohte Expression von acrA und acrB gezeigt [69]. Einen dhnli-
chen Befund zeigen auch Tavio et al. (2014) anhand einer zeitgleichen Uberexpression von sdiA
und acrB bei vorliegender marR-Mutation [269]. Neben MarA sind noch die Einfliisse von SoxS

und Rob fiir die gesteigerte acrA Expression in MIVa zu diskutieren [46], [270], [271]. In der
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Arbeit von Dr. S. ECKHARDT (2015) wird gezeigt, dass SoxS keinen Einfluss auf die sdiA-Expres-
sion hat [272]. Hier wird die Moglichkeit eines zu geringen Stresslevels fir die untersuchten E.
coli-Stamme diskutiert, um eine Signaltransduktion via Quorum Sensing und damit Gber das
Signalprotein SdiA auszulésen [272].

Die erhohte sdiA-Expression in MIVa lasst sich aufgrund der gleichen QRDR- und marR-Muta-
tionen in MIVa und MIII noch nicht erklaren. Die erhéhten marA- und acrA-Expressionen in
MIVa lassen sich mit einer erhéhten sdiA-Expression in Verbindung bringen. Da SdiA ein posi-
tiver Regulator fiir die AcrAB-TolC-Effluxpumpe ist, kann in diesem Zusammenhang ein unter-
stitzender Einfluss fir eine Resistenz gegeniiber Antibiotika diskutiert werden. Eine sdiA- und
marA-Uberexpression kénnte eine bakterielle Strategie unterstiitzen, um unter Anwesenheit

von Fluorchinolonen oder anderen Antibiotika zu Gberleben (Abschnitt 1.3).

5.2 Einfluss von plasmidkodierten und chromosomalen
Resistenzmechanismen auf die Aktivitat von Ciprofloxacin in
isogenen Escherichia coli Isolaten

5.2.1 Vergleich der Plasmide pHPNE18-01 mit pHPNE18-01.1 und
pHPNE19-02 mit pHPNE19-02.1

Aus einer vorgegangenen Arbeit wurden Vektoren mit gnrA1 (pHPNE18-01.1; pUC18) und
gnrB1 (pHPNE19-02.1; pUC19) verwendet [18]. In der MHK-Feinbestimmung von Ciprofloxacin
fir Mll-Transformanden, die jeweils einen der vier oben genannten Vektoren enthielten,
konnte mit oder ohne Induktion durch IPTG keine Zunahme der MHK von Ciprofloxacin fest-
gestellt werden, was die Beobachtungen von Dr. N. HiLSBERG-EMRICH (2012) bestatigte [18]. In
der Vorbereitung fir einen Ciprofloxacin-Forward-Assay (Abschnitt 2.2.1.15) war eine Feinbe-
stimmung der MHK von Ciprofloxacin notwendig, um ein festes Ndhrmedium mit der 4-fachen,
bzw. 8-fachen MHK von Ciprofloxacin herzustellen (Abschnitt 5.2.2) [18]. Im Gegensatz zum
chromosomalen lac-Operon ist in pUC18 und pUC19 nur ein unvollstéandiges /ac-Operon vor-
handen. Der Repressor jedoch war chromosal in E. coli kodiert. Die Vektoren pUC19 oder
pUC18 lagen in einer hohen Kopienzahl in der Zelle vor. In der Zelle werden wenig Repressoren
chromosal exprimiert, und nicht alle lac-Operons der Plasmide kdnnen besetzt werden. Daher

wird das lac-Operon als ,undicht” (englisch: leaky) tituliert [273]-[277].
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In der vorliegenden Arbeit ist zu sehen, dass ohne Induktion mit IPTG ein high-copy Vektor,
wie pUC19, mit einem ,undichten” lac-Operon die Expression von gnr zuldsst und die MHK
von Ciprofloxacin fiir die untersuchten Transformanden auf das gleiche Niveau wie bei Induk-
tion mit IPTG anhebt. Als Erganzung ware ein Vergleich mit einem Vektor mit niedriger Kopien-

zahl, wie zum Beispiel pBR322 denkbar (vergleiche Tabelle 5-5).

5.2.2 In-vitro-Selektion von QnrAl und QnrB1 in E. coli WT
(GK571), E. coli WT-K (GK4041) und E. coli (GK573) MII

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass E. coli-Stamme durch Mutationen innerhalb der QRDR der
Gyrase (gyrA) oder Topoisomerase IV (parC) hohere Fluorchinolon-Konzentrationen im Ver-
gleich zu Stammen der Elterngeneration tolerieren [15], [167]. Zur Ausbildung einer Fluorchi-
nolon-Resistenz mussen sich in einer Mutante mehrere Mutationen akkumulieren. Um die Le-
bensfahigkeit nicht zu beeintrachtigen, ist eine niedrige spontane Mutationsrate sinnvoll
[278], [279]. Jedoch sind Veranderungen des Erbguts auch als Reaktion auf veranderte Um-
weltbedingungen notwendig.

Bei HEIsIG et al. (1994) konnte sich ausgehend vom E. coli Wildtyp WT (GK571) in vitro in einem
Nalidixinsaure-Forward-Assay die Mutante Ml (GK572; gyrA S83L) ausbilden [167]. Diese Mu-
tation ist im Zusammenhang mit Fluorchinolon-Resistenz bei E. coli und anderen gramnegati-
ven Spezies haufig an dieser Position zu finden (Abbildung 5-1 und Abschnitt 1.7.1) [84], [167].
Ausgehend von der Mutante M| wurde nach einem Ciprofloxacin-Forward-Assay die Mutante
MII (GK573) mit einer zusatzlichen 175 bp Deletion in marR (Repressor des mar-Operons) se-
lektiert [27], [280]. Die Deletion innerhalb marR fihrt zu einem verkirzten, defekten marR-
Protein mit fehlender Repressorfunktion auf marAB. MarA wird vermehrt gebildet und kann
dadurch strangaufwarts durch Bindung an die mar-Box die Expression von acrAB und tolC er-
hohen, so dass es zu einem gesteigerten Effluxverhalten kommt. Gleichzeitig bewirkt MarA
eine Reduktion der Bildung von Porinen (vergleiche Abschnitt 1.7.2), was zur Steigerung des
Efflux von Fluorchinolon-Molekiilen beitragt [167], [267], [281].

Die bei HEsIG et al. (1994) nach einem Ciprofloxacin-Forward-Assay - ausgehend von der Mu-
tante MlIl (GK572) - selektierte Mutante MIIlI (GK573) wies zwei zusatzliche QRDR-Mutationen

auf (gyrA D87G und parC S80L) [15], [84]. Das Auftreten von zwei Mutationen in einem einzel-
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nen Selektionsschritt (MIl = MIIl; Abbildung 5-1) stellt ein seltenes Ereignis dar. In vorange-
gangenen Arbeiten wurde in vitro eine einzelne weitere Mutation bei Mll in gyrA eingefiihrt
und war fur die Zelle von Nachteil. Erst bei zwei Mutationen innerhalb der beiden Zielstruktu-
ren gyrA und parC reduzierte sich die Empfindlichkeit gegenilber Fluorchinolonen und ebnete

den Weg zu hochresistenten Keimen (Abschnitte 1.7 und 1.8) [27], [84], [130], [167].

WT * Wildtyp

M I o gyrA S83L
M I I ® gyrA S83L
* AmarR

« gyrA S83LD87G
M | | | * parC S80I
* AmarR
MHK Ciprofloxacin

0,015 pg/ml 0,5 pg/ml 2,0 pug/ml 64,0 pg/ml

Abbildung 5-1 Akkumulation von Fluorchinolon-Resistenzmutationen am Beispiel der
Entstehung von E. coli Mlll beginnend mit E. coli WT, modifiziert nach [27]

Bei Bakterien treten Mutationen mit einer Wahrscheinlichkeit von 10 [25] bis 108 [15] oder
107 [282] auf. Ausgehend vom E. coli-Stamm WT hin zur Mutante MIll mit einer klinisch rele-
vanten Fluorchinolon-Resistenz, ergibt sich eine kumulierte Mutationsfrequenz von ca. 10-3?
[15]. Aufgrund dieser niedrigen Mutationsfrequenz waren bis in die 1990er Jahre Ciprofloxa-
cinresistente E. coli-Stamme unbekannt [15], [282].

In der vorliegenden Arbeit wurden Ciprofloxacin-Forward-Assays mit E. coli Wildtyp
WT (GK571), E. coli WT-K (GK4041) und E. coli MIl (GK573) durchgefiihrt. Diese Stimme hatten
einen isogenen Stammbhintergrund gemeinsam. Jeder Stamm wurde mit den Plasmiden
pHPNE19-02.1 (gnrA1), pHPNE18-01.1 (gnrB1) und pUC19 transformiert. Es wurden Mutanten
erhalten, die noch auf der 8-fachen Konzentration der jeweiligen MHK von Ciprofloxacin
wachsen konnten. Auch wenn nicht die mutant prevention concentration (MPC) bestimmt

wurde, so war die MPC fiir diese Mutanten oberhalb der 8-fachen MHK von Ciprofloxacin zu
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vermuten. Die Selektion fand vermutlich innerhalb des Mutant Selection Window statt. Ein
ahnlicher Konzentrationsbereich fiir Selektionen wird bei BRIALES et al. (2011) beschrieben
[283]. Selektierte Mutanten wurden nach 48 h gesichert, da nach 24 h noch sehr kleine
Kolonien zu sehen waren. Eine Veranderung der Mutationsrate im Rahmen der
durchgefihrten Ciprofloxacin-Forward-Assays war ein Hinweis auf den Einfluss der
verwendeten Resistenzgene. Bedingt durch die Abnahme der Empfindlichkeit auf
Fluorchinolone durch QnrAl und QnrB1 in E. coli, wurde eine Zunahme der selektierten
Mutanten nach der In-vitro-Selektion gezeigt (Abschnitt 4.3).

In Tabelle 5-1 sind die eingesetzten Ciprofloxacin-Konzentrationen zusammen mit den ermit-
telten Mutationsraten der Ciprofloxacin-Forward-Assays gezeigt. Die Mutationsraten fir WT
pHPNE18-01.1 und WT-K pUC19 waren nur eingeschrankt fir einen Vergleich brauchbar. Hier
gelang keine Auswertung der Mutationsrate bei Verwendung von LB-Agar mit der 8-fachen
MHK von Ciprofloxacin, da kein Auszahlen der Kolonien moglich war. Fir eine Orientierung
wurden die Mutationsraten bei der 16-fachen MHK fir WT pHPNE18-01.1 und der 4-fachen
MHK bei WT-K pUC19 ermittelt. Die Mutationsraten lagen ein bis zwei Zehnerpotenzen héher
als fur den PMQR-freien Ansatz. Die Mutationsraten bei Ansdtzen mit QnrB1 fielen héher aus

als mit QnrA1l.

Tabelle 5-1 Eingesetzte Selektionskonzentrationen und ermittelte Mutationsraten

Mutationsraten fiir die verwendeten Stamme mit Qnr oder pUC19 zur Selektion von Mutanten (Mu-
tanten/KBE pro 1 ml). Blau: eine Auswertung erfllte bei abweichenden MHK-Vielfachen.

Mutationsrate

Stamm x-fach MHK [Ciprofloxacin] in pg/ml (Mutanten/KBE)
WT pHPNE19-02.1 8x 1,4 4,710
WT pHPNE18-01.1 16x 0,96 1,1*10%
WT pUC19 8x 0,125 5,6%10%
WT-K pHPNE19-02.1 8x 4,0 7,9%10%
WT-K pHPNE18-01.1 8x 2,4 8,6%10%7
WT-K pUC19 4x 0,5 3,9%10%
MIl pHPNE19-02.1 8x 16 2,0¥10%7
MIl pHPNE18-01.1 8x 28,8 8,9*10%
MIl pUC19 8x 9,6 1,1*10°8

Zu einem ahnlichen Ergebnis mit QnrAl kommen MARTINEZ-MARTINEZ et al. (1998) [142]. Hier
war bei E. coli J53 mit natiirlichem gnrA1-Plasmid (pMG252) verglichen zum plasmidfreien An-
satz die Mutationsrate um zwei Zehnerpotenzen erhéht. Ohne QnrA1l lag die Mutationsrate

bei 10 und mit Anwesenheit von QnrA1 bei 10, Wichtiger Unterschied zum klonierten gnrA1
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Gen in pUC19 war das bei MARTINEZ-MARTINEZ et al. verwendete natlirliche gnrA1-Plasmid
pMG252. Bei Anwesenheit von pMG252 wurde eine schnelle Ausbildung und Verbreitung von
Fluorchinolon-Resistenzen postuliert [142]. Bei Versuchen mit Klonierungsvektoren mit héhe-
rer Kopienzahl (ori: p15A) fanden sich in Verbindung mit gnr auch erhéhte Mutationsraten.
Hier zeigten die Arbeiten von GoTo et al. (2015) bei klinischen Isolaten eine Zunahme der Mu-
tationsrate [265]. Eine Erklarung flir die erhohte Mutationsrate versuchte die Arbeit von JAcoBY
et al. (2005) zu geben: Auch wenn Qnr allein die Empfindlichkeit auf Fluorchinolone nur
schwach reduzierten, so wurden aus einer Population dank Qnr vermehrt (Fluor)chinolon-re-
sistente Mutanten selektiert [131].

Um auszuschlieBen, dass eine Mutation innerhalb der verwendeten Vektoren fir das Wachs-
tum auf hoheren Konzentrationen von Ciprofloxacin verantwortlich war, wurde ein Kontroll-
Assay durchgefiihrt (Abschnitt 4.3). Nach der Plasmidisolierung aus drei verschiedenen Mill-
Mutanten (MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 und Nr. 1l 21 und aus MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 19) wurde
der Ausgangsstamm E. coli MIl mit jeweils einem dieser isolierten Vektoren transformiert. Die
MHK von Ciprofloxacin fiir die Transformanden und fiir den Ausgangsstamm mit pHPNE1-02.1
oder pHPNE18-01.1 war gleich (Abschnitt 4.3.1).

In einem weiteren Versuch wurde in drei Ansdtzen untersucht, ob nicht-benétigte Plasmide
bei fehlendem Selektionsdruck abgestoBen wurden (Abschnitt 4.3.2). Bei fehlendem Selekti-
onsdruck gaben die Wildtyp-Derivate das Plasmid ab und auf Platten mit Ampicillin war kein
Wachstum festzustellen. In einem zweiten Ansatz wurde zusatzlich JM109 mit pUC19 betrach-
tet. Es stellte sich heraus, dass bei IM109 im Gegensatz zu WT kein Plasmidverlust festzustellen
war. Bei SuBBIAH et al. (2011) finden sich fir E. coli DH10B bei Langzeit-Passage-Experimenten
mit drei Plasmiden vergleichbare Beobachtungen. Nach mehreren Passagen (iberwogen die
plasmidfreien Klone. Sobald ein Plasmid in der Zelle vorlag, kam es zu FitnesseinbuRen und bei
fehlendem Selektionsdruck wurde das Plasmid abgestoBen [284].

Fir die selektierten Mutanten liel8 sich mit dem Plasmidverlust erklaren, warum nach Passage
auf LB-Agarplatten ohne Selektionsantibiotikum kein Wachstum mehr auf Ampicillin-LB-Agar-
platten moglich war. Nach dieser Erkenntnis wurden die selektierten Mutanten nur noch unter
Selektionsdruck angezogen. Gleichzeitig war eine Moglichkeit gefunden bei Mutanten einen

Plasmidverlust zu erreichen (Plasmid Curing, Abschnitt 2.2.1.11).
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5.3 Untersuchung der selektierten Mutanten nach Durchfiihrung
des Ciprofloxacin-Forward-Assays

Nach dem Ciprofloxacin-Forward-Assay bei E. coli WT (GK571), E. coli WT-K (GK4041) und
E. coli MII (GK573) (Abschnitt 4.2), wurden die selektierten Mutanten charakterisiert (Zusam-
menfassung MHK in Abbildung 5-2). Die MHKs von Ciprofloxacin fiir Mutanten mit QnrA1 (WT,
WT-K oder MII) waren im Durchschnitt hoher, als bei Mutanten mit QnrB1 oder den pUC19-
Kontrollansatzen. Insgesamt war das Verhaltnis der MHK-Zunahme durch Qnr nach den Selek-
tionsschritten geringer bei den Fluorchinolon-empfindlichen Stammen WT und WT-K, bezogen
auf die MHK-Zunahmen bei Versuchsansatzen mit Mll, wo bereits erste Mutationen vorlagen.
Flr Ansatze bei MIl wurde nach Selektion keine MHK von Ciprofloxacin wie flr die Dreischritt-
Mutante E. coli MIll mit 64 pug/ml ermittelt [167]. Die héchste ermittelte MHK von Ciprofloxa-
cin lag bei 32 pg/ml. Die MHKs von Ciprofloxacin der MIl-Mutanten lagen zum Teil in Bereichen
vergleichbar mit den Ergebnissen bei Dr. M. PETSCHULIES (2014). In der Arbeit von Dr. M. PET-
SCHULIES konnte durch ein Ciprofloxacin-Forward-Assay erst eine hochresistente Mutante aus-
gehend von einem E. coli MII-Mutatorstamm selektiert werden. Bei diesem Mutatorstamm fiel
durch eine ortspezifische Mutation innerhalb der Epsilon-Untereinheit der replikativen
DNA-Polymerase Il (DnaQ) die Proof-Reading-Funktion aus, und ein dnaQ-Mutator-Allel er-

hohte die Wahrscheinlichkeit zur Selektion Fluorchinolon-hochresistenter Mutanten [27].

Fiir die selektierten Mutanten wurde eine Sequenzanalyse der QRDR fiir gyrA, parC, gyrB
(nicht bei WT) und parE durchgefiihrt. Bei WT-K wurde die QRDR von gyrA sequenziert. Zu-
satzlich wurde auf eine Deletion in marR hin untersucht, sofern diese Mutation nicht schon

vorhanden war (E. coli MIl besal bereits eine Deletion in marR) (Abschnitt 4.4.3).
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Abbildung 5-2 Grafische Darstellung der minimalen und maximalen Erh6hung der MHK

Links: WT und WT-K und die jeweils selektierten Mutanten mit pHPNE19-02.1 (QnrA1), pHPNE18-02.1
(QnrB1) und pUC19. Rechts: MlIl und die selektierten Mutanten mit pHPNE19-02.1 (QnrA1l), pHPNE18-
01.1 (QnrB1) und pUC19.

In Klammern steht die Anzahl der untersuchten Mutanten. Die MHK von Ciprofloxacin fiir die selek-
tierten Mutanten nach Durchfiihrung eines Ciprofloxacin-Forwardassays fallt unterschiedlich hoch
aus, was durch die diinne vertikale Linie ausgedriickt wird. Der dicke Balken stellt die MHK von Cipro-
floxacin fiir den Ausgangsstamm dar.

Im Rahmen des Ciprofloxacin-Forward-Assays wurde bei Ansatzen mit WT und WT-K (auch bei
MiIl) jeweils eine einzelne Kolonie vom Ciprofloxacin-Selektiv-Agar gepickt und auf frischem
LB-Agar ausgestrichen, bzw. angezogen. Dennoch fanden sich bei jeweils einer WT- und einer
WT-K-Mutante nach RFLP zur AmarR-Untersuchung nach Agarose-Gelelektrophorese fiir ein
Isolat zwei unterschiedliche Banden (Mutation und Wildtyp-Allel, Abbildung 15-1 und Abbil-
dung 15-3). Erwartet wurde eine einzelne Bande. Wahrend des Wachstums auf LB-Agarplatten
mit Ciprofloxacin (8-fache MHK) schien AmarR bei einem Teil der Zellen innerhalb der Kolonie
aufzutreten. Damit lie sich ein Hinweis finden, warum bei HEeisiG et al. (1994) verschiedene
marR-Deletion gefunden wurden [167]. Im Selektionsschritt von der Einschritt-Mutante Ml zur
Zweischrittmutante MII trat eine 175 bp-Deletion in marR auf. Beim anschlieBenden Selekti-
onsschritt von Ml zur Mutante MIII hin, fiel die marR-Deletion in MIIl mit 74 bp kleiner aus

[15], [167], [285].
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Aus einer einzelnen mutierten Zelle wuchs nach Inkubation eine Kolonie heran, bestehend aus
Klonen der ersten Kolonie-bildenden Zelle. Dass sich eine marR-Deletion neben dem Wildtyp-
Allel nachweisen lieR, obwohl nur eine einzelne Kolonie gepickt wurde, lie} die Vermutung
einer durch spontane ungerichtete Mutation auf Ciprofloxacin Selektiv-Agar spater auftreten-
den marR-Deletion zu. Gegen diese These sprach die Tatsache, dass vor dem Auftreten der
Mutation, diese Kolonien nicht auf dem Selektiv-Agar wachsen konnte. Eine detailliertere Un-
tersuchung wurde nicht durchgefiihrt. Mit fortschreitender Inkubationszeit nahm durch Zell-
teilung die Zahl der AmarR Mutanten zu, so dass ein Teil der Zellen der Kolonie das AmarR
enthielt.

Die Veranderungen innerhalb der QRDR wurden durch SANGER-Sequenzierung ermittelt. Bei
allen Versuchsreihen mit Qnr bei WT, WT-K und MII fanden sich keine zusatzlichen Mutationen
innerhalb der QRDR (Tabelle 4-8). Die Anwesenheit von Qnr schien die notwendigen zusatzli-
chen Mutationen innerhalb der Zielstrukturen (gyrA, parC) zu kompensieren. Aus den Arbeiten
von Dr. N. HiLsBERG-EMRICH (2012) war bekannt, dass bei einem Selektionsexperiment mit
E. coli WT QnrS1 mit Ciprofloxacin keine Mutation in gyrA in Codon 83 gefunden wurde. Au-
Rerhalb der QRDR fand sich bei ca. 50 % der untersuchten Stamme eine marR-Deletion. [18].
Durch RFLP wurden in der vorliegenden Arbeit die Mutanten aus den Qnr-freien Ansatzen mit
WT pUC19 und WT-K pUC19 auf gyrAS83L untersucht. Hier fanden sich zwei Mutanten mit
einem veranderten Bandenmuster (RFLP-Untersuchung fiir gyrAS83L, Abschnitt 4.4.2.3). Diese
Mutanten wurden nicht weiter charakterisiert.

Einen Einfluss von Qnr auf die Ausbildung einer Resistenz zeigen auch die Ergebnisse bei BRIA-
LES et al. (2011). Hier wurde in einem Wildtyp E. coli-Stamm im Vergleich zu isogenen E. coli-
Stammen mit Mutationen in gyrA und/ oder parC der In-vitro-Effekt von QnrA1, QnrB1 und
QnrS1 auf die Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz untersucht. Die Anwesenheit von Qnr
erhohte die MHK von Fluorchinolonen fiir die untersuchten E. coli Genotypen. Bezogen auf die
MHK war die Erhéhung bei QnrB1 geringer als bei QnrAl. Die Anwesenheit von Qnr wirkte sich
auf die MPC von Fluorchinolonen dhnlich aus, wie die Anwesenheit der Aminosauresubstitu-
tion Ser83-Leu in GyrA. Bei der Ermittlung der MPC wurden nach 24 h bei der 4-fachen MHK
von Ciprofloxacin fiir dem Wildtyp E. coli ATCC 25922 mit Qnr mindestens 100-mal mehr kolo-

niebildende Einheiten (KBE) im Vergleich zum Qnr-freien Ansatz ermittelt [283].
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In einem Versuchsansatz mit den zwei E. coli Referenzstammen J53 und KL16 fanden sich bei
CesARO et al. (2008) dhnliche Befunde. Nach Selektion mit Ciprofloxacin bei Transformanden
mit Qnr wurde bei 20 % der selektierten Mutanten eine Mutation innerhalb der QRDR detek-
tiert. Fur die Gibrigen Mutanten wurden Mutationen aullerhalb der QRDR vermutet. In der
Vergleichsgruppe ohne Qnr fanden sich bei 79 % der Einschritt-Mutanten die Mutationen in-
nerhalb der Zielstrukturen [263]. Ahnliche Ergebnisse im Zusammenhang mit Ciprofloxacin-
Forward Assays fanden sich in den Arbeiten von Goto et al. (2015) und VINUE et al.
(2014, 2016): Bei E. coli Wildtypstammen wurden keine QRDR-Mutationen in Transformanden
mit QnrA1 nach Ciprofloxacin-Forward-Assays gefunden [262], [265], [286]. Neben Qnr wurde
eine mogliche Kompensation einer QRDR-Mutation auch durch andere PMQR in diesen Arbei-
ten diskutiert, da sich ahnliche Befunde in Versuchen mit weiteren PMQR fanden, wenn auch
hier vereinzelt gyrA-Mutationen detektiert wurden. GoTo et al. (2015) zeigten bei klinischen
E. coli-Isolaten, dass die Aufnahme von gnrA1 allein ausreichte, um in eigentlich letalen Cipro-
floxacin-Konzentrationen zu tGiberleben, ohne dass QRDR-Mutationen auftraten. Besonders bei
E. coli 025b wurde diese Beobachtung gemacht, was einen Teil zur Erklarung flr die weltweite
Ausbreitung des E. coli-Stammes 025b:H4-ST131 beitragen konnte. Das Fehlen weiterer
QRDR-Mutationen ist bei Qnr und anderen PMQR zu beobachten [262], [265], [286].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten lassen vermuten, dass sobald ausgehend von der
Zweischrittmutante E. coli Ml (gyrAS83L, AmarR 175 bp) hin zu Mutanten mit einer MHK von
Fluorchinolonen (iber Grenzwert nach EUCAST 2016 [24] selektiert wird, durch Qnr eine Kom-
pensation weiterer QRDR-Mutationen zur Ausbildung einer hohen Fluorchinolon-Resistenz
moglich ist. Darauf deuten auch die fehlenden QRDR-Mutationen in den selektierten WT- und
WT-K-Mutanten hin. Eine weitere Bestatigung ist das Auftreten von gyrA-Mutationen nur Qnr-
freien Ansdtzen (WT pUC19 Nr. 14 und WT pUC19 Nr. 17; Abschnitt 4.4.2.3.1).

Die Befunde nach Durchflihrung von Ciprofloxacin-Forward-Assays wurden so nicht erwartet,
da bereits bekannt war, dass sich bei Anwesenheit von Qnr in Ciprofloxacin-resistenten gyrA-
Mutanten beide Resistenzfaktoren additiv verhalten [172], [283]. Ubertriagt man die Erkennt-
nisse aus der Charakterisierung der selektierten Mutanten auf Befunde bei klinischen Isolaten
mit Qnr und einer ausgepragten Fluorchinolon-Hochresistenz, so ist zu vermuten, dass der

Transfer eines gnr-codierenden Plasmids erst nach der Ausbildung der notwendigen Mutatio-
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nen innerhalb der Fluorchinolon-Zielstrukturen stattfindet (Abschnitt 1.8). Bei gefundenen kli-
nischen Isolaten (auch aus der Tiermast) lassen sich Mutationen innerhalb der Gyrase und To-
poisomerase IV unter Anwesenheit von Qnr nachweisen. Diese Koexistenz ist nur durch das
Auftreten spontaner Mutationen zu einem Zeitpunkt vor dem Erwerb von Qnr-Plasmiden zu
erklaren [18], [233], [287]—-[293].

Bei den untersuchten Mutanten wurden keine Mutationen innerhalb der QRDR gefunden und
eine Abnahme der Empfindlichkeit gegenlber Fluorchinolonen lie? sich nicht auf Veranderun-
gen der Plasmide zurlckfiihren. Es war davon auszugehen, dass eine Mutation auRerhalb der
bisher bekannten Zielregionen vorlag. Die Ergebnisse bei VINUE et al. (2014, 2016) stiitzen diese
Vermutung. Hier wurden 43 spontane Mutanten untersucht, nachdem ausgehend von E. coli
J53 mit dem natirlichen gnrA1-Plasmid pMG252 selektiert wurde. Die Selektions-Konzentra-
tion lag zwischen der MHK von Ciprofloxacin (0,25 pg/ml) und der MPC (2 pg/ml) (vergleiche
Abschnitt 1.6). Die selektierten Mutanten hatten eine reduzierte Empfindlichkeit gegenliber
Ciprofloxacin (MHK von Ciprofloxacin 0,87 — 2 ug/ml). Bei VINUE et al. (2016) fand sich bei kei-
nem Mutanten eine Mutation innerhalb der QRDR von gyrA [233], [262]. Bei WANG et al. (2004)
wird berichtet, dass zusatzliche chromosomale Mutationen aullerhalb der QRDR der Gyrase
und Topoisomerase IV liegen miissen, die mit Qnr eine hohere MHK von Fluorchinolonen ver-
ursachen ("The higher resistance to all quinolones tested in donor compared to transconjugant

straint reflects such additional chromosomal resistance mutations") [170].

VINUE et al. (2016) lassen eine weitere Vermutung zu. Ausgehend von einem E. coli Wildtyp mit
Qnr werden vermehrt Mutanten mit erhéhter Effluxpumpen-Aktivitat oder einer reduzierten
Porin Expression selektiert. Diese Mutationen sind auRRerhalb der QRDR lokalisiert und schei-
nen den Efflux, bzw. die acrAB- und to/C-Expression zu steigern. Die Wahrscheinlichkeit ist ge-
ringer, dass eine bestimmte Veranderung der Gensequenz in Gyrase oder Topoisomerase IV
auftritt, und fiir die Resistenzausbildung relevant ist. Mutationen der Gyrase oder Topoisome-
rase |V treten in einem verhaltnismaRig kleinen Genabschnitt (QRDR) auf und ein bestimmter
Aminosaureaustausch ist notwendig. Mutationen mit einem Einfluss auf den Efflux treten
schon aufgrund der groRReren infrage kommenden Sequenzbereiche haufiger auf (Abbildung
5-3). Beispielsweise kann MarR seine regulatorische Funktion durch unterschiedliche Mutati-

onen (Deletion, Insertion, Substitution) verlieren [37].
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Abbildung 5-3 Die Regulation der Expression von acrAB-tolC in E. coli [37]

Die Transkription von acrAB und tolC ist nicht miteinander verkniipft. Die gleichen Regulatoren steu-
ern die Transkription der Gene. AcrR: Repressor der acrAB Expression. AcrS: Repressor der acrEF-Ex-
pression. Andere Regulatoren: SdiA oder H-NS-Protein. Die globalen Regulatoren MarA, SoxS und Rob
beeinflussen positiv die acrAB-, tolC- und micF-Expression. micF inhibiert als antisense RNA die Trans-
lation der OmpF mRNA. Das Zwei-Komponenten-Regulationssystem EvgAS und/oder PhoQP kann die
acrAB- und tolC-Expression steigern.

Rote Linien bedeuten eine Repression der Transkription. Griine Pfeile stellen eine Aktivierung der
Gen-Expression dar. MarB moduliert die marA-Expression. Verschiedene Regulatoren kdnnen mit be-
stimmten Liganden Bindungen eingehen (zum Beispiel Antibiotika oder Metabolite) oder kénnen
durch oxidativen Stress induziert werden und inaktiviert (AcrR, MarR, SoxR) oder aktiviert (Rob durch
Gallensalze oder Fettsduren) werden. Auch kdnnen Mutationen zur Inaktivierung von AcrR, AcrS,
MarR und SoxR fiihren. Auch ist eine Regulation der acrAB-Expression durch nicht-codierende RNAs
nachgewiesen worden.

5.3.1 Identifizierung der Ursache fiir die Zunahme der MHK von
Ciprofloxacin

Eine andere Erklarung flr die erhohte Effluxaktivitat, bzw. Resistenzzunahme kdnnen veran-
derte Stoffwechselprozesse sein und werden in den nachsten Kapiteln diskutiert [34], [248],
[294], [295].

Mutationen in der QRDR von Gyrase und Topoisomerase IV tragen starker als PMQR zur Aus-
bildung einer Fluorchinolon-Hochresistenz bei. Jedoch reduziert sich durch PMQR die Zahl an
Fluorchinolonen am Wirkort, so dass der Druck zur Ausbildung einer Mutation innerhalb der
QRDR abnimmt. Gleichzeitig kénnen Mutationen - mit einem schwéacheren Einfluss auf die

MHK von Fluorchinolonen - auRerhalb der QRDR vermehrt auftreten, wenn z.B. durch Qnr die
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Mutationsrate gesteigert wird (Abschnitt 4.6.3.1.2 und Abschnitt 5.2.2) [149], [233], [296]-
[298]. Ahnliche Berichte (iber eine erniedrigte Empfindlichkeit auf Fluorchinolone ohne zusatz-
liche Targetmutationen fanden sich zu klinischen Isolaten, die Qnr oder andere PMQR besaRen
[263], [286], [299]-[301].

Um die Ursache fiir die MHK-Veranderung zu finden, wurde eine Genomsequenzierung bei
einer Mutante durchgefiihrt. (Abschnitt 4.5). Es wurde die selektierte Mutante MIl pHPNE19-
02.1 Nr. 143 (MHK von Ciprofloxacin: 8 — 16 ug/ml) ausgewdhlt. Die Genomsequenzierung
deckte eine 7 bp-Deletion im Gen der Isocitratdehydrogenase (icd) auf. Nach Auswertung der
Sequenzdaten fanden sich keine weiteren Veranderungen im Genom verglichen mit dem Aus-
gangsstamm E. coli Ml (GK573). In einem anschlieBenden Schnelltest auf Aicd wurden weitere
selektierte Mutanten untersucht (Abschnitt 4.5.2). Bei auffalligen Mutanten in der Aicd-Unter-
suchung wurde die komplette icd-Sequenz durch Sequenzierung nach SANGER ermittelt. Zwei

weitere Mutanten mit Mutation im icd-Gen wurden gefunden (Tabelle 5-2).

Tabelle 5-2 Aicd bei selektierten Mutanten.

Mutante MHK Cip (ug/ml) | Mutation

MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 2 16 Aminosdureaustausch, Position +284,
Tyrosin (TAT)—> Stoppcodon (TAG)

MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 8 7 bp Deletion 818 bp bis +824 bp
Stopcodon an Aminosaureposition 278

MIl pHPNE18-01.1 Nr. I1 18 8 Deletion von icd
und angrenzender Region vermutet

Ein Alignment der Aminosauresequenzen ist in Tabelle 5-3 zu finden. Fir die Mutante Ml
pHPNE18-01.1 Nr. 1l 18 liel§ sich flr eine Sequenzanalyse kein Amplicon innerhalb von icd er-
zeugen, und somit keine Sequenz abbilden. Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. 11l 2 fand sich an Position
+284 ausgehend vom Startcodon ein Basenaustausch von TAT zu TAG. Durch diesen Basenaus-
tausch kam es zu einem Stopcodon, so dass statt der Aminosaure Tyrosin ein Transskriptions-
stop codiert war. Bei der Positivkontrolle MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 23 fand sich eine stille Mu-
tation (Position 1863 in Tabelle 4-19). Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 18 konnte ein Bereich von
117 Basen nicht sequenziert werden (grauer Bereich in Tabelle 4-19). Bei den beiden Positiv-
kontrollen, sowie bei allen untersuchten Mutanten, fand sich nach Sequenzanalyse eine Inse-
rtion von 11 Basen im icd-Terminator im Vergleich zu CFT073. Die Rolle der (veranderten) Ter-

minator-Sequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Eine 7 bp-Deletion wie bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. | 43 fand sich bei keiner weiteren der unter-
suchten Mutanten. Dennoch scheint bei drei selektierten Mutanten der Ausfall der Isocitrat-
dehydrogenase fiir die Ausbildung einer klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz verant-
wortlich zu sein. Neben der Mutation in icd wurden keine zusatzlichen Mutationen innerhalb
der QRDR der primaren Targetregionen gefunden. Von den drei gefundenen icd-Mutanten
wurden die Auswirkungen von Aicd auf die Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz anhand

von MII pHPNE19-02.1 Nr. | 43 (Al43) in dieser Arbeit genauer untersucht.
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lcd -Aminosauresequenzen bei E. coli CFT073, MIl und selektierter Mutanten

Tabelle 5-3

A: pHPNE19-02.1 (gnrA1); B: pHPNE18-01.1 (gnrB1).

Homologe Bereiche bei den untersuchten Mutanten als auch bei CFT073 und der Zweischrittmutante
Ml sind gelb unterlegt. Blau unterlegt sind Sequenzen die nur bei einem Teil der untersuchten Mutanten

homolog sind. Bei MIlI A Nr. 11l 2 liegt ein Stopcodon vor, so dass ab Position 95 keine weiteren Amino-

sauren kodiert werden. Bei MIl A Nr. 143 kommt es bedingt durch eine Deletion von 7 bp ab Position

273 zu einer Leserasterverschiebung (frameshift). In Position 278 sorgt die Leserasterverschiebung fiir

ein neues Stopcodon, so dass ab 278 keine Aminosdauren mehr codiert werden. Bei den anderen unter-

suchten Mutanten lieRen sich keine Mutationen innerhalb icd finden. Fiir MIl B Nr. Il 18 konnte kein

Amplicon erhalten werden und daher ist bei dieser Mutante von einer icd-Deletion auszugehen. Bei die-

sem Sequenzvergleich lasst sich keine Aminosduresequenz zeigen.

CFT073

MITI

MII A Nr. I43
MII A Nr. II18
MII A Nr. III3
MII A Nr. III2
MII A Nr. III13
MII B Nr. II23
CFT073

MII

MII A Nr. I43
MII A Nr. II18
MII A Nr. III3
MII A Nr. III2
MII A Nr. III13
MII B Nr. II23
CFT073

MIT

MII A Nr. I43
MII A Nr. II18
MII A Nr. III3
MII A Nr. III2
MII A Nr. III13
MII B Nr. II23
CFT073

MIT

MII A Nr. I43
MII A Nr. II18
MII A Nr. III3
MII A Nr. III2
MII A Nr. III13
MII B Nr. II23
CFT073

MII

MII A Nr. I43
MII A Nr. II18
MII A Nr. III3
MII A Nr. III2
MII A Nr. III13
MII B Nr. II23

icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd

icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd

icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd

icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd

icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd
icd

—

90
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91 180
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5.4 Einfluss Aicd auf Entwicklung einer FQ-Resistenz

5.4.1 Charakterisierung MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1 43

Die Genomsequenzierung deckte bei E. coli MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1 43 eine Mutation in der
Isocitratdehydrogenase (Aicd 7 bp) auf (Abschnitt 4.4.2.1). E. coli-Stamme kdnnen ohne eine
funktionierende Isocitratdehydrogenase (iberleben, da der Stoffwechsel vom Citratzyklus auf
den Glyoxylatzyklus ausweicht (englisch: glyoxylate shunt) [302], [303]. Ohne funktionierende
Isocitratdehydrogenase ist in icd-Mutanten konstitutiv der Glyoxylatzyklus aktiv. Die MHKs von
weiteren Fluorchinolonen (Ofloxacin, Norfloxacin, Ciprofloxacin, Levofloxacin, Moxifloxacin)
lagen hoher als beim Ausgangsstamm MIl pHPNE19-02.1 und oberhalb Grenzwerte gemal
EUCAST 2016 [24]. Zusatzlich war die MHK von Tetracyclin fiir MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 im
Vergleich zu MIl pHPNE19-02.1 um eine Stufe erhoht [24].

Durch Komplementation mit dem dominanten Wildtyp-Gen konnte der Einfluss von Aicd 7 bp
auf die Erhohung der MHK von Ciprofloxacin gezeigt werden. Die Komplementation von Aicd
flhrte bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 zum Absinken der MHK von Ciprofloxacin wieder auf
Niveau von MIl pHPNE19-02.1 (Abbildung 5-4). Eine Komplementation von AmarR bewirkte
bei Ml Aicd 7 bp keine Veranderung der MHK. Vermutet wurde, dass hier Aicd 7 bp zu einem
induzierten Efflux fihrte, was in Abschnitt 5.4.7.3 noch diskutiert wird. Die Komplementation
von AmarR in Mll bewirkte ein Absinken der MHK auf Niveau der E. coli Einschritt-Mutante Ml
(GK572) [167]. Das Zusammenspiel der einzelnen Mutationen in MIl Aicd 7 bp zusammen mit
QnrA1l schien flr die Ausbildung einer klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz notwendig.
Neben QnrAl (pHPNE19-02.1) und QnrB1 (pHPNE18-01.1) wurde auch der Einfluss weiterer
Qnr-Varianten auf die Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz im Zusammenspiel mit den
Targetmutationen in MIl und Aicd 7 bp betrachtet (Abbildung 5-5). Bei allen untersuchten Qnr-
Varianten nahm bei MlIl Aicd 7 bp die MHK von Fluorchinolonen im Vergleich zu Mll zu. Beson-

ders ausgepragt war der Effekt bei MIl Aicd 7 bp mit QnrS1 (pHPNE19-03.1).
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Abbildung 5-4 MHK von Cip nach Komplementation von Aicd 7 bp oder AmarR

Flr die AmarR.-Komplementation wurde pPB591 verwendet (marR-Wildtyp-Allel). Fiir die Aicd-Kom-
plementation wurden die Plasmide pHPHP177-01.1 und pHPHP177-02.1 verwendet, die beide das
icd-Wildtyp-Allel enthielten. Betrachtet wurden die E. coli-Stamme MIl und MII Aicd 7 bp.
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Abbildung 5-5 MHK von Fluorchinolonen fiir Transformanden mit Qnr-Plasmiden

Cip: Ciprofloxacin; Nor: Norfloxacin; MHK von Cip und Nor fiir MIl oder Mll Aicd 7 bp abgebildet. MHK
nach Komplementation mit icd-WT zum Vergleich gezeigt. icd-WT: pHPHP177-02.1; gnrAl: pHPNE19-
02.1; qnrB1: pHPNE18-01.1; gnrC: pHPPH19-02.1; qnrD: pHPPH19-01.1; gnrS1: pHPNE19-03.1

Von den Ergebnissen bei Dr. M. PETSCHULIES (2014) und MACIAG et al. (2012) wurde die Frage
abgeleitet, ob Aicd 7 bp einen Einfluss auf das dominante Mutator-Allel dnaQ905 besal} [27],
[242]. Ein transformierter E. coli-Stamm MII (GK573) mit einem in pBR322 klonierten dnaQ-
Allel aus MIIQ (MIl dnaQ905) besaR eine Mutationsrate auf Mutatorniveau (Abbildung 5-6).
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dnaQ aus MIIQ hatte einen dominanten Mutatorphanotyp gegenliber dem Wildtyp dnaQ-Allel
[27], [304], [305]. MACIAG et al. (2012) zeigten, dass bei Doppelmutanten mit dem rezessiven
Mutator-Allel dnaQ49 und einer Aicd-(Stoffwechsel-)Mutation der Mutatorphanotyp aufgeho-
ben wurde, und die Mutationsrate wieder auf Wildtypniveau sank [27], [242], [244].

@ Mutationsrate

__ 1,00E-08
£ 8 1,006-06
o~
€ S 1,00E-04
o =
® § 1,00E-02
55
S 2 1,00£+00
= N\ D
\\\ O
Ko AN
N oK
K
b(\
Stamm
Abbildung 5-6 Mutationsraten aus der Dissertation von Dr. M. PETSCHULIES (2014) [27]

Verglichen wird die Mutationsrate des dnaQ-Allels der Zweitschritt-Mutante MlI, das sich nicht vom
Wildtyp unterscheidet, mit einem mutierten dnaQ-Allel aus MIIQ (MIlI dnaQ905). Mutationsrate mit
Standardabweichung (RIFF-Assay, 4-fache MHK); E. coli Ml transformiert mit plasmidkodierten Allelen
aus MII (unverandert) und MIIQ (mutiert).

Der in dieser Arbeit und bei Dr. M. PETSCHULIES verwendete dnaQ-Mutator Phanotyp dnaQ905
schien im Gegensatz zu dnaQ49 bei MAcIAG et al. (2012) nicht durch Stoffwechselmutationen
beeinflussbar zu sein [27], [241], [242]. So konnte kein Zusammenhang von zentralen Stoff-
wechsel- und DNA-Replikationsprozessen im Rahmen eines Rifampicin-Forward-Assays ge-
zeigt werden (Abschnitt 4.6.3). Ein Unterschied in der Mutationsrate war bei den verschiede-
nen Transformanden nicht festzustellen. Die Mutationsrate war bei Transformanden mit
dnaQ905 erhoht. Transformanden mit dem dnaQ Wildtyp-Allel zeigten keine Mutanten im
Rahmen des Rifampicin-Forwardassays. Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei MACIAG et al.
(2012) blieb die Mutationsrate unverandert durch Aicd. Als Kontrolle ware hier ein Ansatz mit
Aicd 7 bp und dnaQ49 sinnvoll gewesen, um zu zeigen, dass dnaQ49 verglichen mit dnaQ905
ein rezessiver Mutatorphanotyp ist.

Die hohe Genauigkeit der DNA-Replikation in E. coli wird durch die a (DnaE) und € (DnaQ) Un-
tereinheiten der DNA-Polymerase lll sichergestellt. Beide Untereinheiten gewéhrleisten einen

korrekten Einbau von DNA-Bausteinen durch eine 3 — 5 Korrekturleseaktivitdt und ein Dam-
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Methylase orientiertes Mismatch-Reparatur-System. dnaQA49 ist ein rezessives Allel, das eine
temperaturempfindliche Korrekturleseaktivitat besitzt, und dadurch einen Phanotyp besitzt,
der in einer hohen Rate von spontanen Mutationen und einer chronischen Induktion der SOS-
Antwort resultiert [242], [306]-[308]. Abhangig von der Bindungsaffinitat der mutierten e-Un-
tereinheit (DnaQ) zur a-Untereinheit (DnakE) der DNA-Polymerase Ill existieren auch domi-
nante Mutator-Allele, wie z.B. dnaQ905 [244], [309].

MARUYAMA et al. (1983) zeigten, dass der dnaQ905 (mutD5) Mutator dominant tGber das Wild-
typ-Allel war, wahrend sich dnaQ49 gegeniiber dem dnaQ-Wildtyp-Allel rezessiv verhielt
[307]. Der E. coli-Mutator mutD5 war zudem der starkste E. coli Mutator [310]. Bei dnaQ905
lagen zwei Mutationen im dnaQ-Strukturgen vor (T15l, E220D) [27].

5.4.2  Konstruktion von WT Aicd 7 bp

Die gleiche Deletion in der selektierten Mutante E. coli MIl Aicd 7 bp (isogen zu E. coli Mll),
wurde innerhalb des Chromosoms von E. coli WT in icd mittels ortsspezifischer Mutagene ein-
gefihrt. Mit den isogenen Stammen MIl, MIl Aicd 7 bp und WT, WT Aicd 7 bp waren so die
Ergebnisse besser vergleichbar, als allein durch Komplementation von lcd oder MarR mit den
Plasmiden pHPHP177-01.1, pHPHP177-02.1 und pPB591 [27].

Um die Deletion in das Chromosom einzufiihren, wurde zuerst die Methode nach
DATSENKO et al. (2000) verfolgt. Unter Ausnutzung des bakteriellen Rekombinationssystems
sollte ein PCR-Fragment mit einer homologen Sequenz, die die gewlinschte Mutation enthielt,
im bakteriellen Chromosom eingefiihrt werden [182]. Das Verfahren nach DATSENKO et al. war
nicht erfolgreich. Bakterielle Rekombinationssysteme erreichten nicht die hohe
Rekombinationseffizienz wie das red-Rekombinationssytem in der spater angewendeten
Methode des Gene Doctorings. Die Methode nach DATSENKO et al. hatte eine geringere Effizienz
(Rekombinationsfrequenz 1/10° — 1/107) als die Methode des Gene Doctorings nach LEt et al.,
die eine Rekombinationsfrequenz von ca. 1/10 besaR [27], [245]. Beim Gene Doctoring wurde
das lineare Fragment in vivo durch Restriktion des Plasmids freigesetzt. Zusatzlich lag das
Fragment zu diesem Zeitpunkt bereits in allen Zellen der Bakterienkultur vor und wurde hier
in mehrfacher Kopie freigesetzt [27], [182], [245]. Unter Verwendung des Selektionsmarkers
Levansucrase und durch ein Screening mittels ARMS-PCR wurden schnell rekombinante

Stamme als WT Aicd 7 bp identifiziert.
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5.4.3 Auswirkungen von Aicd 7 bp auf den Stoffwechsel in E. coli

Die Deletion Aicd 7 bp (+818 bp bis +824 bp) fihrte in E. coli zu einem Frameshift und resul-
tierte in einem friihzeitigen Stoppcodon an der Aminosadureposition +278 (Abbildung 5-7). Die
Isocitratdehydrogenase katalysiert die Decarboxylierung von Isocitrat zu 2-Oxoglutarat unter
Verbrauch von NADP* zu NADPH (GlI. 10) [311]. Nach einer post-translationalen Modifikation,
die eine Phosphorylierung von Serin 113 umfasst, wird lcd durch die Isocitratdehydrogenase
Kinase/Phosphatase (AceK) inaktiviert [239]. Nach Dephosphorylierung durch AceK kann lcd
wieder aktiviert werden. So kann AceK die Aktivitat von Icd modulieren (Abbildung 5-8). Damit
wird die optimale Verteilung der Zelle mit Stoffwechselprodukten aus dem Glyoxylatzyklus

und dem Citratzyklus moglich [239].

Abbildung 5-7 Auswirkungen der 7 bp Deletion in E. coli icd

In rot eingefarbt ist der Bereich gekennzeichnet, der durch Deletion und dem damit friihen Stopco-
don nicht mehr synthetisiert wird.

Wachst die Zelle unter Konditionen mit Acetat oder Fettsauren, so wird lcd in den Zellen durch
Phosphorylierung inaktiviert und der Glyoxylatzyklus aktiviert. Sind Glucose oder Vorstufen
dieses Saccharids vorhanden, wird Icd wieder aktiv und mehrheitlich wird der Citratzyklus
durchlaufen (Abbildung 5-3) [239]. Als Folge von Aicd 7 bp war keine Modulation von lcd durch
AceK moglich, da durch das entstandene Stoppcodon ein verkiirztes Protein mit einer zum
Wildtyp-lcd abweichenden Faltung exprimiert wurde. Zusatzlich fielen Bindungsstellen weg,

die in Tabelle 5-4 blau unterlegt wurden und fiir die katalytische Aktivitat notwendig waren.

Zuicd/lcd im Zusammenhang mit einer verringerten Empfindlichkeit auf Chinolone fanden sich

253



Diskussion

bei HELLING et al. (1971) erste Hinweise [246]. E. coli Mutanten konnten aus einem Nalidixin-
saure-Forward-Assay (10 pug/ml) selektiert werden. Ein Ausfall der Isocitratdehydrogenase
(Icd) in diesen Mutanten wurde per Ausschlussverfahren mit verschiedenen Zusatzen stellver-
tretend fiir den jeweiligen Schritt des Citratzyklus ermittelt (Abbildung 5-8). Keine lcd-Enzym-

aktivitat war bei diesen Mutanten zu messen [246].
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Abbildung 5-8  Citratzyklus und Glyoxylatzyklus, modifiziert nach [312]

Rotes Kreuz: Block im Citratzyklus bedingt durch AicdA. AceK reguliert die lcd-Aktivitat durch
Phosphorylierung/Dephosphorylierung. Nach Phosphorylierung kann lcd kein NADP binden.

Isocitrat + NADP < a — Ketoglurat + CO, + NADPH (Gl. 10)

Mit Ausfall der Isocitratdehydrogenase (lcd) bleibt als alternativer Stoffwechselweg zur
Synthese von Reduktionsaquivalenten nur der Glyoxylatzyklus verfligbar. LAksHMmI et al. (1976)
stellten die Hypothese auf, dass sowohl die verbesserte Bestdndigkeit gegeniiber
Nalidixinsaure als auch die schlechte Wachstumsrate bei Mutanten mit fehlendem icd

wahrscheinlich durch die Anhdufung eines hemmenden Stoffwechselprodukts innerhalb der
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Zelle verursacht wurden. Als verantwortliche Verbindungen wurden Citrat, Isocitrat, Aconitat
und Derivate dieser Verbindungen vermutet. Durch Akkumulationsassays wurden in icd-
Mutanten héhere Konzentrationen an Citrat und Isocitrat im Vergleich zu den jeweiligen
Ausgangsstammen gemessen [244].

Aufbauend auf den Arbeiten von SulAviK et al. (2001) stellten HELLING et al. (2002) bei der Un-
tersuchung von E. coli-Mutanten einen konkreten Zusammenhang von Stoffwechselprozessen
zur Induktion der AcrAB/TolC-Effluxpumpe bei E. coli icd-Mutanten her [35], [246]. Eine er-
hohte acrAB Expression wurde bei icd-Mutanten gezeigt. Die Erhéhung wurde auch bei Nalidi-
xinsdure-resistenten cysH-, metE- und purB-Mutanten gemessen. Bei diesen Mutanten fand

sich keine erhdhte Expression fiir emrAB und tolC [35].

Tabelle 5-4 Ubersicht der Substratbindestellen und aktiven Zentren bei E. coli K12 Icd

blau: Bindestellen, die nach Frameshift durch 7 bp Deletion und friihem Stoppcodon fehlen.

AS-Position  Beschreibung [Quelle]

104 - 104 NADP-Bindestelle [311], [313]-[315]

113-113 Substratbindestelle [315], [316]

115-115 Substratbindestelle [315]

119-119 Substratbindestelle [315]

129-129 Substratbindestelle [315]

153 - 153 Substratbindestelle [315]

160 - 160 Kritisch fur Katalyse [315]

230-230 Kritisch fur Katalyse [315]

307 - 307 Bindestelle fir Magnesium oder Mangan [311], [313], [315], [317]

352 - 352 NADP-Bindestelle; Stickstoff des Amids und Sauerstoff der Carbonylgruppe
[311], [313]-[315]

391-391 NADP-Bindestelle [311], [313]-[315]

395 - 395 NADP-Bindestelle [311], [313]-[315]

Wie bei LAksHMI et al. (1976) wurde auch bei HELLING et al. (2002) die Hypothese aufgestellt,
dass die Erhéhung der acrAB Expression durch die Akkumulation von Metaboliten innerhalb
der Zelle induziert wurde (englisch: toxic waste disposal). Die Konzentration an vermeintlich
toxischen Metaboliten stieg aufgrund der Blockaden in Stoffwechselprozessen an. Der Blo-
ckade vorgelagerte funktionierende Prozesse erzeugten weiter Metaboliten [34], [247].

ROSNER et al. (2009) bestéatigten die Ergebnisse von HELLING et al. (2002), dass die durch MarA,
SoxS und Rob gesteuerten Systeme nicht nur Xenobiotika detektierten, sondern auch auf ver-
anderte Konzentrationen von Metaboliten reagierten. TolC-abhangige Pumpen und Trigger
Metabolite (TM) beeinflussten sich gegenseitig in E. coli Wildtyp-Zellen. Neben TolC-abhangi-

gen Pumpen wurden im Gegensatz zu den Aussagen bei HELLING et al. (2002) noch weitere
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TolC-unabhangige Pumpen vermutet [34], [318]. CHuBIz et al. (2010) konnten bei einzelnen
aromatischen Metaboliten zeigen, dass diese in vivo das marRAB-Operon aktivierten. Im ver-

wendeten Modell banden Metaboliten, die an der TolC-Synthese beteiligt waren, direkt an

MarR [319].
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Abbildung 5-9 Regulation der acrAB Expression durch zelluldre Metabolite [248]

DHB (2,3-Dihydroxybenzoat) und andere Metabolite (kleine eckige Formen) werden durch AcrAB-
TolC ausgeschleust. In AacrB-Mutanten akkumulieren diese Metabolite und inaktivieren AcrR und
induzieren gleichzeitig die Expression von soxS und marA. Fiir Interaktionen sind bei Aktivierungen
Pfeile verwendet. Fiir Repression werden ,T“ verwendet. Durchgehende Linien zeigen bekannte
Interaktionen. Gestrichelte Linien stellen hypothetische Interaktionen dar.

Die von HELLING et al. (2002) zuerst postulierte Regulation der acrAB Expression durch zelluldre
Metabolite untersuchten auch Ruiz et al. (2013). Im Gegensatz zu ROSNER et al. (2009) wurde
eine wichtige Rolle fir das AcrAB-TolC-Effluxsystem zur Eliminierung toxischer Metabolit-Kon-
zentrationen gezeigt. Auch wenn andere Effluxpumpen in der Zelle vorlagen, so wurden die
(toxischen) Metabolite hauptsachlich durch AcrAB-TolC ausgeschleust. Gleichzeitig nahm das
AcrAB-TolC Effluxsystem eine wichtige Rolle bei der Regulation der soxS- und marA Expression
ein. Die Ergebnisse bei Ruiz et al. (2013) fir die soxS und marA Transkription wurde direkt
durch guantitative real-time PCR gemessen, statt indirekte Reportergenassays [34], [248],

[318].
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5.4.4 Metabolische Regulation in E. coli

Bakterien kdnnen nur lGberleben, indem sie standig auf Veranderungen in der Umgebung rea-
gieren. Das ist dank eines durchgehenden Uberpriifens der Zustinde inner- und auRerhalb der
Zelle moglich. Der GroRteil einer adaquaten Antwort auf Veranderungen wird durch die meta-
bolische Regulation bewerkstelligt. Die Enzyme in den verschiedenen Stoffwechselwegen un-
terliegen mehreren Stufen der Regulation, bei der auch die Regulation der Transkription von
Bedeutung ist [320]—[322]. Das wird durch globale Regulatoren erreicht (englisch: global regu-
lators), welche hauptsachlich auf der Ebene der Transkription tatig werden. Globale Transkrip-
tionsregulatoren werden selbst von posttransskriptionalen Regulatoren beeinflusst, und damit
eine Kaskade von Regulationsprozessen ausgelost [320], [323].

Bakterien, Pflanzen, und einige Tiere (z.B. Leberegel) kdnnen unter Ausnutzung des Gly-
oxylatzyklus den zwei Decarboxylierungen des Citratzyklus ausweichen und zwei Acetyl-CoA-
Molekile pro Zyklus einfiihren, statt einem Molekdl im Citratzyklus und so eine Verbindung
vom Fettsdaureabbau zur Gluconeogenese schaffen. Durch die Abklrzung des Glyoxylatzyklus
werden vor allem Fette (Triglyceride), aber auch andere organische Verbindungen effektiv in
Glucose (und anschlieBend in Glykogen und Starke) umgebaut. Die Organismen ,,gewinnen mit
dem Glyoxylatzyklus metabolische Vielseitigkeit” [324], [325].

Bei intakter Isocitratdehydrogenase wird in E. coli primar der Citratzyklus ablaufen. Der Gly-
oxylatzyklus wird bei Anwesenheit exogener (langkettiger) Fettsdauren oder teilweise unter an-
aeroben Bedingungen aktiviert, sofern nicht die bevorzugte Glucose als Kohlenstoffquelle im
Wachstumsmedium vorliegt [303], [326]. Auch bei Fettsdauren als Energiequelle bildet sich
beim Abbau vermehrt Acetyl-CoA (B-Oxidation), das Gber den Citratzyklus oxidiert werden
kann. Acetyl-CoA muss zuerst von einem C2-Kérper in einen C3- oder C4-Kérper umgebaut
werden. Diese Aufgabe (ibernimmt der Glyoxylatzyklus und bendtigt Energie, die groBtenteils
durch die Oxidation von Acetyl-CoA im Citratzyklus gewonnen wird. Daher sind Glyoxylat- und
Citratzyklus in E. coli voneinander abhangig. Beide Zyklen werden durch die Isocitratdehydro-
genase miteinander verknipft und im Gleichgewicht gehalten. Hohe Isocitrat-Konzentrationen
sorgen fir einen verstarkten Ablauf des Citratzyklus und einer vermehrten Bildung von ATP
und NADPH. Umgekehrt sorgen niedrige Isocitrat-Konzentrationen fir einen verstarkten Ab-

lauf des Glyoxylatzyklus. In der Folge werden Zwischenprodukte aus dem Citratzyklus abgezo-
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gen, und die Produktion von ATP und NADPH sinkt [326]-[328]. Beim Menschen und Wirbel-
tieren ist eine Synthese von Kohlenhydraten aus Fettsauren nicht méglich, da diesen kein Gly-
oxylatzyklus zur Verfligung steht. Beim vollstandigen Verzicht auf Nahrung (Nulldiat) muss der
Organismus daher durch den Abbau von Aminosauren seinen Glucosebedarf decken und es
kommt zu einem Muskelabbau [324], [325], [329]. Bei E. coli spielt Cra (englisch: catabolite
repressor/ activator protein) eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Kohlenstoffzyklus. Die
Expression von Genen fiir die Aufnahme von Kohlenstoff und fir die Glykolyse werden von Cra
unterdriickt, wihrend z.B. icd von Cra aktiviert wird [320], [330]-[332].

Der Ausfall der Isocitratdehydrogenase in E. coli Ml Aicd 7 bp bedeutet den Verlust von meta-
bolischer Vielseitigkeit. Der Glyoxylatzyklus ist dauerhaft aktiviert und es ist keine Wahl zwi-
schen Citrat- oder Glyoxylatzyklus moglich. Dieser Verlust scheint der Mutante von Vorteil zu
sein, um unter hohen Fluorchinolon-Konzentrationen zu Gberleben. Die Mutante Mll Aicd 7 bp
ist allein auf den Glyoxylatzyklus angewiesen und unfahig auf veranderte Lebensbedingungen
addquat zu reagieren. Wenn keine optimalen Wachstumsbedingungen vorliegen, erfahrt die
Mutante FitnesseinbuRen. Im Wettbewerb zu anderen Bakterienspezies konnte dies einen
Nachteil darstellen, sofern keine Fluorchinolon-Antibiotika in der Umgebung der Bakterien
vorliegen. Sollte durch eine weitere Mutation zusatzlich der Glyoxylatzyklus ausfallen, so ware

diese Mutante nicht lebensfahig. In Abschnitt 5.4.5 wird auf FitnesseinbuRen eingegangen.

5.4.5 Zusammenhang Stoffwechsel und Generationszeiten

Durch Ermittlung der Generationszeiten konnte die Fitness bei icd-Mutanten gegenlber Stam-
men mit isogenem Stammbhintergrund und intaktem icd quantifiziert werden [225]. EDie Ge-
nerationszeit von E. coli MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 war im Vergleich zu E. coli-Stamm MII
Aicd 7 bp verlangert. Wurde auf Ampicillin (50 ug/ml) bei der Anzucht verzichtet, so sank die
Generationszeit auf Werte wie bei Ml Aicd 7 bp. Das war ein Hinweis, dass die betrachteten
E. coli-Stamme mit Abstammung von WT (GK571) bei Ausbleiben eines Selektionsdrucks nicht
bendtigte, plasmidbasierte Resistenzfaktoren verloren, und dadurch schneller wuchsen (ver-
gleiche Abschnitt 4.3.2) [167], [257]. Auffallig war die Generationszeit flir MIl Aicd 7 bp pBP591
(Kan 25 pg/ml) nach MarR-Komplementation. pBP591 (marR) fihrte in MIl Aicd 7 bp zur Erho-
hung der Generationszeit auf 39 min. Die Auffalligkeit wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht

weiter untersucht. Als Erganzung ware ein Vergleich zu E. coli Ml Aicd 7 bp sinnvoll gewesen.

258



Diskussion

Nach marR-Komplementation entsprach MIl Aicd 7 bp dem Stamm MI Aicd 7 bp. Die ermittel-
ten Generationszeiten fiir WT und Ml deckten sich mit den Ergebnissen bei BAGEL et al. (1999),
die flr E. coli Ml eine Generationszeit auf Niveau von WT, bzw. MII zeigten [130]. Die Genera-
tionszeiten von WT Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp pBP591 waren ungefihr gleich groR. Ubertra-
gen auf die Generationszeiten fur MIl Aicd 7 bp pBP591 (bzw. Ml Aicd 7 bp) wéare gemal den
Erkenntnissen bei BAGEL et al. (1999) nach MarR-Komplementation eine Generationszeit in
dhnlicher Hohe zu erwarten gewesen. Jedoch war die ermittelte Generationszeit kiirzer.

Der Vergleich der ermittelten Generationszeiten (Abbildung 4-35) zeigte, dass Aicd 7 bp fir
verlangerte Generationszeiten in WT Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp verantwortlich war, und da-
mit negative Auswirkungen auf die Fitness hatte. Als Folge kénnten diese Stamme nicht mit
schneller wachsenden Zellen konkurrieren. Bedingt durch eine héhere MHK von Fluorchinolo-
nen schien flr MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 eine verlangsamte Wachstumsgeschwindigkeit das
»geringere Ubel” zu sein. Eine Erkldrung fiir die Fitnesseinbuen kénnte im verdnderten Stoff-
wechsel bedingt durch Aicd 7 bp liegen. Der Glyoxylatzyklus lieferte weniger Reduktionsaqui-
valente als der Citratzyklus. Dieser Zustand war bei WT Aicd 7 bp und Ml Aicd 7 bp dauerhaft.
Zusammengefasst stand der (E. coli) Zelle weniger Energie fiir weitere Stoffwechselprozesse
zur Verfligung, was sich auf die Generationszeit auswirkte.

Zusatzlich ist zu diskutieren, ob die von HELLING et al. (2002) und Ruiz et al. (2013) postulierte
Induktion der acrAB Expression durch eine Akkumulation an Stoffwechselprodukten
(Abschnitt 5.4.6 und Abschnitt 5.4.7.3) gleichzeitig zu einem verstarkten Auswartstransport
von wichtigen Nahrstoffen flihrte. In Stammen mit einem MIl-Stammhintergrund wirkte sich
die durch MarA-gesteuerte acrAB- und tolC-Uberexpression verstirkend auf den Efflux aus.
Nahrstoffe standen nicht mehr ausreichend zur Verfligung und bedeuteten fiir diese Zellen
einen biologischen Nachteil, der sich in einem langsamen Stoffwechsel und einer Zunahme der
Generationszeit sichtbar machte [34], [225], [248]. Einen Zusammenhang von induziertem
Efflux und einem langsamen Wachstum bei E. coli findet man auch in den Daten von
Dr. ARNTIEN (2002) und bei RAND et al. (2002) [225], [333]. Ahnliche Beobachtungen wurden

auch bei anderen Spezies gemacht, wie z. B. Salmonella oder Pseudomonas [334]-[336].
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5.4.6 Einfluss von Effluxpumpeninhibitor und —induktor auf die
MHK von Fluorchinolonen fiir Ml Aicd 7 bp

Durch die Bestimmung der MHK von Fluorchinolonen (FQ) unter Zugabe von Phe-Arg
b-Naphthylamid Dihydrochlorid (PABN, Effluxpumpen-Inhibitor) oder Natrium-Salicylat

(Na-Salicylat, Induktor) waren Aussagen Uber den veranderten Efflux durch Aicd 7 bp moglich.

Nach Zugabe von PABN bei E. coli Ml Aicd 7 bp zeigte sich kein Absinken der MHK von Cipro-
floxacin oder Norfloxacin auf das Niveau von E. coli MIl. Die ermittelten MHK von FQ wiesen
auf einen gemeinsamen Einfluss von Aicd und Qnr auf den MDR-Efflux hin, da dieser unvoll-
standig durch PABN in MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 inhibiert wurde. Zum Vergleich lief§ sich
der MDR-Efflux in den Qnr-freien Ansdatzen mit MIl, MIl pUC19, MIl Aicd 7 bp und
MII Aicd 7 bp pHPHP177-02.1 vollstandig inhibieren (Tabelle 4-35).

Ahnlich wirkten sich auch weitere Qnr-Varianten auf die MHK von Fluorchinolonen aus. Be-
sonders ausgepragt war der Effekt fir MIl Aicd 7 bp mit pHPNE19-03.1 (QnrS1, Tabelle 4-36).
Aufgrund der ermittelten MHK von Norfloxacin lieR sich interpretieren, dass der MDR-Efflux
trotz Zugabe von PABN nicht vollstandig inhibiert wurde, oder es wurde der Einfluss von Qnr
auf die Gyrase hier gezeigt. AulRer bei Ml Aicd 7 bp mit Qnr bewirkte PABN bei allen Ansatzen
eine Zunahme der Empfindlichkeit auf FQ. Die MHK von Norfloxacin sank fir diese Stamme
um ein bis zwei Verdiinnungsstufen und unter den Wert fiir eine klinisch relevante FQ-Resis-
tenz (gemall EUCAST 2016) [24], [27], [337], [338].

Natriumsalicylat kann besonders mit MarR interagieren, was zu einer verstarkten Bildung von
MarA fihrt, und so die acrAB-Expression induzieren kann, die in einen MDR-Phanotyp
resultiert. Neben einem Mar-abhangigen Einfluss von Natriumsalicylat werden noch zusatzlich
Mar-unabhangige Mechanismen diskutiert [34], [138], [145], [181], [248], [251], [252].

Aus den Ergebnissen von Dr. N. MATTHIESSEN (2007), war bekannt, dass sich die
acrAB-Expression in MIl trotz marR-Deletion steigern lieB. Daraus ergab sich fiir diese Arbeit
die Frage, ob die acrAB-Expression durch Aicd 7 bp gesteigert wurde, wenn die regulierende
Wirkung von MarR in E. coli Ml bereits durch die Deletion AmarR 175 bp ausfiel. Wahrend die
acrAB-Expression negativ durch AcrR reguliert wird, wird die Expression positiv bei acrAB und
tolC durch die Transkriptions-Regulatoren MarA, Rob und SoxS beeinflusst [46], [260], [266],
[339].
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Unter Zugabe des Induktors Natriumsalicylat wurden Empfindlichkeitsbestimmungen
durchgefiihrt (Abschnitt 4.6.7.2) und die Verdopplung der PacrAB-Aktivitat in E. coli Ml
(AmarR 175 bp) im Vergleich zum Natriumsalicylat-freien Ansatz gezeigt (Tabelle 4-37 und
Abschnitt 5.4.7.3) [138], [145], [181], [251], [252].

KRISHNAMOORTHY et al. (2013) zeigten, dass bei Mangel an TolC nicht wie erwartet die MHK sank.
Auch wenn ein aktiver Efflux-Komplex zwingend einen TolC-Kanal benétigt, so reichte eine
kleine Fraktion an aktiven AcrAB-TolC-Efflux-Komplexen in einer E. coli-Zelle aus, um einen
ausreichend hohen Efflux von Xenobiotika zu gewdhrleisten. Dabei wurde nicht die volle
Kapazitdit an verfligbaren AcrAB-TolC-Komplexen ausgereizt. Auch hatten groRere
Schwankungen in der Anzahl der AcrAB-TolC-Komplexe einen geringen Einfluss auf die MHK
von verschiedenen Antibiotika [340]. Die Ergebnisse von TIKHONOVA et al. (2004, 2011) deuten
darauf hin, dass AcrAB in E. coli im Uberschuss zu TolC vorliegt, und nicht der limitierende
Faktor fur die Assemblierung der AcrAB-TolC-Effluxpumpe ist. Im Umkehrschluss schien nur
eine kleine Fraktion an TolC zur Komplex-Bildung flir AcrAB zuganglich zu sein [49], [342].
Neben dem Einfluss von Qnr auf die MHK von Fluorchinolonen schien in E. coli Ml eine
icd-Deletion durch die Akkumulation von (giftigen) Metaboliten fiir die Induktion weiterer
Regulationsprozesse zu sorgen. Eine ,,Reserve” an AcrAB-TolC-Effluxpumpen wurde verfligbar.
Die Anzahl an AcrAB-TolC Effluxpumpen, die in die Zellmembran eingebaut werden, scheint
limitiert zu sein. Antibiotika und toxische Metabolite werden lber die AcrAB-Pumpe aus der
Zelle geschleust. Die Transport-Fahigkeit des TolC-Kanals ist abhadngig von der Kapazitat der
AcrAB-Pumpe (Vmax) [340], [341].

Bei HELLING et al. (2002) und Ruiz et al. (2013) fanden sich neben der Vermutung, dass das
AcrAB-TolC-Effluxsystem die wichtigste Rolle beim Ausschleusen zelluldarer Metabolite und
anderer Xenobiotika einnimmt, der Hinweis, dass neben MarA zusatzlich die globalen
Transkriptionsregulatoren SoxS oder Rob die acrAB-Expression induzierten [34], [248]. In der
vorliegenden Arbeit lieRen die Ergebnisse aus den Versuchen mit Induktion durch
Natriumsalicylat die Vermutung zu, dass in MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 die icd-Deletion
verantwortlich fiir die Ausbildung zusatzlicher AcrAB-TolC-Komplexe war (Ergebnisse in
Abschnitt 4.6.7.2). Bereits die Anwesenheit von Qnr allein in der Zelle schien im
Zusammenspiel mit Natriumsalicylat die Empfindlichkeit auf Ciprofloxacin herabzusetzen.

Nach Zugabe von Natriumsalicylat fiel in Stdmmen mit Aicd 7 bp und Qnr die MHK hoher aus

261



Diskussion

im Vergleich zu Stammen ohne Aicd 7 bp und Qnr oder im Vergleich zu Stammen nur mit Qnr.
In MIl schien trotz einer marR-Deletion eine Induktion des Effluxes mit Salicylat moglich

(Abbildung 5-10).
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Abbildung 5-10 Einfluss von Natriumsalicylat auf die MHK von Ciprofloxacin

A: Aicd 7 bp; Al: pHPNE19-02.1 (gnrA1); S1: pHPNE19-03.1; Cip: Ciprofloxacin; Vergleich der MHK
von Ciprofloxacin fiir E. coli WT (GK571), MIl (GK573) und Mutanten mit Aicd 7 bp (Ml Aicd 7 bp) und
isogenem Stammhintergrund. Gegeniiberstellung der MHK fiir jeden einzelnen Stamm mit Zusatz
von Natriumsalicylat (,,mit Sal“) und ohne Zusatz (,ohne Sal“). Anzucht von Ansatzen mit Plasmid
unter Zusatz des Selektionsantibiotikums Ampicillin (50 pg/ml).

5.4.7 Verwendung von Reportergenplasmiden zur Messungen
der Luciferase-Aktivitat

Unter Mitwirkung von B.Sc. Sarah-Franziska Stahl im Rahmen einer Bachelorarbeit

5.4.7.1 Vorversuche und Ermittlung der optimalen Messbedingungen

Aufbauend auf den Erkenntnissen mit PABN und Natriumsalicylat (Abschnitt 5.4.6) wurde die
acrAB-Expression in MIl Aicd 7 bp untersucht. Mit der Verwendung von Reportergenplasmiden
(PacrAB(/EF)::luc) sollte ein moglicher Zusammenhang in E. coli MIl Aicd 7 bp zwischen der
Regulation der Expression der AcrAB/TolC-Effluxpumpe und einem Block im Citratzyklus
detaillierter analysiert werden. Reportergenplasmide erlaubten eine indirekte Erfassung der

transskriptionalen Aktivierung durch Korrelation der Aktivitdt des Reporterproteins (/uc) mit
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den Promotoren PacrAB (oder PacrEF). Ziel war eine Erklarung fir die Zunahme der MHK von
Fluorchinolonen in Mll Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 zu finden.

Die von Dr. N. MATTHIESSEN (2007) verwendeten Plasmide pPHB335, pPHB333 und pPHB331
konnten in den Stammen MII Aicd 7 bp und MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 nicht wie geplant ver-
wendet werden (Abschnitt 4.6.7.3.9) [181]. Die genaue Ursache fir die erfolglose Transforma-
tion von MIl Aicd 7 bp mit pPHB331, pPHB333 und pPHB335 wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter untersucht. Die Transformation gelang mit pHPAR177-01.1, da dieses Plasmid mit
dem Ausgangsvektor pACYC177 einen ori aufwies, der nicht zur Inkompatibilitatsgruppe um
pBR322 und pUC19 zahlte (Tabelle 5-5) [244], [245], [247]. Fur Untersuchungen in WT und
WT Aicd 7 bp konnten die Reportergenplasmide von Dr. N. MATTHIESSEN verwendet werden
[181], [238], [253], [343], [344]. Der eingesetzte Reportergenassay gab nicht alle Prozesse ei-
ner E. coli-Zelle wieder. Genabschnitte, die zusatzlich zu den untersuchten Promotoren an der
Regulation der Expression von acrAB (und acrEF) beteiligt waren, wurden durch die gewahlte

Methode nicht vollstandig bericksichtigt.

Tabelle 5-5 Ubersicht Vektoren mit ORI, Kopienzahl und Inkompatibilitatsgruppe [311], [324]

Vektor Kopienzahl ORI Inkompatibilitatsgruppe
puC ca. 500-700 pMB1 (Derivat) A
pBR322 ca. 15-20 pMB1 A
pACYC ca. 10 p15A B

Bei Verwendung von Reportergenplasmiden mit PacrAB::luc war zu beachten, dass sich die
Kopienzahl des Plasmids direkt auf die Genexpression und damit auf die detektierten Lichtsig-
nale auswirkte. Auch wirkte sich theoretisch die Kopienzahl auf die Wachstumsgeschwindig-
keit einer Zelle aus (Abschnitt 4.6.6). Dieser Einfluss war jedoch in den Ergebnissen dieser vor-
liegenden Arbeit nicht zu sehen. Fir alle Versuchsansatze wurde die Einhaltung gleicher An-
zuchtbedingungen angestrebt, um einen moglichen Einfluss auf die Kopienzahl und Genex-
pression gering zu halten. Zur Untersuchung der acrEF-Expression wurde das Reportergenplas-
mid pHPHP177-04.1 (PacrEF::luc) kloniert (Abschnitt 4.6.7.3.6). Fiir WT und WT Aicd 7 bp
wurde pPHB333 eingesetzt, da dieser Vektor im Gegensatz zu pHPHP177-04.1 (Kan') eine Tet-
racyclin-Resistenz vermittelte. Aufgrund der Aussagen bei HELLING et al. (2002) und Ruiz et al.
(2013), dass die durch AcrEF-TolC erbrachte Effluxleistung im Vergleich zu AcrAB-TolC vernach-

lassigbar war, wurde in Mutanten mit einem isogenen MIl-Hintergrund keine Messung der
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PacrEF Expression durchgefiihrt, und diese Messung blieb auf WT und WT-Mutanten be-
schrankt. Auch fanden sich bei Dr. N. MATTHIESSEN vergleichbare Aussagen [34], [181], [248].
Lichtsignale konnten bei dieser Methode nur erfasst werden, wenn das plasmidbasierte luc-
Gen exprimiert wurde. Somit waren Lichtsignale direkt mit einer Promotoraktivitat in Verbin-
dung zu bringen.

Bei der Ermittlung der optimalen Messbedingungen wurde festgestellt, dass der Zeitpunkt der
LAR-Zugabe (englisch: Luciferase Assay Reagent) einen direkten Einfluss auf die absolute
Luciferase-Aktivitat hatte (Abschnitt 4.6.7.3.1). Diese Beobachtung findet sich auch bei
Dr. M. ABU MRAHEIL (2005), wo ein Luciferase-Testsystem zur Ermittlung von Genexpressionen
verwendet wurde. Nach Zugabe von LAR nahmen die RLU-Werte mit der Zeit ab [224]. Um
eine grolRe Zeitdifferenz zu vermeiden, wurden maximal finf Proben pro Messreihe zeitgleich
vermessen. Durch den Einfluss der Zeit auf das Messergebnis wies die Messung einer
Genexpression durch Luciferase-Reportergenassays methodische Grenzen auf. RLU-Werte
konnten aufgrund des Verbrauchs von LAR durch die Luciferase mit der Zeit abnehmen, oder
die Enzymaktivitat nahm mit der Zeit ab und LAR war noch ausreichend im Messansatz
vorhanden. Eine Enzymaktivitat war jedoch auszuschlieRen, da der verwendete Lysis-Mix das
Luciferase-Enzym flir mehrere Minuten stabilisierte. Diese Beobachtung deckte sich mit den
Vorgaben von PROMEGA und erneut mit der Arbeit von Dr. M. ABU MRAHEIL (2005) [223], [224].
Daher war die Abnahme der RLU-Werte auf den Abbau von LAR zuriickzufihren. Die Vorgaben
durch PROMEGA machten keine Vorschlage, wie dieser Abnahme begegnet werden konnte. Eine
erneute Zugabe von LAR ware zur erneuten Substratsattigung vor jeder Messung sinnvoll, um
den Einfluss des Zeitfaktors moglichst klein zu halten. In dieser Arbeit wurde nach
Vorversuchen eine von den Herstellerangaben abweichende Rezeptur fiir den Lysis-Mix
verwendet. Die Lysozym-Konzentration betrug zwei Drittel und die BSA-Konzentration betrug
ein Drittel der vom Hersteller vorgegebenen Konzentrationen. Hier wurde auf die Erfahrung
von Dr. M. ABU MRAHEIL (2005) und Dr. N. MATTHIESSEN (2007) zuriickgegriffen [181], [223],
[224].

5.4.7.2 Wahl eines geeigneten Quotienten zur Ermittlung der spezifischen Luciferase-
Aktitivat

Der Einfluss von Aicd 7 bp auf die Expression von acrAB wurde Uber die spezifische

Luciferaseaktivitat sichtbar gemacht. Hierzu wurden Quotienten der absoluten RLU-Werte
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bezogen auf die optische Dichte (OD), Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE) oder auf
den Proteingehalt (nach BRADFORD) ermittelt. Durch die Quotienten wurden Schwankungen
bedingt durch unterschiedliche KBE oder durch unterschiedliche Wachstumsphasen
ausgeglichen und somit die einzelnen Proben erst vergleichbar gemacht. Fir den Vergleich der
einzelnen spezifischen Luciferase-Aktivitaten wurden die Aktivitaten auf einen bestimmten
Ausgangsstamm bezogen. Die PacrAB-Aktivitat dieses Ausgangsstammes (z.B. E. coli WT,
GK571) bildete den Grundwert. Die RLU/KBE-Quotienten unterschieden sich vom
RLU/Protein- und RLU/OD-Quotienten (Abbildung 4-50). Die untersuchten Stamme wurden bis
zur gleichen optischen Dichte (OD) angezogen, unterschieden sich jedoch in Ihrer
Morphologie. Bei gleicher OD konnten unterschiedliche KBE vorliegen. Als MaR fiir die
Tribung einer Fllssigkultur und als schneller Indikator fiir den Wachstumszustand einer Kultur
wurde die OD liber eine Absorptionsmessung bestimmt. Mit der OD wurde indirekt die KBE
gemessen, da bei einer héheren Zellzahl auch eine hohere OD gemessen wurde. Das war
eingeschrankt moglich, da ab einer gewissen Zelldichte, die OD nicht mehr anstieg. Bei gleicher
OD verschiedener Stamme werden die Zell-Morphologien nicht unterschieden und daher
fuhren unterschiedliche KBE zur gleichen OD. Dadurch konnte eine Abweichung der RLU/KBE-
Quotienten erklart werden. Auch war nicht zufriedenstellend, dass bei diesem Quotienten die
Einzelwerte eines Stammes untereinander schwankten, was in der Standardabweichung
deutlich wurde. Zur Untersuchung der PacrAB-Aktivitat wurden die RLU/OD- und RLU/Protein-

Quotienten berlicksichtigt, da beide Quotienten miteinander korrelierten.

5.4.7.3 Untersuchung des Einflusses von Aicd 7 bp auf die Expression von acrAB
(und acreF) durch Verwendung eines Luciferase-Reportergenassays

Die erste Messung der PacrAB-Aktivitdt in Stammen mit isogenem Stammbhintergrund
(10.07.2014, Abbildung 4-50, Abschnitt 4.6.7.3.9) zeigte bei E. coli MI (gyrAS83L, GK572) eine
Erhohung von 150 % im Vergleich zu WT (GK571). Diese Beobachtung fand sich auch in der
Arbeit von Dr. N. MATTHIESSEN (2007), und wurde dort im Zusammenhang mit dem Einfluss der
AcrAB/TolC-Effluxpumpe auf die Entstehung einer Folgemutation diskutiert. Hier wurden die
gemachten Beobachtungen mit der von LINDGREN et al. (2003) beschriebenen Erhéhung der
Mutationsrate im Laufe der Entwicklung einer Fluorchinolon-Resistenz in E. coli in Verbindung

gebracht [181], [345]. In der vorliegenden Arbeit hatte bei E. coli-Stamm JM109 die Mutation
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im Gyrase-Gen (gyrA96) keinerlei Auswirkung auf die Promotoraktivitat. In E. coli MIl (GK573)
konnte bedingt durch die target-Mutation gyrAS83L und durch die zusatzliche non target-
Mutation (marR-Deletion) eine Zunahme der PacrAB-Aktivitat im Vergleich zu E. coli WT von
300 % bis 350 % gemessen werden. Fir MIl Aicd 7 bp (ohne pHPNE19-02.1) lag die Aktivitat
auf gleichem Niveau wie fiir MIl und ein Effekt von Aicd 7 bp auf die PacrAB Expression wurde
nicht detektiert. Diese Ergebnisse korrelierten mit den MHK von Fluorchinolonen fiir die
untersuchten Stamme [167], [257], [258].

In der zweiten Messung (15.07.2014, Abbildung 4-51) wurde bei MIl und MII Aicd 7 bp eine
Erhohung der PacrAB-Aktivitat von 600 % im Vergleich zu WT ermittelt. Bei dieser Messung
musste die Versuchsdurchfiihrung gedndert werden, und statt der Inkubation in einem
Schuttelinkubator wurden in einem Wasserbad die Kulturen fir WT, Ml und JM109 anzogen.
Diese Anderung fiihrte vermutlich zur Anderung der absoluten RLU-Werte, die fast doppelt so
hoch ausfielen verglichen mit der ersten Messung (10.07.2014, Abbildung 4-50). Jedoch
fanden sich bei WT, Ml und JM109 zueinander die gleichen Verhaltnisse der PacrAB-Aktivitat
wie in der Messung vom 10.07.2014. Bei dieser Messung war es nicht moglich gewesen die
verschiedenen Stamme unter gleichen Bedingungen anzuziehen. Bei der zweiten Messung
(15.07.2014, Abbildung 4-51, Abschnitt 4.6.7.3.9.1) wurden vier weitere selektierte Mutanten
(Qnr-frei nach plasmid curing) aus dem MiII-Ciprofloxacin-Forward-Assay untersucht (interne
Bezeichnung: MII A Nr. 11 21; MIl ANr. Il 13; MII B Nr. 11 18; MII B Nr. 1127, Abschnitt 4.4.2.2
und Abschnitt 4.6.4.3). Die PacrAB-Aktivitat dieser Mutanten war auf einem Niveau mit Mll
und Ml Aicd 7 bp. Eine mogliche unbekannte zusatzliche Mutation in diesen Mutanten wirkte
sich nicht auf die Erhoéhung einer Expression aus. Interessant war die Mutante
MIl pHPNE18-02.1 Nr. Il 18, die vermutlich kein icd-Gen besal} (Abschnitt 4.5.2.2). Hier fand
sich ein Aktivitatsniveau vergleichbar zu Mll und Mll Aicd 7 bp. Dieses Ergebnis deckte sich mit
der erwarteten MHK-Zunahme, die erst bei Anwesenheit von Qnr in der Mutante zu sehen war
(Tabelle 4-27 und Tabelle 4-41) [257], [258].

In einem dritten Versuchsansatz (17.07.2014, Abbildung 4-52, Abschnitt 4.6.7.3.9.2) wurde der
Einfluss von Norfloxacin (stellvertretend fiir Fluorchinolone) auf die PacrAB-Aktivitat in den
E. coli-Stammen MII, MIl Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 untersucht. Mit zuneh-
mender Norfloxacin-Konzentration, die einem Mehrfachen der jeweiligen MHK von Norfloxa-

cin fir die einzelnen Stamme entsprach, wurde die Aktivitat untersucht (Abbildung 4-52). Es
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wurde erwartet, dass die Aktivitdt von PacrAB nach Zugabe von Norfloxacin anstieg, da die
Anwesenheit von Norfloxacin zur Erhéhung der Effluxpumpen-Aktivitat fihrte. Die Messwerte
der Stimme nach Einstellung der Norfloxacin-Konzentration auf 0,5 pg/ml stimmten aber mit
den Ergebnissen bei Pibbock et al. (2006) und Dr. N. MATTHIESSEN (2007) Uberein [33], [181].
Eine Erklarung kénnte sein, dass die Aktivitatszunahme bei héheren Norfloxacin-Konzentrati-
onen (2x MHK, 4x MHK, 8x MHK) fir die Zelle eine Zunahme an Zellstress bedeutete und zu-
nachst eine Senkung der acrAB-Expression bewirkte. Nach Behebung grofRerer Schaden wird
die AcrAB-TolC-Effluxpumpe vermehrt gebildet [304]. Bei dieser Messung (17.07.2014) konnte
E. coli WT nicht als BezugsgrofRe verwendet werden, da diese Kultur nicht gewachsen war.
Daher wurden die Ergebnisse auf MIl mit Norfloxacin (0,5 pg/ml) bezogen. Mit zunehmender
Norfloxacin-Konzentration war eine Zunahme der Promotoraktivitdit bei MIl und
MiII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 zu beobachten.

Die Ergebnisse fur MIl Aicd 7 bp (17.07.2014, Abschnitt 4.6.7.3.9.2) zeigten ein umgekehrtes
Verhalten, da mit zunehmender Norfloxacin-Konzentration die Promotoraktivitat abnahm.
Der RLU/Protein-Quotient war bei hohen absoluten Werten und niedrigen
Proteingesamtmengen hoch. Lagen bei hoherer Norfloxacin-Konzentration vermehrt tote
Zellen vor, so blieb die Proteingesamtmenge gleich, doch nahm die PacrAB-Aktivitat ab, was
zu einem niedrigen RLU/Protein-Quotienten fiihrte. Eine dhnliche Beobachtung lieB sich beim
RLU/OD-Quotienten feststellen. Da auch tote Zellen Licht absorbierten, konnte bei einer
hohen OD ein niedriger RLU/OD-Quotient resultieren. Auch war zu bericksichtigen, dass
Fluorchinolone ab gewissen Konzentrationen dafiir sorgten, dass Bakterien sich unvollstandig
teilten und so nur in die Lange wuchsen. Das fiihrte zu hohen OD bei niedriger KBE. Zum
Messzeitpunkt konnten im Ansatz mit MIl Aicd 7 bp tote oder nicht vollstandig geteilte Zellen
vorgelegen haben, da vermutlich eine zu hohe Norfloxacin-Konzentration gewahlt wurde
(MII Aicd 7 bp + Norfloxacin 4 pg/ml).

Bei der Messung vom 17.07.2014 (Abbildung 4-52, Abschnitt 4.6.7.3.9.2) wurde bei
MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 eine hohere Promotoraktivitat als bei MIl und Ml Aicd 7 bp ge-
messen. Diese Aussage galt fur den RLU/Protein-Quotienten. Bezogen auf den RLU/OD-Quoti-
enten lag Uber die unterschiedlichen Messansatze hinweg die von PacrAB abhangige Luci-
ferase-Aktivitat bei Mll Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 im Mittel um 32 % hoher gegentiber MIl. Im

Vergleich zu MIl Aicd 7 bp war die ermittelte Aktivitdt um 26 % erhoht. Bezogen auf den
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RLU/Protein-Quotienten war die Aktivitat bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 im Mittel um 50 %
gegenltber MIl und um 31 % gegenliber Mll Aicd 7 bp erhoht.

Da ein Vergleich zu E. coli WT in der Messung vom 17.07.2014 fehlte, wurde die Messung am
14.08.2014 wiederholt (Abbildung 4-53 und Abbildung 4-54, Abschnitt 4.6.7.3.9.2). Bei der
Wiederholung wurden alle untersuchten Mutanten zusatzlich ohne Zugabe von Norfloxacin
vermessen, was im Vorversuch (17.07.2014) nicht gemacht wurde. Die BezugsgroRe war die
PacrAB-Aktivitat bei WT ohne Fluorchinolon-Zugabe. Erneut lag die ermittelte Promotorakti-
vitdt bei den Antibiotika-freien Kontrollen MIl und MIl Aicd 7 bp auf einem vergleichbaren Ni-
veau und betrug 250 % bis 300 % der WT-Aktivitat. Bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 fanden
sich vergleichbare Ergebnisse zur Messung vom 17.07.2014. Die Luciferase-Aktivitat war héher
als bei MIl und MII Aicd 7 bp. Im Durchschnitt war die ermittelte Luciferase-Aktivitat bei
MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 bezogen auf den RLU/OD-Quotienten um ca. 35 % erhoht gegen-
Uber MIl und ca. 27 % erhoht gegentiber MIl Aicd 7 bp. Betrachtet man den RLU/Protein-Quo-
tienten, so war bei MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 die Luciferase-Aktivitdat um 14 % gegeniiber
MIl erhéht und um 12 % gegeniiber MIl Aicd 7 bp erhdht. Die Anwesenheit von QnrAl oder
die Kombination aus QnrA1 mit Aicd schien die PacrAB-Aktivitat zu induzieren. Kontrollen fur
WT mit Aicd 7 bp zeigten hier eine Induktion der Promotoraktivitat (Abbildung 4-55).

Neben E. coli WT wurden die Ergebnisse der Wiederholung (14.08.2014, Abschnitt 4.6.7.3.9.2)
mit der Antibiotika-freien Kontrolle des jeweiligen Stammes ins Verhaltnis gesetzt (Abbildung
4-54). Die Zugabe von Norfloxacin 0,5 pg/ml bei MIl, Ml Aicd 7 bp, Ml Aicd 7 bp pHPNE19-
02.1 zur Antibiotikafreien-Kontrolle I6ste eine Abnahme der PacrAB-Aktivitat aus. BAILEY et al.
(2006) kommen zu dhnlichen Expressionsmustern bei Versuchen mit E. coli MG1655 [261]. Zur
Erklarung einer verringerten Empfindlichkeit gegenliber Fluorchinolonen war eine Zunahme
der acrAB-Expression erwartet worden. Die Ergebnisse nach Zusatz von subinhibitorischen
Norfloxacin-Konzentrationen passen zu den Beobachtungen von Dr. N. MATTHIESSEN (2007) und
BAILEY et al. (2006) [181], [261]. Nach Erhéhung der Norfloxacin-Konzentration auf MHK-Ni-
veau und auf die doppelte MHK scheint im Rahmen einer SOS-Antwort (englisch: sos response,
Abschnitt 1.5.2) die acrAB-Expression wieder zuzunehmen. Vermutlich sobald DNA-Schaden
behoben wurden, und eine fehlerfreie Expression wieder gewahrleistet war. Bei
MiII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 war dieser Trend auch zu beobachten. Hier war bei der doppelten
MHK jedoch wieder eine Abnahme der Promotoraktivitat zu sehen (Abbildung 4-53, Abschnitt
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4.6.7.3.9.2). Eine Norfloxacin-Konzentration von 16 pg/ml schien hier fir eine Abnahme der

KBE zu sorgen.

Eine untergeordnete Rolle bei der Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz im Zusammen-
hang mit einer icd-Deletion spielte die Effluxpumpe AcrEF-TolC. Bei WT Aicd 7 bp konnte keine
Zunahme der Promotoraktivitat (PacrEF::luc; Abschnitt 4.6.7.3.10) gemessen werden. Bei M|
betrug die Promotoraktivitat 600 % der Aktivitat bei E. coli WT. Der Vergleich der absoluten
PacrAB-Aktivitat mit der PacrEF-Aktivitat in Form der RLU/OD-Werte zeigte, dass insgesamt
flr PacrEF eine geringe Aktivitat ausging. Bei Dr. N. MATTHIESSEN (2007), HELLING et al. (2002)
und Ruiz et al. (2013) fanden sich dhnliche Aussagen zur Bedeutung von AcrEF-TolC [34], [181],
[248].

5.5 Fazit und Ausblick - Toxische metabolische Storungen
konnen eine Efflux-vermittelte Antibiotika —Resistenz in
gramnegativen Bakterien unterstiitzen

Hinsichtlich der Untersuchung einer moglichen Induktion von SdiA auf die acrA-Expression und
einen Einfluss von SoxS auf die sdiA-Expression ist eine zusatzliche Anzucht unter Stress, z.B.
unter (Fluorchinolon-)Antibiotika- oder Paraquat-Zugabe, und anschlielender Expressionsun-
tersuchung durch real-time quantitative PCR in Erwagung zu ziehen. Auch ware ein Vergleich
zur sdiA-Expression in Ml und MIl interessant. Eine Zunahme der sdiA-Expression in Mlll und
MIVa lasst sich durch das Vorliegen der Mutationen in Mlll und MIVa teilweise erklaren. Wei-
tere SdiA-regulierte Faktoren, wie bspw. der Einfluss auf die Biofilm-Bildung, sollten Bestand-
teil aufbauender Untersuchungen sein [72].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass ausgehend von der Zweitschritt-
mutante E. coli Ml (GK573) nach Akquisition von Qnr und nach Durchfiihrung eines Ciproflo-
xacin-Forward-Assays Mutanten selektiert wurden, die eine klinisch relevante Fluorchinolon-
Resistenz besitzen ohne zusatzliche Mutationen innerhalb der QRDR von gyrA und parC auf-
zuweisen. Andere Arbeiten mit vergleichbaren Versuchsansatzen kommen nicht zu diesem Er-
gebnis, da von Ciprofloxacin-empfindlichen WT-Stammen und nicht von einer Zweitschrittmu-

tante ausgegangen wurde [263], [265], [286]. Die Kombination aus Qnr, QRDR- und Stoffwech-
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selmutationen am Beispiel von Aicd 7 bp wirkt sich synergistisch auf die Ausbildung einer Flu-
orchinolon-Hochresistenz aus. Da die Deletion Aicd nicht bei allen selektierten Mutanten mit
erhéhter MHK von Fluorchinolonen nachgewiesen wurde, scheint die Selektion von Mutanten
ausgehend von E. coli-Stammen, die Qnr enthalten, zu weiteren — bisher unbekannten - Mu-
tationen jenseits der QRDR zu fiihren, die die Empfindlichkeit auf Fluorchinolone (Ciprofloxa-
cin) senken kénnen [286].

Wahrend sich dltere Arbeiten auf die Regulation der Transkription nach Einfluss von Antibio-
tika beschaftigen, lassen jingere Arbeiten vermuten, dass Veranderungen der zellularen Me-
tabolit-Zusammensetzung zu einer verdanderten Antibiotika-Empfindlichkeit fliihren [294],
[327], [346]. In verschiedenen bakteriellen Spezies konnte durch einen veranderten zellularen
Kohlenstofffluss ein Einfluss auf die Antibiotika-Empfindlichkeit gezeigt werden. So finden sich
bei THOMAS et al. (2013) in-vitro-Versuche mit einer S. epidermidis Citratzyklus-Mutante, die
eine reduzierte Anfalligkeit auf Betalactam-Antibiotika zeigten [347]. Flr Fluorchinolone sind
die Wirkmechanismen mittlerweile geklart, jedoch lasst sich die bakterizide Wirkung nicht al-
lein durch die Stabilisierung eines Cleavage-Komplexes erklaren. Zusatzlich scheinen Stoff-
wechselprozesse auBerhalb der primaren Fluorchinolon-Zielregionen eine Rolle bei der Wirk-
samkeit dieser Antibiotika zu spielen [294], [295], [327], [346]. Anhand von drei selektierten
icd-Mutanten (zwei Mutanten bestatigt, eine Mutante noch nicht abschlieBend untersucht)
lasst sich ein Zusammenhang von Antibiotikaresistenz zu zentralen Stoffwechselprozessen in
E. coliim Rahmen der vorliegenden Arbeit - ausgehend von einer Zweitschrittmutante (Mll) -
zeigen. Zuvor wurde bei HELLING et al. (2002) und Ruiz et al. (2013) nur ausgehend von E. coli
Wildtypstammen ein Zusammenhang hergestellt [34], [248].

Fiir die Behandlung mit bakteriziden Antibiotika zu denen die Fluorchinolone gehoren, konn-
ten die Arbeiten von DWYER et al. (2014) und KoHANskI et al. (2007) zeigen, dass sich vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies bilden (ROS), bei gleichzeitiger Konzentrationserhéhung an Ci-
tratzyklus-Zwischenprodukten und einer Veranderung des NAD*-Metabolismus. Daneben
wurden auch erhdhte Konzentrationen anderer Stoffwechselprodukte ermittelt. Bakterizide
Antibiotika rufen neben ihrer eigentlichen Wirkung zusatzlich Veranderungen im Stoffwechsel
hervor, die einen oxidativen Stress fiir die Zelle bedeuten kénnen, der in Mutagenese und Zell-

tod endet (vergleiche Abbildung 5-11) [295], [346], [346], [348]. Diese Mutagenese kann zu
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Stoffwechselmutationen, wie bspw. Aicd 7 bp fihren. Mit einem Block im Citratzyklus und un-
ter Ausnutzung des Glyoxylatzyklus entflieht die Zelle dem oxidativen Stress. Einen Hinweis
hierzu geben die Arbeiten von VAN AckeR et al. (2013, 2014) [327], [328], [346].

Durch den Block im Citratzyklus kam es zu einer Akkumulation von Metaboliten, die die Ex-
pression des Antibiotikumpumpsystems AcrAB-TolC induzierten (Abschnitt 4.6.7.3.9) [34],
[248]. Gleichzeitig flihrte als verbleibender zentraler Stoffwechselprozess der Glyoxylatzyklus
zu einer Verknappung an Reduktionsaquivalenten und ATP in der Zelle. Die Konzentration an
intrazellularen NADH sinkt und damit auch die Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Normalerweise induzieren bakterizide Antibiotika die Bildung von ROS in der Zelle. We-
niger Radikale (O;") stéren die Eisen-Schwefel-Cluster [Fe-S] in Proteinen und senken die An-
zahl an freien Eisenionen (Fe?*), die im Rahmen einer Fenton-Reaktion (Fe?* + H,0, =
Fe3* + HO + OH") gebildet werden. Reaktive Hydroxylradikale kénnen zum Zelltod fuhren, der
durch eine ROS-Konzentrationsabnahme verhindert wird [327], [328].

Im Zusammenspiel der bereits vorliegenden Mutationen in E. coli MII mit Qnr scheint Aicd 7 bp
zur Ausbildung einer Fluorchinolon-Resistenz einen wichtigen Beitrag zu leisten. In
MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 scheint eine langsame, mutierte Gyrase bereits durch geringe
Mengen an Qnr ausreichend gegenliber dem Zugriff durch Fluorchinolone geschiitzt zu wer-
den, da mit und ohne Induktion des lac-Operons auf den verwendeten Qnr-Plasmiden gleiche
Ergebnisse der MHK von Ciprofloxacin ermittelt wurden (Abschnitt 4.1).

Fiir die schiitzende Wirkung spricht die Bindung von Qnr zur Gyrase in einem ATP-unabhangi-
gen Prozess. Chinolone kénnen Komplexe aus geschnittener DNA und Gyrase (englisch:
cleavage-complex) stabilisieren und verursachen somit vermehrt Doppelstrangbriiche im bak-
teriellen Chromosom. Da Qnr-Proteine DNA nachahmen (englisch: DNA mimicry), wird durch
diese Eigenschaft indirekt die Empfindlichkeit der Gyrase fiir Fluorchinolone herabgesetzt und
die Zahl der stabilisierten Doppelstrangbriiche reduziert [44], [162], [349]-[351]. Bei 2 pg/ml
(6 uM) Ciprofloxacin sind 0,5 nM QnrB1 ausreichend. Qnr-Konzentrationen von 25-30 uM
hemmen die Gyrase-Funktion [44], [352], [353]. Der Mechanismus von aufgereinigtem QnrA
wurde in einem Uberspiralisierungsexperiment mit Ciprofloxacin und E. coli Topoisomerase IV
beschrieben. Allein beeinflusst QnrA nicht die Uberspiralisierung von DNA. Sobald Topoisome-
rase IV und DNA mit Qnr vorlagen, stérte QnrA die Uberspiralisierungsfunktion der Topoiso-

merase |V [18], [354], [355]. Durch DNA-mimicry bindet die Topoisomerase IV (oder Gyrase)
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Qnr in einem ATP-unabhangigen Prozess. Dazu ist keine DNA in relaxierter Form notwendig.
Der Gyrase-Qnr-Komplex bildet sich schneller als der Cleavage-Komplex (Abschnitt 1.7). We-
niger freie Topoisomerase IV liegt vor, um DNA zu binden, und damit reduziert sich die Zahl
der Angriffspunkte fir Fluorchinolone, die die DNA-Topoisomerase IV-Komplexe stabilisieren
(Cleavage-Komplexe) [18], [162], [355], [356]. Zusatzlich wird durch AmarR 175 bp und der
Akkumulation toxischer Stoffwechselprodukte bedingt durch einen Block im Citratzyklus
(Aicd 7 bp) ein Efflux induziert. Im Zusammenspiel mit einer durch AmarR 175 bp reduzierten
ompF-Expression verursachen die oben genannten Effekte am Wirkort eine Konzentrationsab-
nahme des Antibiotikums und erhdhen so die Uberlebenschancen der E. coli-Mutante [34],

[248], [258], [357].

In icd-Mutanten ist dauerhaft der Glyoxylatzyklus aktiviert. Hier findet sich eine Parallele zum
Tuberkulose-Erreger Mycobacterium tuberculosis, der Uber langere Zeitrdume nur den Gly-
oxylatzyklus aktiviert. Mit dem Glyoxylatzyklus ist es fiir die Tuberkel méglich unter geringem
Aufwand die notwendigsten Lebensfunktionen aufrechtzuerhalten und Ulber langere Zeit-
raume in Makrophagen zu Uberleben, bis beispielsweise das Immunsystems des Wirtes ge-
schwacht wird. Dann kann durch die Tuberkel wieder die Krankheit ausgeldst werden mit teils
todlichen Folgen [358]. Bisher ist die Einnahme von Antibiotika (z.B. Fluorchinolone) Uber ei-
nen langeren Zeitraum notwendig, um die Tuberkel zu bekdampfen [359]. Ein interessanter
Therapieansatz ist die Hemmung der Isocitratlyase in diesen Keimen. Da die Isocitratlyase das
erste Enzym im Glyoxylatzyklus ist, und der Glyoxylatzyklus nicht im Menschen zu finden ist,
bliebe eine Blockade dieses Enzyms ohne grofRere Folgen fiir den Wirt. Ausgehend von der
Itaconsadure, die als bakterizides Stoffwechselprodukt in Makrophagen gebildet wird, finden
sich derzeit mehrere Wirkstoffkandidaten zur Inhibition der Isocitratlyase, z.B. IMBI-3 oder Ita-
conat [360], [361]. SASIKARAN et al. (2014) konnten jedoch zeigen, dass eine Hemmung der Iso-
citratlyase mit Itaconsadure zu Mutationen fiihren kann, die der Bakterienzelle den Abbau des
Hemmstoffes erlauben [362]. Interessant ware dennoch die Untersuchung der Inhibition des
Glyoxylatzyklus in MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 durch Itaconsdure und der gleichzeitigen Gabe
von Fluorchinolon-Antibiotika. Durch die Inhibition bleibt keine Mdglichkeit fiir einen weiteren

Bypass des durch Aicd 7 bp blockierten Citratzyklus und bedeutet den Tod fiir die Zelle.
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Derzeit breiten sich Qnr sehr schnell in der Familie der Enterobacteriaceae weltweit aus. Be-
sonders E. coli 025b:H4-ST131 profitiert hier durch die von QnrA1 vermittelten Effekte im Rah-
men einer Fluorchinolon-Resistenz [265]. Auch wenn bisher noch kein signifikanter Unter-
schied in der Klinik in Bezug auf ernste Infektionen zwischen gnr-positiven und gnr-negativen
Gruppen gefunden werden konnte, so deuten Tiermodelle darauf hin, dass gerade bei Pneu-
monien oder Harnwegsinfekten die Anwesenheit von Qnr die Wirksamkeit von Ciprofloxacin
deutlich reduziert. In der Arbeit von SATO et al. (2013) wurde ein klinisches E. coli-Isolat vorge-
stellt (HUE1), das keine Mutationen in der QRDR von Gyrase und Topoisomerase IV besaR, und
Mutationen in marR und acrR besal’. Zusatzlich wurden zum erhéhten Efflux noch PMQR in
diesem Isolat gefunden. Das Isolat hatte eine MHK von Ciprofloxacin von 4 pug/ml und ist als
resistent einzustufen [24], [363]. Die Arbeit von SATO et al. zeigt, dass auch ohne QRDR-Muta-
tionen klinisch relevante Fluorchinolon-Resistenzen auftreten kénnen. Nehmen empfindliche

Stamme gnr auf, so kann das zu einer klinisch relevanten Fluorchinolon-Resistenz fiihren.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Anwesenheit von gnr-Genen besonders in intermedidren
Mutanten - nahe am klinisch relevanten Grenzwert — die Ausbildung einer Fluorchinolon-
Hochresistenz fordern kann [265], [364]—[367]. Es konnten drei Mutanten selektiert werden
mit Aicd. Die Moglichkeit des Auftretens von Mutationen aufSerhalb der QRDR zur Ausbildung
von Resistenzmechanismen birgt ein groRes Potential fir Stdmme, um mit Fluorchinolonen
zurechtzukommen. Eine Untersuchung der in dieser Arbeit selektierten Stimme auf weitere
Mutationen sollte eine Antwort geben, wie groR die Gefahr dieser neuen Resistenzen im Zu-
sammenhang mit der Therapie mit Fluorchinolonen ist, und einen Ansatz fiir zukiinftige neue

Therapieansatze ermaoglichen.
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Abbildung 5-11 Moglicher Mechanismus der es Mil Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 erlaubt auch in

(1)

(4)
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Umgebungen mit hohen Fluorchinolon-Konzentrationen zu iiberleben,
eigene Darstellung, modifiziert nach [34], [248], [257], [294], [327]

In MIl pHPNE19-02.1 stéren Qnr-Proteine die Wirkung von Fluorchinolonen (FQ) am Wirkort
und erhohen die MHK von Ciprofloxacin. Dennoch findet bei Konzentrationen oberhalb der
MHK von FQ die bakterizide Wirkung statt. Im Rahmen der SOS-Antwort wird eine Mutagenese
aktiv, gleichzeitig werden Stoffwechselprozesse aktiviert, die zur Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies flihren.

Durch eine Mutation im Citratzyklus, bleibt der Glyoxylatzyklus dauerhaft aktiv. Im Citratzyklus
sind nicht alle Reaktionsschritte gezeigt. Die Konzentration an NADH nimmt bedingt durch den
Ausfall der Isocitratdehydrogenase ab. Gleichzeitig kommt es zu einem Riickstau von Stoff-
wechselprodukten, die in der Zelle akkumulieren (3b).

(a) Die Konzentration an intrazellularen NADH sinkt und damit auch die Konzentration an re-
aktiven Sauerstoffspezies (ROS). Normalerweise induzieren bakterizide Antibiotika die Bildung
von ROS in der Zelle. Weniger Radikale (O;") stéren Eisenschwefelcluster [Fe-S] in Proteinen
und senken die Anzahl an freien Eisenionen (Fe?*), die im Rahmen einer Fenton-Reaktion
(Fe** + H,0, 2 Fe* + HO + OH’) gebildet werden. Hochreaktive Hydroxylradikale kénnen zum
Zelltod fuhren, der durch eine ROS-Konzentrationszunahme verhindert wird.

(b) Ein Block bedingt durch Aicd 7 bp verursacht eine Akkumulation von toxischen Metaboli-
ten.

Die acrAB- und tolC Expression wird durch AmarR 175 bp und durch die Akkumulation der to-
xischen Metabolite induziert. Gleichzeitig senkt AmarR 175 bp die Expression von ompF, so
dass weniger FQ in die Zelle eindringen kénnen.
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6 Zusammenfassung

Nach anfanglich sehr groRBen Erfolgen bei der Bekampfung von bakteriellen Infektionskrank-
heiten durch die Einfihrung von Antibiotika seit den 1930er Jahren, stellt Antibiotikaresistenz
heute eines der groRten Gesundheitsprobleme weltweit dar, und es wird geschatzt, dass An-
tibiotika-resistente Erreger die haufigste Todesursache im Jahr 2050 sein werden. Die Griinde
hierfir sind neben der unkritischen Anwendung der Antibiotika fiir humanmedizinische Zwe-
cke und der unkontrollierten Anwendung flr nicht-medizinische Zwecke vor allem die hohe
genetische Variabilitat der Bakterien, die ihnen eine leichte Anpassung ermdglicht. Dadurch
werden nicht nur die im Verlauf der Evolution erworbenen Resistenzgene von Antibiotikapro-
duzenten, durch die diese sich selbst schiitzen kdnnen, weitergegeben, sondern es kénnen
auch rasch Resistenzeigenschaften gegen rein synthetische Wirkstoffe, wie die Fluorchinolon-
Antibiotika (FQ) ausgebildet werden.

Infolge UbermaRiger Anwendung von FQ sind inzwischen bei FQ-resistenten Mutanten
verschiedene genetische Veranderungen identifiziert worden. Die Resistenzmechanismen sind
vielfdltig. Zufallig erworbene Genmutationen in Genabschnitten der beiden Typ-II-
Topoisomerase-Zielstrukturen DNA-Gyrase (i.e. DNA-Topoisomerase |l) und Topoisomerase
IV, fihren zum Verlust der Wirksamkeit der mit diesen Zielstrukturen interagierenden
Fluorchinolone. Mutationen in Regulatorgenen, die zu einer Uberexpression von multiple-drug
resistance (mdr)-Effluxpumpen fiihren, verringern die effektive Konzentration der
Fluorchinolone in der Zielzelle. Und schlieRlich sind inzwischen auch drei plasmidkodierte und
damit transferierbare Resistenzmechanismen identifiziert worden: enzymatische Modifikation
von  Fluorchinolonen  (Acetyltransferase),  Effluxsysteme (QepA, OgxAB) und
Gyrase/Topoisomerase IV-Schutzproteine (Qnr). Als wesentlicher Mechanismus fiir klinisch
relevante Fluorchinolon-Resistenz, z.B. in Escherichia coli (E. coli), erweist sich eine
Kombination einer Doppelmutation in der A-Untereinheit (GyrA) der primaren Zielstruktur
DNA-Gyrase und mindestens einer Mutation in der homologen Untereinheit (ParC) der
Topoisomerase IV. Diese Mutationen liegen innerhalb der QRDR (quinolone resistance-

determining region).

Zusatzlich wird fur Antibiotika eine Rolle als mégliche Signalmolekiile im Rahmen der Zell-Zell-

Kommunikation (englisch: quorum sensing) diskutiert, die u.a. indirekt eine Uberexpression
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von Effluxpumpen bewirken kénnen. In E. coli kann der Transkriptionsaktivator SdiA
(suppressor of cell division inhibitor) auf duflere Signalmolekiile reagieren und beispielsweise
die Expression des Antibiotikumpumpsystems AcrAB-TolC verstarken.

In diesem Zusammenhang sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von SdiA in den in vitro
selektierten Mutanten E. coli MIll (GK574) und E. coli MIVa (GK575) untersucht werden. Fir
MIIl und MIVa waren bereits die gleichen QRDR-Mutationen (gyrA Asp87Gly und parC
Ser80Leu) und die gleiche Deletion im Regulatorgen marR, die zu einer Uberexpression der
AcrAB-TolC-Effluxpumpe fihrt, identifiziert. Jedoch fallt bei MIVa im Vergleich zu Mlll die acrA-
Expression hoher aus, und die minimale Hemmkonzentration (MHK) des FQ-Antibiotikums
Ciprofloxacin ist flir MIVa um eine Stufe erh6ht. Um den Unterschied zwischen MIIl und MIVa
zu erklaren, wurde fir sdiA die Sequenz mittels SANGER-Sequenzierung und Pyrosequenzierung
untersucht. Zusatzlich wurde die Genzahl mittels Southern Blot und die Expression mittels
real-time quantitative PCR in den beiden Mutanten Ml und MIVa ermittelt und mit dem Wild-
typstamm E. coli WT (GK571) verglichen. Mlll und MIVa besaBen jeweils eine Genkopie von
sdiA, die sich nicht in der Sequenz unterschieden. Die Untersuchung mittels real-time quanti-
tative PCR zeigte, dass bei Mlll die Genexpression im Vergleich zu WT um 27 % erniedrigt war,
wahrend MIVa eine Erh6hung um 42 % aufwies. Ob die erhéhte sdiA-Expression in MIVa mit-
verantwortlich fir die MHK-Zunahme in MIVa gegeniber Ml ist, ldsst sich durch die Ergeb-
nisse dieser Arbeit vermuten. Im Unterschied zu Mlll scheint bei MIVa neben der acrA-Expres-

sion auch die sdiA-Expression durch einen noch unbekannten Faktor induziert zu werden.

Das Ziel im zweiten Teil dieser Arbeit bestand darin, den Einfluss der Topoisomerase-Schutz-
proteine QnrAl und QnrB1 auf die Entwicklung einer FQ-Hochresistenz (oberhalb Grenzwerte
gemdaR EUCAST 2016) zu untersuchen. Die Anwesenheit von Qnr allein bewirkt in E. coli noch
keine Auspragung einer FQ-Hochresistenz. Dennoch werden zunehmend bei hoch FQ-resisten-
ten Isolaten Plasmid-codierte gnr-Gene detektiert. Dieser Einfluss sollte anhand von Selekti-
onsexperimenten mit Qnr-Transformanden untersucht werden.

Fiir die Untersuchungen wurde die in vitro selektierte, intermedidre Mutante E. coli Mll
(GK573) vorrangig als Ausgangsstamm verwendet. Diese Mutante tragt die bei E. coli haufigste
gyrA Mutation (gyrA Ser83Leu) sowie eine marR-Deletionsmutation. Die Fluorchinolon-Resis-
tenz dieser Mutante liegt jedoch unterhalb der Grenzwerte gemaR EUCAST 2016. Nach Trans-

formation der Mutante MII mit einem Qnr-tragenden (QnrAl1 bzw. QnrB1) Plasmid wurden in-
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vitro resistente Mutanten unter Ciprofloxacin-Konzentrationen selektiert, die der vier- bis
achtfachen minimalen Hemmkonzentration entsprachen. Trotz Abnahme der FQ-Empfindlich-
keit konnte bei den in vitro selektierten Mutanten erstmalig eine FQ-Hochresistenz ohne die
zusatzlichen Mutationen in gyrA und parC gezeigt werden. Durch Genomsequenzierung wurde
bei der selektierten Mutante MIl pHPNE19-02.1 Nr. |43 im Gen der Isocitratdehydrogenase
die Deletion Aicd 7 bp (+818 bp bis +824 bp) detektiert, die zu einem friihzeitigen Stoppcodon
an der Aminosaureposition +278 fihrt (E. coli MIl Aicd 7 bp). Ein defektes Gen der Isocitratde-
hydrogenase konnte in zwei weiteren Mutanten (MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1lll2 und
MIlI pHPNE18-01.1 Nr. Il 18) nachgewiesen werden. Der Citratzyklus ist aufgrund Aicd geblockt,
da in E. coli nur ein einziges Gen fir die Isocitratdehydrogenase vorliegt. Als Alternative akti-
viert E. coli den Glyoxylatzyklus dauerhaft (glyoxylate shunt). Das gleichzeitige Auftreten von
gnr-Genen mit Gyrase- und Stoffwechselmutation (Aicd 7 bp) in intermedidren Mutanten deu-
tet darauf hin, dass sich diese Faktoren synergistisch auf die Ausbildung einer FQ-Hochresis-
tenz (oberhalb Grenzwerte gemaR EUCAST 2016) auswirken.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in E. coli die Anwesenheit von Qnr die Ausbildung
einer FQ-Resistenz durch neue Mutationen auRerhalb der bekannten Zielregionen beglinstigt
und gleichzeitig durch Qnr die zur Ausbildung einer FQ-Hochresistenz zusatzlich notwendigen

Mutationen innerhalb der QRDR kompensiert werden.
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7 Summary

After the initial success of antibiotics in combating bacterial infectious diseases from the
1930’s onward, antibiotic resistance is currently on the rise and fast becoming one of the
world’s biggest health crisises. It is estimated that antibiotic-resistant pathogens will be the
leading cause of death in 2050.

Increased resistance of bacteria to antibiotic drugs is the result of uncritical use of antibiotics
for both medical and non-medical purposes coupled with the high genetic variability of the
bacteria themselves. This genetic variability allows bacteria to pass on resistant genes acquired
by the evolution of antibiotic producers, as well as quickly developing resistance properties
against purely synthetic drugs such as the fluoroquinolone antibiotics (FQ). Currently, diverse
genetic alterations have been identified in FQ-resistant mutants. Randomly acquired gene mu-
tations in gene segments of the two type Il topoisomerase targeting pathways - DNA gyrase
(i.e., DNA topoisomerase Il) and topoisomerase IV - result in the loss of efficacy of the fluoro-
qguinolones interacting with these targets. Mutations in regulatory genes that result in overex-
pression of multiple drug resistance (mdr) efflux pumps reduce the effective concentration of
fluoroquinolones in the target cell. Finally, three plasmid-encoded and thus transferable re-
sistance mechanisms have been identified: enzymatic modification of fluoroquinolones
(acetyltransferase), efflux systems (QepA, OgxAB) and gyrase / topoisomerase |V protection
proteins (Qnr). As an essential mechanism for clinically relevant fluoroquinolone resistance,
e.g. in Escherichia coli (E. coli), a combination of a double mutation in the A subunit (GyrA) of
the primary target DNA gyrase and at least one mutation in the homologous subunit (ParC) of
topoisomerase IV is found. These mutations are within the QRDR (quinolone resistance-deter-

mining region).

Contemporary discussions concern the possibility of antibiotics functions as signal molecules
in the context of cell-to-cell communication, also known as quorum sensing, which indirectly
causes overexpression of efflux pumps. In E. coli, the transcriptional activator SdiA (suppressor
of cell division inhibitor) can react to external signal molecules and enhance the expression of
the antibiotic pumping system AcrAB-TolC. In this context, the influence of SdiA in the in vitro
selected mutants E. coli MIll (GK574) and E. coli MIVa (GK575) was investigated. For MlIIl and
MIVa, the same QRDR mutations (gyrA Asp87Gly and parC Ser80Leu) and the same deletion
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in the regulatory gene marR, which results in overexpression of the AcrAB-TolC efflux pump,
have already been identified. However, in MIVa compared to MllI, the expression of the AcrA
subunit of the AcrAB-TolC efflux pump is higher and the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the FQ antibiotic ciprofloxacin is increased by one notch for MIVa. To explain the
difference between MIIl and MIVa, the sequence for sdiA gene was analyzed by Sanger se-
guencing and pyrosequencing. In addition, the gene count was determined by means of South-
ern blot and expression by means of real-time quantitative PCR in the two mutants Mlll and
MIVa and compared with the homologous wild-type strain E. coli WT (GK571). The results
showed that MIIl and MIVa each had a gene copy of sdiA that did not differ in sequence.

Examination by means of real-time quantitative PCR showed that MIIl gene expression was
reduced by 27% compared to WT, while MIVa increased by 42%. Based on results thus far it
can be assumed that the increased sdiA expression in MIVa is partly responsible for the MIC
increase in MIVa over MIIL. In contrast to MIII, in addition to acrA expression, MIVa also seems

to induce sdiA expression by a factor which is still unknown.

The aim of the second part of this work was to investigate the influence of the topoisomerase
protection proteins QnrAl and QnrB1 on the development of high FQ resistance (above limits
according to EUCAST 2016). The presence of Qnr alone in E. coli does not yet produce any
expression of high FQ resistance. Nevertheless, plasmid-coded gnr-genes are increasingly be-
ing detected in highly FQ-resistant isolates. This influence of Qnr should be investigated by
selection experiments with Qnr transformants.

For the investigations, the in vitro selected, intermediate mutant E. coli MIl (GK573) was
mainly used as parent strain. This mutant carries the most common E. coli gyrA mutation (gyrA
Ser83Leu) and a marR deletion mutation. The fluoroquinolone resistance of this mutant is be-
low the limits of EUCAST 2016. After transformation of the mutant MIl with a Qnr-bearing
(QnrA1 or QnrB1) plasmid, in vitro resistant mutants were selected at ciprofloxacin concentra-
tions corresponding to four to eight times the minimum inhibitory concentration. Despite a
decrease in FQ sensitivity, FQ resistance could be demonstrated for the first time among the
in vitro selected mutants without the necessary additional mutations in gyrA and parC. By ge-
nome sequencing, the deletion Aicd 7 bp (+818 bp to +824 bp) was instead detected in the
gene of isocitrate dehydrogenase in the selected mutant MIl pHPNE19-02.1 No. | 43, which

leads to an early stop codon at the amino acid position +278 (E. coli Ml Aicd 7 bp).

279



Summary

Failure of the isocitrate dehydrogenase could be detected in two further mutants (Mll
pHPNE19-02.1 No. lll 2 and MIl pHPNE18-01.1 No. Il 18). The citrate cycle is blocked due to
Aicd, since there is only one single gene for isocitrate dehydrogenase in E. coli. As an alterna-
tive, E. coli permanently activates the glyoxylate cycle (glyoxylate shunt). The co-occurrence
of Qnr with gyrase and metabolic mutation (Aicd 7 bp) in intermediate mutants indicates that
these factors synergistically affect the formation of high FQ resistance (above EUCAST 2016
limits).

This work demonstrates that in E. coli the presence of Qnr favors the formation of FQ re-
sistance by new mutations outside the known target regions. At the same time Qnr compen-
sates for the additional mutations within the QRDR necessary for the development of FQ re-

sistance.
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Tabelle 10-1  Allgemeine Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

@ englisch: registered

°C Grad Celsius

A Ampere/Adenin

AAC Aminoacyltransferase

Abb. Abbildung

Ac Acetat

ad lateinisch auf

AK Arbeitskreis

AMP Adenosinmonophosphat

Amp"/ApR Ampicillinresistenz

APS Ammoniumpersulfat

ARMS sequenzspezifische-PCR (englisch: amplification refractory mutation system)
AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

B. subtilis Bacillus subtilis

bp Basenpaare (englisch: base pairs)

BSA Rinderserumalbumin (englisch: bovine serum albumin)
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

C- Carboxy

ca. circa

CCLR englisch: cell culture lysis reagent
cDNA englisch: complimentary/copy DNA
CFU englisch: colony forming units

Cip /CIP Ciprofloxacin

Clm Chloramphenicol

CImR/Clm’ Chloramphenicolresistenz

CLsI englisch: Clinical Laboratory Standards Institute
CT englisch: cycle threshold

Da Dalton

ddNTP 2’,3’-Didesoxynukleosidtriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,0 Reinstwasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (englisch: desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
dsDNA double stranded DNA

E. coli Escherichia coli

EB Elutionspuffer (englisch: elution buffer)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EP Error-prone

EPI Effluxpumpeninhibitor

etal. lateinisch et alia (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

F Farad

for englisch: forward
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FQ
FRT
fw

g

G

GFP
gsf.
GK
GSP
GTE-Puffer
h

HTH
icdA
icd
inkl.
IPTG

k

Kan
KanR/Kan'
kb
KBE
KPE-Puffer
L

I

LAR
LB
Lsg.

m

M
mar
max.
MDR
MFS
MHB
MHK
MIC
min
ml
mM
MOPS
MPC
mMRNA
MTP
MW

n.b.
n.d.
n.u.
NAC
Nal
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Fluorchinolon (englisch: fluoroquinolone)
englisch: flippase recognition target
englisch: forward
Gramm/Gravitationskonstante
Guanin

englisch: green fluorescent protein
gegebenenfalls
Glycerinkultur(nummer)
Gen-spezifischer Primer
Glucose-Tris-EDTA-Puffer

Stunde/n

englisch: helix-turn-helix
Isocitratdehydrogenase-A
Isocitratdehydrogenase
inklusiv/inklusive
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
kilo (1 x 103)

Kanamycin

Kanamycinresistenz

Kilobasen(paare)

koloniebildende Einheiten
Kaliumphosphat-EDTA-Puffer

Liter

Liter

englisch: luciferase assay reagent
Luria-Bertani

Losung

milli (10°3)

Molar (mol/L)

englisch: multiple antibiotic resistance
Maximal

englisch: multiple drug resistance
englisch: major facilitator superfamily
Madller-Hinton Bouillon

minimale Hemmkonzentration
englisch: minimum inhibitory concentration

Minute/n
Milliliter
Millimolar

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
englisch: mutant prevention concentration
englisch: messenger-RNA

Mikrotiterplatte

Molekulargewicht, englisch: molecular weight
nano (1 x 10?)

Amino

nicht bestimmt

englisch: not determined

nicht untersucht

englisch: no amplification control
Nalidixinsaure
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Nal Nalidixinsdaure-Resistenz
ng Nanogramm
Novo Novobiocin
NTC englisch: no template control
oD optische Dichte
OMP englisch: outer membran protein
ORF offener Leserahmen, englisch: open reading frame
ori Replikationsursprung, englisch: origin of replication
p pico (1012)
p.a. analysenrein (lateinisch: pro analysi)
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PABN Phenylalanyl-arginyl-B-naphthylamid
PCR Polymerase-Kettenreaktion, englisch: polymerase chain reaction
pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PMQR englisch: plasmid mediated (fluoro)quinolone resistance
QRDR Chinolonresistenz determinierende Region,
englisch: quinolone resistance determining region
gRT-PCR englisch: quantitative Real-time PCR
Qsc englisch: quotient of supercoiling
rev, rw englisch: reverse
RFLP Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Rif" Rifampicin-Resistenz
RLU Relative Lichteinheiten, englisch: relative light units
RNA Ribonukleinsaure, englisch: ribonucleic acid
RNAse Ribonuklease
RND englisch: resistance nodulation cell division
rpm Umdrehungen pro Minute, englisch: rounds/revelation/rotations per minute
RT Raumtemperatur
rv englisch: reverse
S Sekunde/n
SdiA englisch: suppressor of cell division inhibitor
SDS Natriumdodecylsulfat, englisch: sodium dodecyl sulfate
SOEing englisch: splicing by overlap extension
SSM ortsspezifischen Mutagenese, englisch: site-specific mutagenesis
T Thymin
Tab. Tabelle
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Taq Thermus aquaticus
TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer
TEMED Tetramethylethylendiamin
Tet Tetracyclin
Tet' Tetracyclinresistenz
TFB englisch: transformation buffer
™ Schmelztemperatur
Tm Schmelztemperatur
Topo Topoisomerase
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
™ englisch: trademark
u englisch: units
u Uracil
u Einheiten, englisch: units
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UN tiber Nacht

UNK Ubernachtkultur
UTK Ubertagkultur

uv Ultraviolett

\ Volt

WHO Weltgesundheitsorganisation, englisch: World Health Organisation
WOB englisch: wobble
wWT Wildtyp

z.B. zum Beispiel

A Deletion/Differenz
vl mikro (10-6)

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Q Ohm

Tabelle 10-2 Genbezeichnungen und Erklarungen

Genbezeichnung Erklarungen

aac Aminoglykosidacetyltransferase

aac(6’)lb Aminoglykosid-Acyltransferase AAC(6’)lb

acrA periplasmatisches Adapterprotein AcrA der AcrAB-TolC Effluxpumpe
acrB Pumpenprotein AcrB der AcrAB-TolC Effluxpumpe
acrE periplasmatisches Adapterprotein AcrE der AcrEF-TolC Effluxpumpe
acrF Pumpenprotein AcrF der AcrEF-TolC Effluxpumpe
acrR lokaler Repressor AcrR von acrAB

acrS Repressor AcrS von acrAB und acrEF

aphA Aminoglykosid-Phosphotransferase

cysG Sirohdm-Synthase

dnaE Alpha-Untereinheit der Polymerase
dnaQ/mutD Epsilon-Untereinheit der Polymerase I

gyrA A-Untereinheit der Gyrase

gyrB B-Untereinheit der Gyrase

lexA Repressor der SOS-Antwort LexA

luc kodiert fir die Luciferase

marA globaler Transkriptionsfaktor MarA

marB Protein unbekannter Funktion

marC putatives Membranprotein unbekannter Funktion
marO Operatorregion des mar Operons

marR Repressor des mar Operons MarR

micF kodiert fir die nicht translatierte antisense RNA micF
mutH DNA mismatch repair Protein MutH

mutlL DNA mismatch repair Protein MutL

mutS DNA mismatch repair Protein MutS

mutT Nucleosidtriphosphatase MutT

mutY Adenin DNA-Glykosylase

ompF outer membrane protein F

ogx Eflluxpumpe QepA

parC A-Untereinheit der Topo IV

parkE B-Untereinheit der Topo IV

gepA Eflluxpumpe QepA

qnr Topoisomerase-Schutzprotein(e)
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recA Recombinase A mit Protease- und Nukleaseaktivitat
SoxR Repressor von soxS

soxS globaler Transkriptionsfaktor SoxS

tolC Porin TolC in der duReren Membran

topA A-Untereinheit der Topo |

uvrC Endonulease-Untereinheit der Excinuklease UvrABC
uvrD DNA-abhéngige Helikase

Tabelle 10-3  Abkiirzungen der DNA-Basen und deren Erkldarung

DNA-Basen Erklarung
A Adenin

T Thymin

C Cytosin

G Guanin

U Uracil

Tabelle 10-4 Aminosaduren und deren 3- und 1-Buchstaben Code

Aminosdure Abkiirzung (3-Buchstaben-Code) Abkiirzung (1-Buchstaben-Code)
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \
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In Tabelle 11-1 sind die KMR-Substanzen der Kategorien | und Il aufgefiihrt, die in dieser Arbeit

verwendet wurden. In Tabelle 11-2 finden sich die verwendeten Gefahrenstoffe.

Tabelle 11-1 Liste verwendeten KMR-Substanzen der Kategorien | und Il

Cas-Nr. IUPAC-Bezeichnung Verwendung & Menge Kategorie

67-66-3 Trichlormethan (Chloroform) Phenol-Chloroform-Extraktion; Menge K2; H351
ca. 1 ml

1239-45-  3,8-Diamino-5-ethyl-6- Agarose-Gelelektrophorese; Menge M2; H341

8 phenylphenanthridinium- hoéchstens 4 plL einer 1 %-igen Losung

bromid (Ethidiumbromid)
75-12-7 Formamid Sequenzierung; Menge 30 plL M2;
H360D

108-95-2  Benzenol (Phenol) Phenol-Chloroform-Extraktion; Menge M2; H341
ca. 500 pL

79-06-1 Acrylamid (Propensaureamid)  Auftrennung von Proteinen mittels K2, M2

Polyacrylamid-Gelelektrophorese,
Menge: max. 7,8 ml einer 40 %-Losung

Tabelle 11-2  Liste der Gefahrstoffe mit Gefahrensymbol, GHS Gefahren und GHS MaRnahmen

Substanz Gefahrensymbol GHS Gefahren GHS MaBRnahmen
(Hazard) (Precaution)
Acrylamid H301, H312, H315, P201, P202, P260, P264, P280, P281,
H317,H319, H332, P301+P310, P302+P352, P304+P340,
H340, H350, P305+P351+P338, P308+P313,
H361f, H372 P321, P330, P333+P313, P337+P313,
P362, P405, P501
Aminocapronséure @ H315, H319, H335  P261, P264, P280, P302+P352,
P304+P340,P305+P351+P338, P312,

P321, P332+P313, P337+P313,
P362, P403+P233, P405, P501

Ammoniumchlorid H302 -H 319 P305, P351, P338
Ammoniumpersulfat @ H272, H302, H315, P210, P220, P221, P261, P264, P280,
H317, H319, H334,  P285, P301+P312, P302+P352,
H335 P304+P340, P305+P351+P338, P321,

P330, P333+P313, P337+P313,

P342+P311, P362, P370+P378,

P403+P233, P405, P501
H360FD P201, P308+P313

Butanol @@ H226, H302, H315, P301+P312, P302+P352,

H318, H335, H336  P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P330,
P332+P313,
P370+P378, P403+P233, P403+P235,

P405, P501, P210, P240, P241, P242,
P243, P261, P264, P280

Borsaure
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Calciumchlorid-Dihydrat

Chloroform

Citronensdure-
Monohydrat
2,6-Diaminotoluol

Digoxigenin

Essigsaure
(100 %)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Formamid

Guanidin-HCl

Indol

Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)

Kaliumhydroxid

Maleinsaure

R-Mercaptoethanol

Methanol

MOPS (3-(N-
Morpholino)-
propansulfonsaure)
Natriumdodecylsulfat
(SDS)

OP
DD

O®

O

&b

&b
&b

SOHY

& ©

H319

H302, H315, H350,
H373 **

H318

H341, H212, G302,
H317, H411
H300, H310, H330

H226, H314

H225

H318
H360D

H302, H319, H315

H302, H311, H315,
H318, H335, H400
EUHO66, H226,
H332, H335

H225, H319, H336

H302, H314

H302, H319, H335,
H315, H317
H302, H311, H314,
H332, H411

H225, H301, H311,
H331,
H370(Augen)
H315, H319, H335

H302, H312, H315,
H319, H335

P264, P280, P305+P351+P338,
P337+P313

P201, P202, P260, P264, P280, P281,
P301+P312, P302+P352, P308+P313,
P321, P330, P332+P313, P362,

P405, P501

P305, P351, P338

P273, P280

P260, P264, P280, P284, P302+P350,
P310

P210, P233, P240, P241, P242, P243,
P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321,
P370+P378, P403+P235, P405, P501
P210, P233, P240, P241, P242, P243,
P280,

P303+P361+P353, P370+P378,
P403+P235, P501

P280, P305+P351+P338, P310

P201-P308, P313

P305+P351+P338, P302+P352

P261, P273, P280, P305+P351+P338,
P312

P210, P240, P241, P242, P243, P261,
P280, P303+P361+P353, P304+P340,
P312, P370+P378, P403+P233,
P403+P235, P405, P501

P210, P233, P305+P351+P338

P260, P264, P280, P301+P312,
P301+P330+P331, P303+P361+P353,
P304+P340, P305+P351+P338, P310,
P321, P405, P501

P280, P302+P350, P305+P351+338

P260, P264, P273, P280, P301+P312,
P301+P330+P331, P302+P352,
P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P391,
P405, P501

P210, P261, P280.1-3+7, P301+310,
P307+311, P402+433

P261, P305, P351, P338

P261, P264, P280, P301+P312,

P302+P352, P304+P340,
P305+P351+P338, P321, P330,
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Natriumhydroxid

Natriumsalicylat
Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid (NBT)
Phenol

Phosphorsaure

Polyvinylpyrrolidon K30
6-ROX (6-Carboxy-X-
rhodamin)

Salzsaure (37 %)

SYBR-Green

TEMED

Tris

Triton X-100

Xylencyanol

290

S

entfallt

O
oD

OO®

b

b

H314

H302-H319
H302, H315, H319,
H335

H301, H311, H314,
H331, H341, H373

* %

H314

H303, H333
H315, H319, H335

H290-H314-H335

H373

H225, H302, H314,
H332

H315-H319-H335

H302, H318, H411

H315, H319, H335

P332+P313, P337+P313, P362,
P403+P233, P405, P501

P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321, P405,
P501

P260-P305, P351, P338

P261, P270, P280, P305+P351+P338

P201, P202, P260, P264, P280, P281,
P301+P310, P301+P330+P331,
P302+P352, P303+P361+P353,
P304+P340, P305+P351+P338,
P308+P313, P321, P403+P233, P405,
P501

P305, P351, P338, P309, P310

P261, P305 + P351 + P338

P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P310, P321,
P403+P233, P405, P501

P260, P314, P501

P210, P233, P240, P241, P242, P243,
P260, P264, P280, P301+P312,
P301+P330+P331, P303+P361+P353,
P304+P340, P305+P351+P338, P310,
P321, P370+P378, P403+P235, P405,
P501
P261-P280-P305+P351+P338-P321-
P405-P501

P264, P273, P280, P301+P312,
P305+P351+P338, P310, P330, P391,
P501

P261, P264, P280, P302+P352,
P304+P340, P305+P351+P338, P312,
P321, P332+P313, P337+P313, P362,
P403+P233, P405, P501
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15 Anhdnge

15.1 Ubersicht der gesicherten Mutanten

Tabelle 15-1  Ubersicht der gesicherten Mutanten und der MHK von Cip in (pg/ml)
WT
+ pHPNE18-01.1 MHK Cip  + pHPNE19-02.1 MHK Cip) + pUC19 MHK Cip
1Nr. 11 0,8 1 Nr.119 0,8 Nr. 1 0,1
1Nr. 14 0,6 1Nr. 12 0,8 Nr. 2 0,1
1Nr. 1112 0,2 1Nr.150 1 Nr. 14 0,1
1 Nr. 1140 0,6 2 Nr.110 0,8 Nr. 5 0,2
2Nr.118 1,2 Nr. 4 0,2
2Nr. 129 1,2 Nr. 3 0,125
Nr. 17 0,1
WT-K
+ pHPNE18-01.1 MHK Cip  + pHPNE19-02.1 MHK Cip + pUC19 MHK Cip
INr.11 0,75 1Nr.245 2 Nr. 45 0,25
1Nr.18 0,875 1Nr.244 >2 Nr. 19 0,25
1Nr.119 0,75 1Nr.237 1,5 Nr. 33 0,5
1Nr.123 0,875 1Nr.235 >2 Nr. 14 0,5
1Nr.126 0,75 1Nr.234 >2 Nr. 11 0,75
1Nr.127 0,5 1Nr.224 >2 Nr.9 0,25
1Nr.24 1,25 1Nr.218 2 Nr. 5 0,5
1Nr.29 0,75 INr.23 0,875 Nr. 6 0,5
1Nr.222 2 1Nr.321 >2
1Nr.224 0,75 1Nr.322 >2
1Nr.234 1 1Nr.327 1,25
1Nr.328 >2
Mil
+pHPNE18-01.1  MHKCip  +pHPNE19-02.1  MHK Cip + puUC19 MHK Cip
Nr. 11112 (1) 4 Nr.113 (1) 8 Nr. 13 4
Nr. 1118 (1) 8 Nr.120(1) 16 Nr. 26 4
Nr. 1142 (1) 8 Nr.143 (1) 16
Nr. 1111 (2) 8 Nr. 1121 (2) 32
Nr. 111 10 (2) 4 Nr. 116 (2) 8
Nr. 11127 (2) 8 Nr. 11113 (2) 32
Nr. 1112 (2) 32
Nr. 111 4 (2) 32
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15.2 Detaillierte Ubersicht der MHK fiir selektierte Mutanten

15.2.1 Ergebnisse fir WT

Tabelle 15-2  Ubersicht der MHK fiir selektierte WT-Mutanten in (ug/ml)

Cip: Ciprofloxacin; Nal: Nalidixinsdure; Tet: Tetracyclin; Clm: Chloramphenicol;
Oxa: Oxacillin; Ery: Erythromycin; Novo: Novobiocin

MHK in (pg/ml)

Cip Nal Tet Clm Oxa Ery Novo
WT pHPNE19-02.1 >2048 32-64 <16
1Nr. 119 0,8 128-256 2 16 n.d. n.d. n.d.
INr.12 0,8 64-128 1 8 >2048 32-64 64-128
1Nr. 150 1 128-256 1-2 8 >2048 <32 32
2Nr.110 0,8 128-256 2 16 >2048 128 256
2Nr.118 1,2 64 0,5 8 >2048 32-64 32-64
2Nr. 129 1,2 256 2 16 >2048 128 256
WT pHPNE18-01.1 >2048 <32 64
INr. 11 0,8 64 0,5 4-8 >2048 <32 64
INr.14 0,6 64 1-2 8 >2048 64 32-64
INr. 1112 <0,4 32 0,5 4 >2048 64 128
1Nr. 1140 0,6 32 0,5 4 >2048 64 32-64
WT pUC19 >2048 <32 <16
Nr. 1 0,1 256 2 8 n.d. n.d. n.d.
Nr. 2 0,1 256 2 8 >2048 64 128
Nr. 14 0,1 10247 2 4-8 >2048 <32 128
Nr.5 0,2 128 n.d. 8 n.d. n.d. n.d.
Nr. 4 0,2 512 n.d. 8 >2048 <32 32-128
Nr.3 0,125 256 2 32 >2048 64 256
Nr. 17 0,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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15.2.2 Ergebnisse fir WT-K

Tabelle 15-3

Ubersicht der MHK fiir selektierte WT-K-Mutanten

Cip: Ciprofloxacin; Nal: Nalidixinsdure; Tet: Tetracyclin; Clm: Chloramphenicol

MHK in (pg/ml)

Cip Nal Tet Clm Oxa Ery Novo
WT-K pHPNE19-02.1 n.d. 64-256 64
1Nr.245 2 256 1 16 >2048 64 32
1Nr.244 >2 512 2 16 n.d. n.d. n.d.
1Nr.237 1,5 128 2 16 n.d. n.d. n.d.
1Nr.235 >2 128 1 16 n.d. n.d. n.d.
1Nr.234 >2 512 2 32 n.d. n.d. n.d.
1Nr.224 >2 256 2 16 n.d. n.d. n.d.
1Nr.218 2 256 1 16 >2048 128 128
1Nr.23 0,875 128 1 8 >2048 64 128
1Nr.321 >2 512 2 32? n.d. n.d. n.d.
1Nr.322 >2 128 2 8 n.d. n.d. n.d.
1Nr.327 1,25 128 1 8 n.d. n.d. n.d.
1Nr.328 >2 256 2 8 n.d. n.d. n.d.
WT-K pHPNE18-01.1 n.d. n.d. n.d.
INr.11 0,75 128 2 16 >2048 64 128
1Nr.18 0,875 256 n.d. 16 >2048 128 512
1Nr.119 0,75 256 1 8 >2048 64 256-512
1Nr.123 0,875 128 2 8 >2048 64 512
1Nr.126 0,75 256 2 16 >2048 <32 128
1Nr.127 0,5 128 2 16 >2048 64 256
1Nr.24 1,25 256 n.d. 16 >2048 64 512-1024
1Nr.29 0,75 128 2 8 >2048 <32 128
1Nr.222 2 256 4 8 >2048 64-256 1024-2048
1Nr.224 0,75 256 2 8 >2048 <32 n.d.
1Nr.234 1 256 - 512 2 32 >2048 64-256 512-1024
WT-K pUC19 n.d. n.d. n.d.
Nr. 45 0,25 64 4 8 n.d. n.d. n.d.
Nr. 19 0,25 128 2 8 n.d. n.d. n.d.
Nr. 33 0,5 128 4 32 n.d. n.d. n.d.
Nr. 14 0,5 128 2 32 n.d. n.d. n.d.
Nr. 11 0,75 128 4 64 n.d. n.d. n.d.
Nr.9 0,25 64 1 16 n.d. n.d. n.d.
Nr.5 0,5 64 1 32 n.d. n.d. n.d.
Nr. 6 0,5 512 1 32 n.d. n.d. n.d.
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15.2.3 Ergebnisse fiur Mli

Tabelle 15-4  Ubersicht der MHK fiir selektierte Mil-Mutanten.

Cip: Ciprofloxacin; Nal: Nalidixinsdure; Tet: Tetracyclin; Clm: Chloramphenicol; rot unterlegt: selek-
tierte Mutanten bei denen eine Mutation in icd gefunden wurde (MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1 43 und
MIlI pHPNE19-02.1 Nr. lll 2) oder sich kein Gen amplifizieren lieR (MIl pHPNE18-01.1 Nr. 1l 18)

MHK in (pg/ml)

Cip Nal Tet Clm Oxa Ery Novo
MIl pHPNE19-02.1 >2048 128 1024
Nr. 113 (1) 8 4096 2-4 16 >2048 64-128 128-256
Nr. 120 (1) 16 4096 4 16 >2048 64 512
Nr. 143 (1) 16 >4096 4 16 >2048 64 512
Nr. 1121 (2) 32 >4096 2-4 16 >2048 64 512
2048- 1024-
Nr. 116 (2) 8 4096 2-4 16 >2048 64 2048
Nr. 1113 (2) 32 4096 2-4 16 >2048 128 1024
Nr. [112 (2) 32 >4096 4 16
Nr. Il 4 (2) 32 4096 4 16 >2048 64 256-512
MIl pHPNE18-01.1 >2048 64 512
Nr. 1112 (1) 4 >4096 4 16-32 >2048 64 512
Nr. 1118 (1) 8 4096 2-4 16 >2048 64 512
Nr. 1142 (1) 8 >4096 4 16-32 >2048 64-128 1024
Nr. 111 (2) 8 4096 2-4 16-32 >2048 <64 512
Nr. I11 10 (2) 4 >4096 4 16-32 >2048 64 512-1024
Nr. 1127 (2) 8 >4096 4 32 >2048 64 512-1024
MIl pUC19 >2048 128 1024
Nr. 13 2-4 >1024 2 32 n.d. n.d. n.d.
Nr. 26 2-4 >1024 n.d. 32 n.d. n.d. n.d.
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15.3 Untersuchung AmarR175 bp

15.3.1 Ergebnisse fiir WT pHPNE18-01.1, WT pHPNE19-02.1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Na——
———
e —
N—
——
——
et
s
e
——
——

(R

Abbildung 15-1
TAE-Agarosegel, 1,6%, 1-fach E-Puffer, 70 V; Ethidiumbromidfarbung.
Al: pHPNE19-02.1; B1: pHPNW18-01.1

Agarosegel marR-PCR fiir WT-Klone

oben

O'GeneRuler

100bp

DNA Ladder Plus,

ready-to-use

3000
= ; 2000
e GBI

/, 1200

1.7% TopVidon™ LE GO Agarose (¥R0491)

bpng/05pg %

280 56
280 56
280 56
280 56
800 16.0
27.0 54
2710 54
270 54
27.0 54
800 160
300 6.0

300 6.0
30,0 6.0

300 60

0.5 pafane, 8 cm length gel,

1XTBE, 5Vem, 1h

Spur 1: WT A1 Nr. 11 2; Spur 2: WT A1 Nr. 1129; Spur 3: WT A1 Nr. 1139; Spur 4: WT A1 Nr. 1150;
Spur 5: WT A1 Nr. 11 33; Spur 6: DNA-GréBenmarker; Spur 7: WT A1 Nr. 2 | 10;
Spur 8: WT A1 Nr. 2 118; Spur 9: WT A1 Nr. 2129; Spur 10: WT A1 Nr. 2131;

Spur 11: WT A1 Nr. 21 35; Spur 12: WT A1 Nr. 2143

unten

Spur 1: NTC; Spur 2: WT B1 Nr 111; Spur 3:WT B1 Nr. 1 14; Spur4: WT B1 Nr. 1132;
Spur 5: WT B1 Nr 1137; Spur 6: WT B1 Nr 1 11 13; Spur 7: DNA-GréRBenmarker;
Spur 8: WT B1 Nr. 1 11 15; Spur 9: WT B1 Nr. 111 18; Spur 10: WT B1 Nr. 111 19;

Spur 11: WT B1 Nr. 1 11 38; Spur 12: WT B1 Nr. 1 1140
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15.3.2 Ergebnisse fir WT pHPNE19-02.1 Nr.112

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

100bp

ready-to-use

1000
% 2000
pu— ;1500
/1200

—

1.7% TopVision™ LE GO Agarose (#R0491)

1XTBE, 5Vem, 1h

Abbildung 15-2 Agarosegel der marR-PCR fiir WT pHPNE19-02.1 Nr. 112

Das erwartete Amplicon hatte eine GréRe von 484 bp. Insgesamt wurden 23 einzelne Kulturen

aufgetragen.
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

oben

Spur 1: Nr. 13; Spur 2: Nr. 14; Spur 3: Nr. 15: Spur 4: Nr. 16; Spur 5: Nr. 17,

Spur 6: DNA-GréRBenmarker; Spur7: Nr. 18; Spur 8: Nr. 19; Spur 9: Nr. 20;

Spur 10: Nr. 21; Spur 11: Nr. 22; Spur 12: Nr. 23; Spur 13: NTC; Spur 14: Mll; Spur 15: WT

unten

Spur 1: Nr. 1; Spur 2: Nr. 2; Spur 3: Nr. 3; Spur 4: Nr. 4; Spur 5: Nr. 5;

Spur 6: DNA-GréRenmarker; Spur 7: Nr. 6; Spur 8: Nr. 7; Spur 9: Nr. 8;

Spur 10: Nr. 9; Spur 11: Nr. 10; Spur 12: Nr. 11; Spur 13: Nr. 12; Spur 14: Mll; Spur 15: WT
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bp ng/0.5 g

28.0
28.0
28.0
28.0
80.0
27.0
27.0
27.0
27.0
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30.0
30.0

30.0
30.0

0.5 pafane, 8 cm length gel,
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15.3.3 WT-K pHPNE18-01.1, WT-K pHPNE19-02.1; WT-K pUC19

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Abbildung 15-3 Agarosegel marR-PCR fiir WT-K

TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung
A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1

oben

Spur 1: WT-K A Nr. 2 3; Spur 2: WT-K A Nr. 2 18; Spur 3: WT-K A Nr 2 24;

Spur 4: WT-K A Nr. 2 34; Spur 5: WT-K A Nr 2 35; Spur 6: WT-K A Nr. 2 37;

Spur 7: WT-K A Nr 2 44; Spur 8: WT-K A Nr. 2 45; Spur 9: DNA-GroRenmarker;
Spur 10: WT-K B Nr. 2 1; Spur 11: WT-K B Nr. 2 8;

Spur 12: WT-K B Nr. 2 19; Spur 13: WT-K B Nr 2 23; Spur 14: WT-K B Nr. 2 26;
Spur 15: WT-K B Nr. 2 27; Spur 16: Mll; Spur 17: WT; Spur 18: WT-KANr. 1126

unten

Spur 1: WT-K B Nr. 2 4; Spur 2: WT-K B Nr. 2 9; Spur 3: WT-K B Nr. 2 22;

Spur 4: WT-K B Nr. 2 24; Spur 5: WT-K B Nr. 2 34; Spur 6: DNA-GroRenmarker;

Spur 7: WT-K pUC19 Nr. 5; Spur 8: WT-K pUC19 Nr. 6; Spur 9: WT-K pUC19 Nr. 9;

Spur 10: WT-K pUC19 Nr. 11; Spur 11: WT-K pUC19 Nr. 14; Spur 12: WT-K pUC19 Nr. 33;
Spur 13: WT-K pUC19 Nr. 45; Spur 14: DNA-GroRenmarker; Spur 15: Mll; Spur 16: WT,;
Spur17: WTANr.1126
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15.3.4 Ergebnisse Untersuchung marR-RFLP

Zuerst gibt eine Tabelle den Uberblickt, hinter welcher Probennummer sich welcher Stamm
verbirgt. Anschliefend sind die Ergebnisse Agarose-Gelelektrophoresen zu sehen in den fol-

genden Bildern.

Tabelle 15-5 Detaillierte Ansicht Ergebnisse Screening
Stamme mit internen Bezeichnungen genannt; A:

pHPNE19-02.1 (QnrAl); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)

Nr. Stamm Nr. Stamm

1 WTANr.2110 28 WT pUC19 Nr. 14
2 WTANr.1133 29 WT pUC19 Nr. 17
3 WTBNr.11140 30 WT pUC19 Nr. 2

4 WTANr.1150 31 WT pUC19 Nr. 4

5 WTANr.2129 32 WTKANr.224

6 WTBNr.11118 33 WTKA Nr. 245

7 WTBNr.11119 34 WTKBNr.24

8 WTBNr.11115 35 WTKBNr.224

9 WTBNr.11138 36 WT KB Nr. 222

10 WTANr.1119 37 WTKBNr.119

11 WTANr.2143 38 WTKBNr.11

12 WTANr. 1139 39 WT KB Nr. 127

13 WTANTr. 2135 40 WTKBNr.126

14 WTANr. 2118 41 WT pUC19 Nr. 3

15 WTBNr.111 42 WT KA Nr. 237
16 WTBNr.1157 43 WT pUC19 Nr. 1

17 WTANr. 112 44 WT K pUC19 Nr. 5
18 WTBNr.1132 45 WT K pUC19 Nr. 6
19 WTBNr.114 46 WTKANr.218
20 WTBNr.11113 a7 WT K pUC19 Nr. 14
21 WTANr. 2131 48 WT K pUC19 Nr. 9
22 WTKBNr.123 49 WTKANr.23

23 WT pUC19 Nr. 5 50 WT K pUC19 Nr. 45
24 WTKANr.244 51 WT K pUC19 Nr. 33
25 WT KA Nr. 235 52 WT K pUC19 Nr. 11
26 WTKBNr.234 53 WTKBNr.29

27 WTKANr.234 54 WTKBNr.18
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DNA Ladder Plus,
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0.5 pgiane, 8 cm length gel,

Abbildung 15-4 Gelbild 1 Agarosegelelektrophorese nach Verdau mit Sau3A1 (FastDigest)

Jeweils 12 ul Restriktionsansatz aufgetragen, interne Bezeichnungen der Stamme
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung;
A: pHPNE19-02.1 (QnrA1l); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)

Spur 1: DNA-GréRBenmarker 100 bp; Spur 2: WT A Nr. 2 1 10; Spur 3: WT ANr. 1133,
Spur 4: WT B Nr. 1 11 40; Spur 5: A Nr. 1 150; Spur 6: WT ANr. 2 129;

Spur 7: WT B Nr. 111 18; Spur 8: WT B Nr. 1 11 19; Spur 9: WT B Nr. 1 1l 15;

Spur 10: WT B Nr. 1 11 38; Spur 11: WT A Nr. 1119; Spur 11: WT ANr. 2143

%

58
56
58
58
16.0
54
54

54
54
16.0
6.0

6.0
6.0

6.0
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1XTEE, 5Vem, 1 h

Abbildung 15-5 Gelbild 2 Agarosegelelektrophorese nach Verdau mit Sau3A1 FD
Jeweils 12 pl Restriktionsansatz aufgetragen, interne Bezeichnungen der Stamme
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

A: pHPNE19-02.1 (QnrA1); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)

Spur 1: WT A Nr. 1139; Spur 2: DNA-GroRenmarker 100 bp; Spur 3: WT A Nr. 2 | 35;
Spur 4: WT ANr.2118; Spur 5: WTB Nr. 111; Spur 6: WTBNr.1157;

Spur 7: WT ANr.112; Spur 8: WTB Nr.1132; Spur 9: WT B Nr. 114;

Spur 10: WT B Nr. 1 1113; Spur 11: WT A Nr. 2131; Spur 12: WT-K B Nr. 1 23
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O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use

bpng/05Spg %

W00 280 56
2000 280 56
1500 280 56
/1200 280 56
1000 800 160
L 000 27.0 54
800 270 54
— 700 270 54
600 270 54
— 500 800 160
400 300 6.0

— 300 300 6.0
— 200 300 6.0

100 300 6.0

>
3
[+
e
3
<1
)
T
(=4
<«
w
—
L
(=3
w
=
=)
£
~

0.5 pgane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/em, 1h

Abbildung 15-6 Gelbild 3 Agarosegelelektrophorese nach Verdau mit Sau3A1 FD
Jeweils 12 pl Restriktionsansatz aufgetragen, interne Bezeichnungen der Stamme
TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

A: pHPNE19-02.1 (QnrAl); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)

Spur 1: WT pUC19 Nr. 5; Spur 2: WT-K A Nr. 2 44; Spur 3: DNA-GroRRenmarker 100 bp;
Spur 4: WT-K A Nr. 2 35; Spur 5: WT-K B Nr. 2 34; Spur 6: WT-K A Nr. 2 34;

Spur 7: WT pUC19 Nr. 14; Spur 8: WT pUC19 Nr. 17; Spur 9: WT pUC 19 Nr. 2;

Spur 10: WT pUC19 Nr. 4; Spur 11: WT-K A Nr. 2 24; Spur 12: WT-K A Nr. 2 45
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O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use

bp ng/0.5 pg

2000 280
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1.7% TopVision™ LE GO Agarose (#R0491)

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1XTRE, 5Vem, 1h

Abbildung 15-7 Gelbild 4 Agarosegelelektrophorese nach Verdau mit Sau3A1 FD

Jeweils 12 pl Restriktionsansatz aufgetragen, interne Bezeichnungen der Stdamme

TAE-Agarosegel, 1,5%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung
A: pHPNE19-02.1 (QnrA1l); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)
Spur 1: WT-K B Nr. 2 4; Spur 2: WT-K B Nr. 2 24; Spur 3: WT-K B Nr. 2 22;

Spur 4: DNA-GroRRenmarker 100 bp; Spur 5: WT-K B Nr. 1 19; Spur 6: WT-K B Nr. 1 1;

Spur 7: WT-K B Nr. 1 27; Spur 8: WT-K B Nr. 1 26; Spur 9: WT pUC19 Nr. 3;
Spur 10: WT-K A Nr. 2 37; Spur 11: WT pUC19 Nr. 1; Spur 12: WT-K pUC19 Nr. 5
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O'GeneRuler
100bp

DNA Ladder Plus,
ready-to-use
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0.5 pytane, § cm length gel,
1XTEE, 5V/em, 1h

Abbildung 15-8 Gelbild 5 Agarosegelelektrophorese nach Verdau mit Sau3A1 FD
Jeweils 12 pl Restriktionsansatz aufgetragen, interne Bezeichnungen der Stamme.
TAE-Agarosegel, 1,0%, 1-fach E-Puffer, 100 V; Ethidiumbromidfarbung

A: pHPNE19-02.1 (QnrAl); B: pHPNE18-01.1 (QnrB1)

Spur 1: WT-K pUC19 Nr. 6; Spur 2: WT-K A Nr.2 18; Spur 3: WT-K pUC19 Nr. 14;

Spur 4: WT-K pUC 9; Spur 5: DNA GréBenmarker 100 bp; Spur 6: WT-K A Nr. 2 3;
Spur 7; WT-K pUC19 Nr. 45; Spur 8: WT-K pUC19 Nr. 33; Spur 9: WT-K pUC19 Nr. 11;
Spur 10: WT-K B Nr.2 9; Spur 11: WT-K B Nr. 1 8; Spur 12: MllI
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15.4 Ergebnisse der Sequenzanalyse

15.4.1 Sequenzierung der QRDR bei WT-Mutanten

Tabelle 15-6 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir gyrA der WT-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog

81 160

gyrA CFT073 (81) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
gyrA MIIQ (81) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG

A 1 I2 gyrA-fw (57) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 1 I33 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 1 I39 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 1 I50 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I10 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I18 gyrA-fw (53) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I29 gyrA-fw (1) -————— = TCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I31 gyrA-fw (67) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I35 gyrA fw (18) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
A 2 I43 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 Il gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 I4 gyrA-fw (66) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG

B 1 I32 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 I57 gyrA-fw (1) - --GGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II13 gyrA-fw (1) -——————--- GGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II18 gyrA fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II19 gyrA fw (75) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II38 gyrA fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II40 gyrA fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
B 1 II1l5 gyrA fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
161 240

gyrA CFTO073 (161) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
gyrA MIIQ (161) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

A 1 I2 gyrA-fw (137) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I33 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I39 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I50 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I10 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I18 gyrA-fw (133) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

129 gyrA-fw (52) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I31 gyrA-fw (147) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
I35 gyrA fw (98) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

PRPPPRP PP
NNNNNNR KRR

I43 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 Il gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 I4 gyrA-fw (146) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

B 1 I32 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

B 1 I57 gyrA-fw (71) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II13 gyrA-fw (71) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II18 gyrA fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II19 gyrA fw (155) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II38 gyrA fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II40 gyrA fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
B 1 II15 gyrA fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

241 320

gyrA CFT073 (241) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
gyrA MIIQ (241) GGTGACTTGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG

A 1 I2 gyrA-fw (217) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I33 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I39 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I50 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I10 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I18 gyrA-fw (213) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
129 gyrA-fw (132) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I31 gyrA-fw (227) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
I35 gyrA fw (178) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATG -~~~ — === == === === = — e ———
I43 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
B 1 Il gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
B 1 I4 gyrA-fw (226) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
B 1 I32 gyrA-fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
B 1 I57 gyrA-fw (151) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
1 II13 gyrA-fw (151) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
1 II18 gyrA fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
1 II19 gyrA fw (235) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
1 II38 gyrA fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
1
1

PP
NNNNNNRHRR

II40 gyrA fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
II15 gyrA fw (228) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG

Wwwwww
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Tabelle 15-7 Abbildung 15-9  Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir parC der WT-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

81 160

parC CFT073 (81) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCCGTTCAGCGGCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAACTGGGCC
parC MIIQ (81) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC

A 2 I10 parC-fw (31) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
A 2 I43 parC-fw (40) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 Il parC-fw (45) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC

B 1 I4 parC-fw (40) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 I32 parC-fw (49) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 I57 parC-fw (1) -GACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 II13 parC-fw (45) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 II18 parC-fw (45) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 II19 parC-fw (45) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
B 1 II40 parC-fw (45) GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
16l 240

parC CFT073 (161) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCTGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
parC MIIQ (161) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT

A 2 I10 parC-fw (111) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
A 2 I43 parC-fw (120) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
B 1 Il parC-fw (125) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
B 1 I4 parC-fw (120) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
B 1 I32 parC-fw (129) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
B 1 I57 parC-fw (80) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
1 II13 parC-fw (125) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
1 II18 parC-fw (125) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
1 II19 parC-fw (125) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
1 IT40 parC-fw (125) TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
241 320

parC CFT073 (241) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
parC MIIQ (241) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG

A 2 I10 parC-fw (191) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
A 2 I43 parC-fw (200) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
B 1 Il parC-fw (205) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
B 1 I4 parC-fw (200) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
B 1 I32 parC-fw (209) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
B 1 I57 parC-fw (160) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGT----------————
II13 parC-fw (205) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
II18 parC-fw (205) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
II19 parC-fw (205) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
II40 parC-fw (205) GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
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Tabelle 15-8 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir parE der WT-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

1201 1280
parE CFT073 (1201) TTGGCTGACTGTACCGCGCAGGATCTTAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
parE MIIQ (1201) TTGGCTGACTGTACCGCGCAGGATCTTAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

A 1 I2 parE-fw [ e GGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 1 I19 parE-fw (1) ————— = m GTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 1 I33 parE-fw (1) ———==—— e e TATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 1 I39 parE-fw (1) ———=——— - TATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 1 I50 parE-fw (1) ———==— e TATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 2 I31 parE-fw (1) ——===——————mmmmmm e ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 2 I35 parE-fw (1) ——————————— - AACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
A 2 I43 parE-fw (1) -- --ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

B 1 Il parE-fw (1) ————————— == ATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

B 1 I4 parE-fw (1) -- --ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
B 1 I32 parE-fw (1) —————————— TAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

B 1 II13 parE-fw (1) ——————— === TATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
B 1 II1l5 parE-fw (1) -————————— - ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
B 1 II18 parE-fw (1) —————————— TAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
B 1 II19 parE-fw (1) -- --TAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
B 1 II40 parE-fw (1) -————————— - ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

1281 1360

parE CFT073 (1281) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAATACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
parE MIIQ (1281) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG

A 1 I2 parE-fw (31) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 1 I19 parE-fw (33) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 1 I33 parE-fw (41) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 1 I39 parE-fw (41) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 1 I50 parE-fw (41) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 2 I31 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 2 I35 parE-fw (54) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
A 2 I43 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG

B 1 Il parE-fw (40) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG

B 1 I4 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
B 1 I32 parE-fw (55) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
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B 1 II13 parE-fw (41) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
B 1 II1l5 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
B 1 II18 parE-fw (55) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
B 1 II19 parE-fw (55) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
B 1 II40 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG

1361 1440

parE CFT073 (1361) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
parE MIIQ (1361) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT

A 1 I2 parE-fw (111) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 I19 parE-fw (113) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 I33 parE-fw (121) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 I39 parE-fw (121) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 I50 parE-fw (121) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
2 I31 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
2 I35 parE-fw (134) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
2 I43 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
B 1 Il parE-fw (120) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
B 1 I4 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
B 1 I32 parE-fw (135) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 II13 parE-fw (121) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 II1l5 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1 II18 parE-fw (135) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1
1

PPy

II19 parE-fw (135) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
II40 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1441 1520

parE CFT073 (1441) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
parE MIIQ (1441) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT

A 1 I2 parE-fw (191) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I19 parE-fw (193) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I33 parE-fw (201) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I39 parE-fw (201) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I50 parE-fw (201) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I31 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I35 parE-fw (214) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
I43 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
B 1 Il parE-fw (200) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
B 1 I4 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
B 1 I32 parE-fw (215) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
II13 parE-fw (201) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
II15 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
II18 parE-fw (215) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
II19 parE-fw (215) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
II40 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
1521 1600

parE CFT073 (1521) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
parE MIIQ (1521) ARAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG

A 1 I2 parE-fw (271) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
I19 parE-fw (273) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
I33 parE-fw (281) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGT ——————————————— ===~ — =~ ————
I39 parE-fw (281) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
I50 parE-fw (281) AAAACACTTCCGCGCATTGETGAA — — — — ———— == — === =~ =~ = =~~~
I31 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
I35 parE-fw (294) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
I43 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
B 1 Il parE-fw (280) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
B 1 I4 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
B 1 I32 parE-fw (295) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
1 II13 parE-fw (281) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
1 II15 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
1 II18 parE-fw (295) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
1
1
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II19 parE-fw (295) BARACACTI-—=========== === e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——————————
II40 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG

Wwwww

15.4.2 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir E. coli Mll (GK573)

Tabelle 15-9 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir gyrA der Mll-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

81 160

gyrA CFT073 (81) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
gyrA MIIQ (81) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG

AI34 gyrA-fw (67) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AI43 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AI46 gyrA-fw (57) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AI50 gyrA-fw (57) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AII18 gyrA-fw (67) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AII29 gyrA-fw (42) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AIIm.u. gyrA-fw (69) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AIII9 gyrA-fw (43) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
AIIT1O0 gyrA-fw (70) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
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BI38 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
BII6 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
BII18 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
BII19 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
BII23 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
BIII1l4 gyrA-fw (68) GGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
161 240

gyrA CFTO073 (161) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
gyrA MIIQ (161) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT

AI34 gyrA-fw (147) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AI43 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AI46 gyrA-fw (137) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AI50 gyrA-fw (137) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AII18 gyrA-fw (147) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AII29 gyrA-fw (122) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AIIm.u. gyrA-fw (149) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AIII9 gyrA-fw (123) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
AIII10 gyrA-fw (150) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BI38 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BII6 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BII18 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BII19 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BII23 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
BIII1l4 gyrA-fw (148) TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAT
241 320

gyrA CFTO073 (241) GGTGACTCGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
gyrA MIIQ (241) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG

AI34 gyrA-fw (227) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AI43 gyrA-fw (228) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AI46 gyrA-fw (217) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AI50 gyrA-fw (217) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AII18 gyrA-fw (227) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AII29 gyrA-fw (202) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AIIm.u. gyrA-fw (229) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AIII9 gyrA-fw (203) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
AIII10 gyrA-fw (230) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BI38 gyrA-fw (228) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BII6 gyrA-fw (228) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BII18 gyrA-fw (228) GGTGACTTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BII19 gyrA-fw (228) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BII23 gyrA-fw (228) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
BIII1l4 gyrA-fw (228) GGTGACTIGGCGGTTTATGACACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGG
321 400

gyrA CFTO073 (321) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
gyrA MIIQ (321) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC

AI34 gyrA-fw (307) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AI43 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AI46 gyrA-fw (297) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AI50 gyrA-fw (297) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AII1l8 gyrA-fw (307) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AII29 gyrA-fw (282) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AIIm.u. gyrA-fw (309) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AIII9 gyrA-fw (283) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
AIII10 gyrA-fw (310) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BI38 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BII6 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BII18 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BII19 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BII23 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC
BIII1l4 gyrA-fw (308) TAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAAC

Tabelle 15-10 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir parC der Mil-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1;

Bei MIIQ ist an Position 372 ein Basenaustausch von G zu T zu sehen, der zu einer stillen Mutation
flihrt [27]. Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequenzen homolog sind. Blau
eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

1 80

NC_004431 (1) ATGAGCGATATGGCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
MIIQ parC (1) ATGAGCGATATGGCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT

AI34 parC-fw (1) ———==——=———= GCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AI43 parC-fw (1) -- --GCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AI46 parC-fw (1) -- ---AGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AI50 parC-fw (1) -- ---GCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AII18 parC-fw (1) ——————————————~ GAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AII29 parC-fw (1) -————————————- AGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AIIm.u. parC-fw (1) ———— TGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AIII9 parC-fw (1) ——————————— === GCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
AIII10 parC-fw (1) -- ----GAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
BI38 parC-fw (1) -- --GCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAARACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
BII6 parC-fw (1) -- --GCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAARACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
BII18 parC-fw (1) ——————————————- GAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT

331
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parC-fw
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parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw
parC-fw

(67)

(161)
(161)
(149)
(149)
(147)
(144)
(146)
(147)
(129)
(144)
(146)
(149)
(149)
(146)
(146)
(149)
(147)

(241)
(241)
(229)
(229)
(227)
(224)
(226)
(227)
(209)
(224)
(226)
(229)
(229)
(226)
(226)
(229)
(227)

(321)
(321)
(309)
(309)
(307)
(304)
(306)
(307)
(289)
(304)
(306)
(309)
(309)
(306)
(306)
(309)
(307)

——————————————— GAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
GCAGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
—————————————— AGAGCGCCTTGCGCTACATGAATTTACGGAAAACGCCTACTTAAACTACTCCATGTACGTGATCAT
160
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCCGTTCAGCGGCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAACTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
GGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAGCTGGGCC
161 240
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCTGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
TGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGT
241 320
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAGGGGAACTGGGG
321 400
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCCGAACTGCTATTGA
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGTTTGTCGAAATATTCTGAGTTGCTATTAA
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCC-——————-—--—-—
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATAT -~~~
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATAT -~~~
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCC-
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATA- ~————=——=—========
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATAT - ———————————————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATATTCC-————————————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATAT - ———————————————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATAT - ———————————————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATATTCC-————————————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATAT -~~~ ~
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCC-~
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCC-~
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGEGTTGTCGARATA-—————————=———————
TGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTACACCGAATCCCGGTTGTCGARATATT———————————————
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Tabelle 15-11 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir gyrB der Mil-Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

1121 1200
gyrB CFT073 (1121) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTGGAT
gyrB MIIQ (1118) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC

AI34 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGALC
AI46 gyrB-fw (1) ——————————————- CTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
AI43 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGALC
AI50 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGALC
AII1l8 gyrB-fw (10) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
AIIm.u. gyrB-fw (13) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
AIII9 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
AIII10 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BI38 gyrB-fw (13) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BII6 gyrB-fw (13) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BII1l8 gyrB-fw (10) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BII23 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BII19 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
BIII1l4 gyrB-fw (12) GCAAAATTATCGATGCTGCCCGTGCCCGTGAAGCTGCGCGTCGCGCGCGTGAAATGACCCGCCGTAAAGGTGCGCTCGAC
1201 1280

gyrB CFT073 (1201) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
gyrB MIIQ (1198) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA

AI34 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AI46 gyrB-fw (66) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AI43 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AI50 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AII1l8 gyrB-fw (90) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AIIm.u. gyrB-fw (93) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AIII9 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
AIII10 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BI38 gyrB-fw (93) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BII6 gyrB-fw (93) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BII18 gyrB-fw (90) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BII23 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BII19 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
BIII1l4 gyrB-fw (92) TTAGCTGGCCTGCCGGGCAAACTGGCAGACTGCCAGGAACGCGATCCGGCGCTTTCCGAACTGTACCTTGTGGAAGGGGA
1281 1360

gyrB CFT073 (1281) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
gyrB MIIQ (1278) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG

AI34 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AI46 gyrB-fw (146) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AI43 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AI50 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AII1l8 gyrB-fw (170) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AIIm.u. gyrB-fw (173) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AIII9 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
AIII10 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BI38 gyrB-fw (173) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BII6 gyrB-fw (173) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BII18 gyrB-fw (170) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BII23 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BII19 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
BIII1l4 gyrB-fw (172) CTCCGCGGGCGGCTCTGCGAAGCAGGGGCGTAACCGCAAGAACCAGGCGATTCTGCCGCTGAAGGGTAAAATCCTCAACG
1361 1440

gyrB CFT073 (1361) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
gyrB MIIQ (1358) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT

AI34 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AI46 gyrB-fw (226) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AI43 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AI50 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AII1l8 gyrB-fw (250) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AIIm.u. gyrB-fw (253) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AIII9 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
AIII10 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BI38 gyrB-fw (253) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BII6 gyrB-fw (253) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BII18 gyrB-fw (250) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BII23 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BII19 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
BIII1l4 gyrB-fw (252) TCGAGAAAGCGCGCTTCGATAAGATGCTCTCTTCTCAGGAAGTGGCGACGCTTATCACCGCGCTTGGTTGTGGTATCGGT
1441 1520

gyrB CFT073 (1441) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
gyrB MIIQ (1438) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT

AI34 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AI46 gyrB-fw (306) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AI43 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AI50 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AII1l8 gyrB-fw (330) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AIIm.u. gyrB-fw (333) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AIII9 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
AIII10 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
BI38 gyrB-fw (333) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT

333



Anhange

BII6 gyrB-fw (333) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
BII18 gyrB-fw (330) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
BII23 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
BII19 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT

BIIIl4 gyrB-fw (332) CGTGACGAGTACAACCCGGACAAACTGCGTTATCACAGCATCATCATCATGACCGATGCGGACGTCGACGGCTCGCACAT
1521 1600

gyrB CFT073 (1521) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
gyrB MIIQ (1518) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

AI34 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

AI46 gyrB-fw (386) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

AI43 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

AI50 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
AII18 gyrB-fw (410) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

AIIm.u. gyrB-fw (413) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
AIII9 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
AIITI1O0 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACA-————-—————-—

BI38 gyrB-fw (413) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

BII6 gyrB-fw (413) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
BII18 gyrB-fw (410) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
BII23 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
BII19 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC

BIII1l4 gyrB-fw (412) TCGTACGCTGCTGTTGACCTTCTTCTATCGTCAGATGCCGGAAATCGTTGAACGTGGTCACGTCTACATCGCTCAGCCGC
1601 1680

gyrB CFT073 (1601) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
gyrB MIIQ (1598) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

AI34 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

AI46 gyrB-fw (466) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

AI43 gyrB-fw (492) CGCTGT—————————— === — ===

AI50 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
AII18 gyrB-fw (490) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

AIIm.u. gyrB-fw (493) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
AIII9 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
AIII1O0 gyrB-fw (480) ——————————

BI38 gyrB-fw (493) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

BII6 gyrB-fw (493) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
BII18 gyrB-fw (490) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
BII23 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
BII19 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC

BIII1l4 gyrB-fw (492) CGCTGTACAAAGTGAAGAAAGGTAAGCAGGAACAGTACATTAAAGACGACGAAGCGATGGATCAGTACCAGATCTCTATC
1681 1760

gyrB CFT073 (1681) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA
gyrB MIIQ (1678) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

AI34 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

AI46 gyrB-fw (546) BCGC-—————— ===

AI43 gyrB-fw (498) —————— - m

AI50 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA
AII18 gyrB-fw (570) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

AIIm.u. gyrB-fw (573) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA
AIII9 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA
AIITI1O0 gyrB-fw (480) ————— - m

BI38 gyrB-fw (573) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

BII6 gyrB-fw (573) BCEC-————————— === = e
BII18 gyrB-fw (570) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTG A~~~ === === === oo m o m o
BII23 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA
BII19 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

BIII1l4 gyrB-fw (572) GCGCTGGATGGCGCAACGCTGCACACCAACGCCAGTGCACCGGCGCTGGCTGGCGAAGCGTTAGAGAAACTGGTGTCTGA

Tabelle 15-12 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir parE der Mutanten

A: pHPNE19-02.1; B: pHPNE18-01.1; Gelb unterlegt sind Bereiche, die bei allen untersuchten Sequen-
zen homolog sind. Blau eingefarbte Sequenzen sind nicht bei allen untersuchten Sequenzen homolog.

1201 1280
parE CFT073 (1201) TTGGCTGACTGTACCGCGCAGGATCTTAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
parE MIIQ (1201) TTGGCTGACTGTACCGCGCAGGATCTTAACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA

AI34 parE-fw (1) - CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AI43 parE-fw (1) ———=—————mmm e ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AI46 parE-fw (1) ———=—————mmmmmmmm e CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AI50 parE-fw [ b CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AIIl8 parE-fw (1) - ACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AII29 parE-fw (1) - CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AIIm.u. parE-fw (1) - CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AIII9 parE-fw (1) - CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
AIII10 parE-fw (1) - CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BI38 parE-fw --AACCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BII6 parE-fw (1) ———————— === CGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BII18 parE-fw (1) ——————————— = CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BII19 parE-fw (1) ——————————— = CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BII23 parE-fw (1) ——————————— = CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
BIIIl4 parE-fw (1) - CCGTACCGAACTATTCCTTGTGGAAGGTGACTCCGCAGGCGGATCTGCCAA
1281 1360

parE CFT073 (1281) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAATACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
parE MIIQ (1281) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AI34 parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
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AI43 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AI46 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AI50 parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AIIl8 parE-fw (53) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AII29 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AIIm.u. parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AIII9 parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
AIII10 parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BI38 parE-fw (54) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BII6 parE-fw (51) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BII18 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BII19 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BII23 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
BIII1l4 parE-fw (52) GCAGGCGCGCGATCGCGAATATCAGGCGATCATGCCACTGAAAGGTAAGATCCTTAACACCTGGGAAGTCTCTTCCGACG
1361 1440

parE CFT073 (1361) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
parE MIIQ (1361) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT

AI34 parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AI43 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AI46 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AI50 parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AII1l8 parE-fw (133) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AII29 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AIIm.u. parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AIII9 parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
AIII10 parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BI38 parE-fw (134) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BII6 parE-fw (131) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BII18 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BII19 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BII23 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
BIII1l4 parE-fw (132) AAGTGCTGGCTTCGCAGGAAGTGCACGATATTTCGGTAGCTATCGGTATCGATCCTGACAGCGACGATTTGAGCCAGCTT
1441 1520

parE CFT073 (1441) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
parE MIIQ (1441) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT

AI34 parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AI43 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AI46 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AI50 parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AII1l8 parE-fw (213) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AII29 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AIIm.u. parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AIII9 parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
AIII10 parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BI38 parE-fw (214) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BII6 parE-fw (211) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BII18 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BII19 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BII23 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
BIII1l4 parE-fw (212) CGTTACGGCAAGATCTGTATCCTGGCGGATGCTGACTCCGATGGTCTGCACATTGCCACGCTGCTCTGCGCTTTGTTTGT
1521 1600

parE CFT073 (1521) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
parE MIIQ (1521) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG

AI34 parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AI43 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AI46 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AI50 parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AII1l8 parE-fw (293) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AII29 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AIIm.u. parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AIII9 parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
AIII10 parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
BI38 parE-fw (294) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
BII6 parE-fw (291) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
BII18 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGAAAG
BII19 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGARAAG
BII23 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGARAAG
BIII1l4 parE-fw (292) AAAACACTTCCGCGCATTGGTGAAACACGGTCACGTTTACGTTGCACTGCCACCGCTCTACCGTATTGACCTCGGGARAAG
1601 1680

parE CFT073 (1601) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCAAACGTC
parE MIIQ (1601) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCAAACGTC

AI34 parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAA-—---—————————~—
AI43 parE-fw (373) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAG----
AI46 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG------—
AI50 parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG------—
AII1l8 parE-fw (373) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGG-----——-————-——
AII29 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG-----~—
AIIm.u. parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG- -
AIII9 parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAA-- -
AIII10 parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAA- -
BI38 parE-fw (374) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAA - ——————— === ==~ =~ ———————
BII6 parE-fw (371) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG------
BII18 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAGCCG-----~—
BII19 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGG---—-———————~—
BII23 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAG----——--——————————
BIII1l4 parE-fw (372) AGGTTTATTACGCGCTGACGGAAGAAGAGAAAGAGGGCGTACTTGAGCAATTAAAACGCAAGAAAGGCAAG-------——
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Anhange

15.4.3 Ergebnisse MIl pHPNE19.02.1 Nr. 11 18

Tabelle 15-13 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1l 18

orange: Startcodon icd (ATG); griin: Stoppcodon icd (TAA); violett: mutierte Terminatorsequenz icd;
rot: nicht sequenzierter Bereich

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
MII A Nr.II18 2 icd

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
MII A Nr.II18 2 icd
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icd
icd
fw
fw
v

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
v

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
v

icd
icd
fw
fw
v

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw

(301)

301 375
GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGGTTTACGCCTGET
—————————————————————————————————————————————————————————————— GTTTTCGTCTGGT
—————————————————————————————————————————————————————————————— GTTTTCGTCTGGT
376 450

AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT

451 525
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT

526
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA

600

601 675
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC

676 750
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

751 825
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

(1051)
(689)
(675)

(1)

(1126)
(764)
(675)

(1)
(1)

(1201)
(839)
(675)

(47)

826
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

900

TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

901 975
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

976 1050
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATC-—-—-———-——————

1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA

1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC

AGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC




Anhange

MII A Nr.II18 2 icd

MII A Nr.II18 2

CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1 icd
icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd
icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743
MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd

icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd
icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743
MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd
icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743
MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd

icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2

icd

icd

MII A Nr.II18 2 icd
CFT0743

MII A Nr. I43

MII A Nr.II18 1
MII A Nr.II18 2
MII A Nr.II18 2

icd
icd
icd

rv

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
rv

icd

icd

icd

icd
icd

fw
rv

icd
icd
fw
fw
rv

icd
icd
fw
fw
rv

CFT0743 icd

MII A Nr.

I43 icd

MII A Nr.II18 1 icd fw
MII A Nr.II18 2
MII A Nr.II18 2 icd

icd

fw
rv

1276 1350
(1276) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACARAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
(914) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
(675) == — = m = m
(122) GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
T
1351 1425
(1351) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGECCCCTGGCTG
(989) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCETGECTG
(675) === == m
(197) GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCETGECTG
(1) mmm e e e e e e e e
1426 1500
(1426) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
(1064) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
(675) === mmmm e e e e e e
(272) AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
(51— AAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
1501 1575
(1501) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
(1132) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
(675) === mm e m e e e e
(347) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTAC
(69) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
1576 1650
(1576) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
(1207) GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

(675) === m = mm e o
(804) === m o
(144) GCGCAGGTTGETGGTATCGETATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

1651 1725

(1651) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
(1282) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

(675) === = mm e o
(804) === m o e
(219) GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

1726 1800

(1726) CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
(1357) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

(675) === m = e
(804) === m e
(294) CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

1801 1875

(1801) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
(1432) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

(675) -—
(804) == mmmm e
(369) ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

1876 1950

(1876) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAARAT
(1507) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
(675) = m e e e e e e e

(A04) oo e e e e e e m e

(444) AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025

(1951) CTTCCCCARAAC-------—---- CCTTCCCCARAACTGECTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC

(1582) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG

(3 T —————

(A04) = oo e e e e e e e

(519) CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTAT------——-————————————————

15.4.4 Ergebnisse MIl pHPNE19-02.1 Nr. 11l 2

Tabelle 15-14 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir MIl pHPNE19-02.1 Nr. Ill 2

orange: Startcodon icd (ATG); griin: Stoppcodon icd (TAA), violett: mutierte Terminatorsequenz icd,
gelb: Mutation MIl pHPNE19-02.1 Nr. lll 2 (Y (TAG)-> TAA Stopcodon)

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII

By

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. III2 1
Nr. III2 1
Nr. III2 2
Nr. III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. III2 1
Nr. III2 1
Nr. III2 2

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw

301 375

(301) GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGGTTTACGCCTGGT
GTTTTCGTCTGGT
__________________________________________________________________________ T

450

(376) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
(14) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
(2) AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT

337



Anhange

MII A

MII
MII
MII
MII

B

MII
MII
MII
MII

B

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

L

MII
MII
MII
MII

By

MII
MII
MII
MII

By

MII
MII
MII
MII

L
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Nr.

III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III12 1
II12 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

II12 1
II12 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFTO073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFTO073 icd
MII A Nr.

II1I2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFTO073 icd
MII A Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III12 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd

icd

rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

(451)
(89)
(77)

451 525
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT

526 600
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA

(1)

(751)
(389)
(377)
(133)
(1)
(1)

(826)
(464)
(452)
(208)
(1)
(1)

(901)
(539)
(527)
(283)
(1)
(1)

(976)
(614)
(602)
(358)
(1)
(1)

(1051)
(689)
(665)
(433)

(1)
(1)

(1126)
(764)
(665)
(508)

(1)
(1)

(1201)
(839)
(665)
(567)

(40)
(1)

(1276)
(914)
(665)
(567)
(115)

(1)

(1351)

601 675
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
—————————————————— TCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC

676 750
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

751 825
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

826 900
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

901 975
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAARAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAARAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATAGCGCGTTGCCATTAARAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATAGCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

976 1050
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAG--—-——-—————
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC

1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA

1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGG
———————————————————————————————————— AAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

1276 1350
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC

1351 1425
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG



Anhange

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
II12 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

By

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
II12 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

CFT073 icd
MII A Nr.

L

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

III2 1
III2 1
III2 2
III2 2

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
v
fw
v

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

(989)
(665)
(567)
(190)

(1)

(1426)
(1064)
(665)
(567)
(265)
(1)

(1501)
(1132)
(665)
(567)
(340)
(1)

(1576)
(1207)
(665)
(567)
(415)
(1)

(1651)
(1282)
(665)
(567)
(490)
(62)

(1726)
(1357)
(665)
(567)
(565)
(137)

(1801)
(1432)
(665)
(567)
(566)
(212)

(1876)
(1507)
(665)
(567)
(566)
(287)

(1951)
(1582)
(665)
(567)
(566)
(362)

GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

1426 1500
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

1501 1575
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

1576 1650
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
—————————————— TATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800
CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
1801 1875
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
1876 1950
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025
CTTCCCCAAAAC-------——-——— CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC
CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG-——-——~—~————————=——~—

15.4.5 Ergebnisse MIl pHPNE19-02.1 Nr. 111 3

Tabelle 15-15 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir MIl pHPNE19-02.1 Nr. lll 3

orange: Startcodon icd (ATG); griin: Stoppcodon icd (TAA)

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.

III3 1
III3 1
III3 2
III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr.
A Nr.
A Nr.
A Nr.

III3 1
III3 1
III3 2
III3 2

Region

143
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

Region

I43
icd
icd
icd
icd

icd
fw
rv
fw
rv

(301)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(376)
(14)
(4)
(1)
(1)
(1)

301 375
GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGGTTTACGCCTGGT
GTTTTCGTCTGGT

———————————— GGT

376 450

AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT




Anhange

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
III3 1
III3 2
III3 2

CFT073 icd

MII A Nr.
III3 1
III3 1
III3 2
III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.
A Nr. III3 1

340

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd f£fw
ied rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied rv
icd f£fw
ied rv

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd fw
icd =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
icd f£fw
ied =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied =rv
icd f£fw
ied =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd f£fw
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
icd f£fw
iced =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
icd f£fw
iced =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd
icd fw

GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT

526 600
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA

601 675
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC

(826)
(464)
(454)
(1)
(1)
(1)

(901)
(539)
(529)
(1)
(1)
(1)

(976)
(614)
(604)
(1)
(1)
(1)

(1051)
(689)
(648)

(36)
(1)
(1)

(1126)
(764)
(648)
(111)

(1)
(1)

(1201)
(839)
(648)
(169)

(46)
(1)

(1276)
(914)
(648)
(169)
(121)

(1)

(1351)
(989)

676
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

750

751 825
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

826 900
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT

901 975
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAARAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAARAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

976
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
BATETTECCCTGCGCCAGGAACTGEATCTCTACATCTGCCTECG -~~~ ~———————=—===—=———————————~—
———————————————————————————————————————— TGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC

1050

1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA

1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAARAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAARATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAARATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGG- -~ - -———————————-—
GTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

1276 1350
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC

1351 1425
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG



Anhange

MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

MII
MII
MII
MII

A Nr.
A Nr.
A Nr.

III3 1
III3 2
III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd

MII A Nr.
III3 1
III3 1
III3 2
III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd

MII A Nr.
A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

CFT073 icd
MII A Nr.

A Nr. III3 1
A Nr. III3 1
A Nr. III3 2
A Nr. III3 2

icd v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
ied v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
ied rv

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
icd fw
ied v

Region
I43 icd
icd f£w
ied v
icd fw
ied v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd fw
iced v

(1426)
(1064)
(648)
(169)
(271)
(4)

(1501)
(1132)
(648)
(169)
(346)
(79)

(1576)
(1207)
(648)
(169)
(421)
(154)

(1651)
(1282)
(648)
(169)
(496)
(229)

(1726)
(1357)
(648)
(169)
(557)
(304)

(1801)
(1432)
(648)
(169)
(557)
(379)

(1876)
(1507)
(648)
(169)
(557)
(454)

(1951)
(1582)
(648)
(169)
(557)
(529)

------------------------------------------------------------------------ cTG
1426 1500
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA---—--~ CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

1501 1575
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

1576 1650
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCARACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCG-——--——-——-—-—-—
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800
CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
1801 1875
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

1876 1950
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025
CTTCCCCAAAAC-------——-——— CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC
CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG

15.4.6 Ergebnisse MIl pHPNE19-02.1 Nr. I11 13

Bei MIl pHPNE19-02.1 Nr. lll 13 wurde ein Bereich von circa 230 bp nicht sequenziert. Fir die-

sen Bereich kann daher keine Sequenzaussage gemacht werden. Der Bereich ist in Tabelle

15-16 rot markiert.

Tabelle 15-16 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir MIl pHPNE19-02.1 Nr. 1ll 13

orange: Startcodon icd (ATG); griin: Stoppcodon icd (TAA); violett: mutierte Terminatorsequenz icd

CFTO073 icd
MII A Nr.

Region
I43 icd

MII A Nr.
MII A Nr.
MII A Nr.
MII A Nr.

III13 1
III3 1
III13 2
III13 2

icd
icd
icd
icd

fw
v
fw
v

(301)

301 375
GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGGTTTACGCCTGGT
—————————————————————————————————————————————————————————————— GTTTTCGTCTGGT

----GTTTTCGTCTGGT



Anhange

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFTO073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFTO073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFTO073 icd

MII A Nr.

MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd
MII A Nr.
MII A Nr. III13 1
MII A Nr. III3 1
MII A Nr. III13 2
MII A Nr. III13 2

CFT073 icd
MII A Nr.

342

Region
I43 icd
icd fw
ied rv
icd f£fw
ied rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied rv
icd f£fw
ied rv

Region
I43 icd
icd fw
icd =rv
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd fw
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd f£fw
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
icd «rv
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
icd f£fw
iced =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
icd f£fw
iced =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd fw
icd «rv

Region
I43 icd

376 450
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT

451
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT

525

526 600
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA

601 675
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC

(751)
(389)
(389)
(1)
(1)
(1)

(826)
(464)
(464)
(1)
(1)
(1)

(901)
(539)
(539)
(1)
(1)
(1)

(976)
(614)
(614)
(19)
(1)
(1)

(1051)
(689)
(689)

(94)
(1)
(1)

(1126)
(764)
(745)
(169)

(1)
(1)

(1201)
(839)
(745)
(244)

(40)
(1)

(1276)
(914)

676
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA

750

751 825
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC

826 900
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAARACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAARACCCTT

901
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGETATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGETATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGETATTCGCTCTCTG
————————————————————————————————————————————————————————— GGCGGTATTCGCTCTCTG

975

976 1050
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC

1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGA-——————————————————
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA

1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
———————————————————————————————————— AAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGC
1201 1275
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

B PCCCEEARCATTEC ———— ——— == === === == = = =~ = = = = = =
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
—————————————————————————————————————————————————————————— TGGTTCGTGCAGCGATC
1276 1350

GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC



Anhange

MII A Nr. III13 1 icd f£fw
MII A Nr. III3 1 icd «rv
MII A Nr. III13 2 icd f£fw
MII A Nr. III13 2 icd «=rv

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd fw
MII A Nr. III3 1 icd =rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd fw
MII A Nr. III3 1 icd «=rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd f£fw
MII A Nr. III3 1 icd rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd rv

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd fw
MII A Nr. III3 1 icd =rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd fw
MII A Nr. III3 1 icd =rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd f£fw
MII A Nr. III3 1 icd «rv
MII A Nr. III13 2 icd f£fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd f£fw
MII A Nr. III3 1 icd «rv
MII A Nr. III13 2 icd f£fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd fw
MII A Nr. III3 1 icd =rv
MII A Nr. III13 2 icd fw
MII A Nr. III13 2 icd v

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII A Nr. III13 1 icd f£fw
MII A Nr. III3 1 icd «=rv
MII A Nr. III13 2 icd f£fw
MII A Nr. III13 2 icd v

(1351)
(989)
(745)
(259)
(190)

(93)

(1426)
(1064)
(745)
(259)
(265)
(168)

(1501)
(1132)
(745)
(259)
(340)
(243)

(1576)
(1207)
(745)
(259)
(415)
(318)

(1651)
(1282)
(745)
(259)
(471)
(393)

(1726)
(1357)
(745)
(259)
(471)
(468)

(1801)
(1432)
(745)
(259)
(471)
(543)

(1876)
(1507)
(745)
(259)
(471)
(618)

(1951)
(1582)
(745)
(259)
(471)
(693)

GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
1351 1425
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

1426 1500
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA-------— CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC

AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
1501 1575
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
1576 1650
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800
CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
1801 1875
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG
1876 1950
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025
CTTCCCCAAAAC-------—————| CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC
CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG

15.4.7 Ergebnisse MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 23

Tabelle 15-17 Ergebnisse der Sequenzanalyse fiir MIl pHPNE18-01.1 Nr. 1l 23

orange: Startcodon icd (ATG); griin: Stoppcodon icd (TAA);
violett: mutierte Terminatorsequenz icd; gelb: stille Mutation (Asp GAT->GAC)

CFT073 icd Region
MII A Nr. I43 icd
MII B Nr. II23 1 icd f£fw
MII B Nr. II23 1 icd «rv
MII B Nr. II23 2 icd «rv

301 375

(301) GAACTGCGGAAGAACATCGTAGGGTTTATTGAACAGGATCACACGCGTGGGCTGGTTTTCAGGTTTACGCCTGGT

—————————————————————————————————————————————————————————————— GTTTTCGTCTGGT
GGTTTTCGTCTGGT



Anhange

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B
MII B
MII B

MII B

344

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFTO073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFTO073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFTO073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd

MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1

Region
I43 icd
icd fw
icd v
ied rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied rv
ied rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied rv
icd =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
ied =rv
icd v

Region
I43 icd
icd fw
iced =rv
icd rv

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd v

Region
I43 icd
icd f£fw
icd v
icd v

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd «rv

Region
I43 icd
icd f£fw
iced =rv
iced =rv

Region
I43 icd
icd f£fw
icd rv
iced =rv

Region
I43 icd
icd fw
icd «rv
icd «rv

Region
I43 icd
icd fw

(376)
(14)
(15)

(1)
(1)

(451)
(89)
(90)
(23)

(1)

(526)
(164)
(165)
(98)
(1)

(601)
(239)
(240)
(173)

(1)

(676)
(314)
(315)
(248)

(1)

(751)
(389)
(390)
(323)

(1)

(826)
(464)
(465)
(398)

(1)

(901)
(539)
(540)
(473)

(1)

(976)
(614)
(615)
(548)

(1)

(1051)
(689)
(690)
(623)

(1)

(1126)
(764)
(765)
(698)

(1)

(1201)
(839)
(766)
(769)

(14)

(1276)
(914)
(766)
(769)

(89)

(1351)
(989)
(766)
(769)
(164)

(1426)
(1064)
(766)

AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
AGAACGTTGCGAGCTGAATCGCTTAACCTGGTGATTTCTAAAAGAAGTTTTTTGCATGGTATTTTCAGAGATTAT
————————————————————————————————————————————————————— GCATGGTATTTTCAGAGATTAT
451 525
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
GAATTGCCGCATTATAGCCTAATAACGCGCATCTTTCATGACGGCAAACAATAGGGTAGTATTGACAAGCCAATT
526 600
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
ACAAATCATTAACAAAAAATTGCTCTAAAGCATCCGTATCGCAGGACGCAAACGCATATGCAACGTGGTGGTAGA
601 675
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
CGAGCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATC
676 750
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
ACCCTGCAAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTA
751 825
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
GATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCC
826 900
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
TGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTT
901 975
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
GATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG
976 1050
AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
AATGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGC
1051 1125
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
CCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTATGCGGGTATCGAA
1126 1200
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAARATTCGC
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAARATTCGC

T __________________________________________________________________________
TGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAAT -~ - -
—————————————————————————————————————————————————————————————— GAAGAARATTCGC
1201 1275

TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC

TTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATC
1276 1350
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC

GAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTTCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGC
1351 1425
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG
GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

GCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTG

1426 1500
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCA------- CGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC



Anhange

MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

MII
MII
MII

Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

CFT073 icd
MII A Nr.
Nr. II23 1
Nr. II23 1
Nr. II23 2

icd v
icd v

Region

I43 icd
icd fw
ied v
ied v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
ied v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
icd v

Region
I43 icd
icd fw
iced v
iced v

Region
I43 icd
icd fw
icd v
ied v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
ied v

Region
I43 icd
icd fw
ied v
ied v

(769)
(239)

AAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATC
1501 1575

(1501) CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

(1132)

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA

(314)

(1576)
(1207)
(766)
(769)
(389)

(1651)
(1282)
(766)
(769)
(464)

(1726)
(1357)
(766)
(769)
(539)

(1801)
(1432)
(766)
(769)
(614)

(1876)
(1507)
(766)
(769)
(689)

(1951)
(1582)
(766)
(769)
(764)

CTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCCTGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCA
1576 1650
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC

GCGCAGGTTGGTGGTATCGGTATCGCCCCTGGCGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGAAGCCACCCAC
1651 1725
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG

GGTACTGCGCCGAAATATGCCGGACAGGACAAAGTAAACCCAGGCTCTATTATTCTCTCCGCTGAGATGATGCTG
1726 1800
CGCCATATGGGCTGGACTGAAGCCGCAGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAATGCGAAGACCGTA
CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA

CGCCATATGGGTTGGACTGAAGCGGCTGACCTGATTGTTAAAGGTATGGAAGGCGCAATCAACGCCAAGACCGTA
1801 1875
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAGCTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCAAG

ACCTATGACTTCGAACGTCTGATGGAAGGCGCTAAACTGCTGAAATGTTCAGAGTTTGGTGATGCGATCATCAAG
1876 1950
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGTAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT

AATATGTAATCACTACATGTGTTAAATATTGAAACGGGCGTATAACACGCCCGTTGTTTTATGATGATGTAAAAT
1951 2025
CTTCCCCAAAAC-------——-——— CCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTGTTTTGATATCTACGATAATC
CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCTG-———-—————-——————-—-—

CTTCCCCAAAACTTTCCCCAAAACCCTTCCCCAAAACTGGCTATTTTCTATGCT-----—-—--——-—-——-———-—---—
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15.5 Ergebnisse der Luciferase-Messung / Rohdaten

In den folgenden Abschnitten sind die Rohdaten aller durchgefiihrten Luciferase-Aktivitat-
Messungen in tabellarischer Form dargestellt. Diese sind in chronologischer Reihenfolge
aufgeflhrt. Die nicht zur Berechnung der Aktivitats-Werte verwendeten Messwerte sind kursiv

geschrieben. Dariliber hinaus wurden sie mit (n. v.) gekennzeichnet.

15.5.1 Messung vom 04.06.2014

Bei der Messung vom 04.06.14 wurden die Stamme MIl und MIl Aicd 7 bp mit dem Plasmid

pPHB335, sowie der Stamm MIl zur Kontrolle ohne Plasmid vermessen.

Tabelle 15-18 Absolute RLU-Werte des Stammes MIl pPHB335

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe der LAR. Mit angegeben ist die OD, bei der die Proben
entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden.

Stamm 0 min 10 min 20 min ODss50 nm
MIl pPHB335 Nr. 1 6418046 3246724 1420374
MII pPHB335 Nr. 2 7224907 3706991 1626459 0,5937
MIl pPHB335 Nr. 3 7559021 3754181 1633449
Mittelwert 7067325 3569298 1560094

Tabelle 15-19 Absolute RLU-Werte des vermeintlichen Stammes MII Aicd 7 bp pPHB335

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe der LAR. Mit angegeben ist die OD, bei der die Proben
entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden.

Stamm 0 min 10 min 20 min ODs50 nm
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 1 113 43 25
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 2 47 20 13 0,5892
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 3 47 16 17
Mittelwert 69 26 18

Tabelle 15-20 Absolute RLU-Werte des vermeintlichen Stammes MlI Aicd 7 bp pPHB335

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe der LAR. Mit angegeben ist die OD, bei der die Proben
entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden.

Stamm 0 min 10 min 20 min ODs50 nm
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 1 113 43 25
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 2 47 20 13 0,5892
MiIl Aicd 7 bp pPHB335 Nr. 3 47 16 17
Mittelwert 69 26 18
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Tabelle 15-21 Absolute RLU-Werte des vermeintlichen Stammes Mil

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe der LAR. Mit angegeben ist die OD, bei der die Proben
entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden.

Stamm 0 min 10 min 20 min ODss50 nm
MII Nr. 1 88 33 17

MII Nr. 2 85 33 16 0,5741
MII Nr. 3 73 36 16
Mittelwert 82 34 16

Tabelle 15-22 Absolute RLU-Werte der Leerproben

Aufgefiihrt sind die Messwerte der leeren Kavitaten und der der LAR ohne Bakterienstamm.

Nr.1 Nr. 2 Nr. 3
Leere Kavitat 59 15 13
LAR allein 54 16 8
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15.5.2 Messung vom 10.07.2014

In der Messung vom 10.07.14 wurden die Stamme WT, MI, MIl und MIIA untersucht. Diese
trugen alle das Plasmid pHPHP177-01.1. Ubersichtshalber sind in den Tabellen nur die Aus-
gangsstammbezeichnungen aufgefihrt.

Tabelle 15-23 Absolut bestimmte KBE- und Protein-Gesamtgehalt-Werte der untersuchten
Bakterienstimme

Die Werte sind beide jeweils auf 1 ml und auf 90 ul bezogen. Dariiber hinaus ist die OD, bei der die
Proben entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden mit angegeben.

Proteingehalt Proteingehalt

Stamm ODss0nm KBE/ml KBE/90 pl
>0 / /90 [ug/mi] [ug/90 pi]
WT 0,5892 1,99 - 108 1,79 - 107 92,47 8,322
M 0,5714 2,75 - 108 2,47 - 107 73,03 6,572
Ml 0,5615 1,53 - 10° 1,38 -107 75,39 6,785
Mildicd 7bp  0,4623 1,48 - 10° 1,33-107 76,01 6,841

Tabelle 15-24 Absolute RLU-Werte der untersuchten Stamme

Mit angegeben ist der berechnete Mittelwert aus den jeweiligen Messungen. Es handelt sich um die
Werte der 1. Messung

Stamm RLU 1 RLU 2 RLU 3 RLU 4 Mittelwert
WT 521271 530391 4894 (n. v.) 747462 599708
Ml 719759 1050033 881045 1153573 951103
Ml 1608727 1677243 2119480 2165838 1892822
MllAicd 7 bp 1502664 1163017 1633851 1477779 1444328
JIM109 474667 422033 572198 536593 501373
Blank 190

Tabelle 15-25 Absolute RLU-Werte der untersuchten Stimme

Mit angegeben ist der berechnete Mittelwert aus den jeweiligen Messungen, sowie die Messwerte der
Proben ohne die Zugabe von LAR und die Werte der Leerproben. Es handelt sich um die Werte der 2.
Messung.

Stamm RLU 1 RLU 2 RLU 3 ohne LAR Mittelwert

WT 2725 (n.v) 614825 610154 21 612490

Mi 814462 867182 864999 33 848881

Ml 1505037 1555717 1549312 31 1536689

MllAicd 7 bp 1181958 1277544 1187528 31 1215677

JM109 496317 469811 429447 16 465192
Blank 152
LAR 136
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15.5.3 Messung vom 15.07.2014

In der Messung vom 15.07.14 wurden mit Ausnahme von MIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1, alle
aufgefiihrten Ausgangsbakterienstamme untersucht. Diese Stamme waren zuvor mit dem
Plasmid pHPAR177-01.1 transformiert worden. Die selektierten Mutanten MIl pHPNE19-02.1
Nr. 1121, MIl pHPNE19-02.1 Nr. 11113; MIl pHPNE18-01.1 Nr. 1118 und MIl pHPNE18-01.1
Nr. Il 27 enthielten nach plasmid curing (Abschnitt 2.2.1.11) nicht mehr das jeweilige Qnr-
Plasmid. Nach Transformation mit pHPAR177-01.1 wurde fir diese selektierten Mutanten die
PacrAB Expression im Plasmidfreien Modell betrachtet (Tabelle 15-26).

Tabelle 15-26 Absolut bestimmt KBE- und Protein-Gesamtgehalt-Werte der untersuchten
Bakterienstimme

Alle Stamme mit pHPAR177-01.1 transformiert. Die Werte sind jeweils auf 1 ml und auf 90 ul bezogen.
Die OD, bei der die Proben entnommen und zur Luciferase-Messung aufgearbeitet wurden, sind mit
angegeben. Selektierte Mutanten nach plasmid curing: All21: MIl pHPNE19-02.1 Nr. Il 21; AllI13:
MIl pHPE19-02.1 Nr. Il 13; BII18: MIl pHPNE18-01.1 Nr. 11 18; BIlI127: MIl pHPNE18-01.1 Nr. Ill 27.

Proteingehalt Proteingehalt

Stamm ODss0 nm KBE/ml KBE/90 pl (ug/ml) (11g/90 )
WT 0,5318 1,01- 108 9,09 - 10° 84,4 7,59
M 0,5201 1,49 - 108 1,34 - 107 81,8 7,36
Mil 0,5163 1,47 - 108 1,32 - 107 12,0 1,08
MII Aicd 7 bp 0,5314 1,15 - 108 1,04 - 107 87,8 7,90
JM109 0,5184 4,60 - 107 4,14 - 10° 70,0 6,30

MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 Keine Messung moglich, da nicht in UTK angewachsen

All21 0,5163 1,45-10% 1,31-107 85,6 7,71
Alll13 0,4983 1,31-10®% 1,18-107 77,8 7,00
BII18 0,4863 7,90-10" 7,11-10° 76,0 6,84
BIII27 0,5097 1,03-108 9,27 -106 81,2 7,31
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Tabelle 15-27 Absolute RLU-Werte der 1. Messung der untersuchten Staimme

Mit angegeben ist der berechnete Mittelwert aus den jeweiligen Messungen, sowie die Messwerte der
Proben ohne die Zugabe von LAR. Alle Stamme mit pHPAR177-01.1 transformiert. Die Werte sind je-
weils auf 1 ml und auf 90 ul bezogen. Die OD, bei der die Proben entnommen und zur Luciferase-Mes-
sung aufgearbeitet wurden, sind mit angegeben. Selektierte Mutanten nach plasmid curing: Al121: Ml
pHPNE19-02.1 Nr.1121; All13: MIl pHPE19-02.1 Nr. 11l 13; BIlI18: MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 18;
BII27: MIl pHPNE18-01.1 Nr. Il 27. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm RLU 1 RLU 2 RLU 3 ohne LAR Mittelwert
WT 466321 239415 (n. v.) 474521 292 470421
Ml 943790 940927 875514 390 920077
Mil 2606986 2065771 2575627 603 2416128
MII Aicd 7 bp 2444815 2518167 2253294 553 2405425
JM109 437297 503169 526768 246 489078

MiIl Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 Keine Messung moglich, da nicht in UTK angewachsen

All21 2621210 3920750 (n. v.) 2714161 1005 2667686
Alll13 3373854 3631301 (n.v.) 2613251 960 2993553
BII18 2516550 2376928 2688034 966 2527171
BIII27 2228593 2841734 2385558 755 2485295

Tabelle 15-28 Absolute RLU-Werte der 2. Messung der untersuchten Stamme

Mit angegeben ist der berechnete Mittelwert aus den jeweiligen Messungen, sowie die Messwerte der
Proben ohne die Zugabe von LAR. Alle Stdmme mit pHPAR177-01.1 transformiert. Die Werte sind
jeweils auf 1 ml und auf 90 ul bezogen. Die OD, bei der die Proben entnommen und zur Luciferase-
Messung aufgearbeitet wurden, sind mit angegeben. Selektierte Mutanten nach plasmid curing:
All21: M1l pHPNE19-02.1 Nr. 1l 21; AllI13: M1l pHPE19-02.1 Nr. 111 13; BII18: MIl pHPNE18-01.1 Nr. I 18;
BII27: MIl pHPNE18-01.1 Nr. lll 27. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm RLU1 RLU 2 RLU 3 ohne LAR Mittelwert
WT 345148 260469 507065 (n.v.) 303 370894
Ml 810841 810367 798368 494 806525
Ml 2650984 2225373 2421042 764 2432466
MII Aicd 7 bp 2169921 2613338 2228512 790 2337257
JM109 490017 497920 528170 371 505369

MII Aicd 7 bp pHPNE19-02.1 Keine Messung moglich, da nicht in UTK angewachsen

All21 2614699 2670678 2024098 799 2436492
Alll13 1658512 2489161 2074082 714 2073918
BII18 2084214 2394703 2290849 752 2256589
BIIN27 2914965 2519501 2810539 675 2748335

350



Anhange

15.5.4 Messungvom 17.07.2014

In der Messung vom 17.07.14 wurden die Stamme MIl, MIl Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp

pHPNE19-02.1 unter den Einfluss von Norfloxacin (Nor) untersucht. Die Stamme sind mit dem

Plasmid pHPHP177-01.1 transformiert worden.

Tabelle 15-29 Absolut bestimmte Protein-Gesamtgehalt-Werte

Der Gehalt ist auf 1 ml und auf 90 ul bezogen. Neben dem Ausgangsstamm angegeben ist die verwen-
dete Konzentration an Norfloxacin (Nor), die bei der ODssonm 1 hinzugegeben wurde. Diese ist ebenfalls
in der Tabelle aufgefiihrt. Bei der ODssonm 2 Wurden die Proben zur Luciferase-Messung entnommen.

Proteingehalt

Proteingehalt

Stamm Nor (ug/ml) ODssonm1  ODssonm2 (ug/ml) (1g/90 pl)

0,5 0,539 86,13 7,75

M| 1,0 0,1054 0,5498 87,68 7,89

2,0 0,5487 82,33 7,41

0,5 0,4701 70,96 6,39

MII Aicd 7 bp 2,0 0,1445 0,4756 69,68 6,27
4,0 0,5382 68,94 6,20

0,0 0,4797 58,67 5,28

MII Aicd 7 bp 0,5 0,0993 0,5252 69,93 6,29
pHPNE19-02.1 8,0 0,5 66,19 5,96
16,0 - 0,4896 77,75 7,00

Tabelle 15-30 Absolute RLU-Werte der 1. Messung der untersuchten Stamme

Mit angegeben ist die jeweilige Konzentration an Norfloxacin (Nor), sowie der berechnete Mittelwert
aus den jeweiligen Messungen. Zusatzlich aufgefiihrt sind die Messwerte der Proben ohne die Zugabe

von LAR. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm Nor RLU 1 RLU 1 RLU1  Mittelwert ohne LAR
(ng/ml)

0,5 1019473 1122663 1103108 1081748 584

Ml 1,0 2616727 2568479 2602473 2595893 907

2,0 2391506 6938 (n.v.) 2502287 2446897 705

0,5 2428528 2362390 2021254 2270724 704

MIl Aicd 7 bp 2,0 1423846 1622976 1436364 1494395 503
4,0 1754492 1945738 1852286 1850839 473

0,0 1955660 2039113 2287775 2094183 823

MIl Aicd 7 bp 0,5 2713186 2532106 2352940 2532744 793
pHPNE19-02.1 8,0 2051472 3783 (n.v.) 2526(n.v.) 2051472 330
16,0 1786929 (n.v.) 3466960 3253729 3360345 670
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Tabelle 15-31 Absolute RLU-Werte der 2. Messung der untersuchten Stamme

Mit angegeben ist die jeweilige Konzentration an Norfloxacin (Nor), sowie der berechnete Mittelwert
aus den jeweiligen Messungen. Zusatzlich aufgefiihrt sind die Messwerte der Proben ohne die Zugabe
von LAR. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm Nor RLU 1 RLU 1 RLU1  Mittelwert ohne LAR
(ng/ml)
0,5 264968 628439 2387779 1093729 915
i 1,0 2810547 2432258 2545111 2595972 1093
2,0 2505500 1(?‘5 ?/7)3 2894310 2699905 926
05 2102358 2125175 2271463 2166332 924
MIl Aicd 7 bp 2,0 2563962 1?543?3 2475039 2101251 832
40 1991260 1754881 1886720 1877620 755
0,0 2635262 2155672 2022686 2271207 630
05 2713525 2704358 2481088 2632990 626
MIl Aicd 7 bp 2974 2395
OHPNELS.02 1 8,0 2090071 v ) 2090071 347
16,0 1? :93?9 3236009 3003142 3119576 580

Tabelle 15-32 Absolute RLU-Werte der Leerproben

Aufgefiihrt sind die Messwerte der leeren Kavitdten und der der LAR ohne Bakterienstamm.

Nr. 1 Nr. 2 Nr.3 Nr. 4
Leere Kavitat 571 668 785 507
LAR allein 679 54 351 119
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15.5.5 Messung vom 14.08.2014

In der Messung vom 14.08.14 wurden die Stamme MIl, MIl Aicd 7 bp und MII Aicd 7 bp
pHPNE19-02.1 unter den Einfluss von Norfloxacin untersucht Zusatzlich wurde die Aktivitat
des WT als Bezugsstamm vermessen. Die Stamme waren zuvor mit dem Plasmid pHPHP177-

01.1 transformiert worden.

Tabelle 15-33 Absolut bestimmte Protein-Gesamtgehalt-Werte

Der Gehalt ist auf 1 ml und auf 90 ul bezogen. Neben dem Ausgangsstamm angegeben ist die verwen-
dete Konzentration an Norfloxacin (Nor), die bei der ODssonm 1 hinzugegeben wurde. Diese ist ebenfalls
in der Tabelle aufgefiihrt. Bei der ODssonm 2 wurden die Proben zur Luciferase-Messung entnommen.

Proteingehalt Proteingehalt

Stamm Nor (ug/ml)  ODssonm 1 ODss50vm 2 (ug/mi) (112/90 )
WT 0,0 - 0,4965 66,06 5,95
0,0 - 0,5724 76,81 6,91
" 0,5 0,5050 66,23 5,96
M 1,0 0,0975 0,5827 88,90 8,00
2,0 0,5503 69,90 6,29
0,0 - 0,5312 77,60 6,98
. 0,5 0,5693 88,30 7,95
Ml Aied 7 bp 2,0 0,1104 0,5391 74,80 6,73
4,0 0,4999 63,83 5,74
0,0 - 0,4818 77,24 6,95
MIl Aicd 7 bp 0,5 0,4694 89,18 8,03
PHPNE19-02.1 8,0 0,0947 0,4624 62,93 5,66
16,0 0,4574 73,75 6,64
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Tabelle 15-34 Absolute RLU-Werte der 1. Messung der untersuchten Staimme

Mit angegeben ist die jeweilige Konzentration an Norfloxacin (Nor), sowie der berechnete Mittelwert
aus den jeweiligen Messungen. Zusatzlich aufgefiihrt sind die Messwerte der Proben ohne die Zugabe
von LAR. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm (u';'/";” RLU 1 RLU 2 RLU 3 Mittelwert °LT:
WT 0,0 394200 (n.v) 518474 590677 554576 83

0,0 1478415 2075432 1650 (n. v.) 1776924 113
i 0,5 1049412 1210505 3098101(n.v.) 1129959 67
1,0  1094672(n.v.) 1639294 1535235 1587265 93
2,0 1326549 (n.v.) 1917156 1953080 1935118 77

0,0 2042173 2119896 1640353 1934141 110
Il icd 7 bp 0,5 1877520 2197673 2020103 2031765 50
2,0 1931848 1932396 1416115 1760120 72
4,0 1661768 1761629 1873252 1765550 67

0,0 2113557 1794524 1991597 1966559 197
MIl Aicd 7 bp 0,5 1541115 1960735 1760753 1754201 72
pHPNE19-02.1 8,0 1822171 1914614 1793553 1843446 89
16,0 1772801 1518140 1408616 1566519 58

Tabelle 15-35 Absolute RLU-Werte der 2. Messung der untersuchten Stamme

Mit angegeben ist die jeweilige Konzentration an Norfloxacin (Nor), sowie der berechnete Mittelwert
aus den jeweiligen Messungen. Zusatzlich aufgefiihrt sind die Messwerte der Proben ohne die Zugabe
von LAR. n. v.: nicht verwertbar.

Stamm (u:;);l) RLU 1 RLU 2 RLU3  Mittelwert °LT:
WT 0,0 650089 564575 607250 607305 60

0,0 1243676 1914819 1950810 1703102 475

- 0,5 834108 (n. v.) 1481026 1382847 1431937 529

1,0 1338238 (n.v.) 1747081 1850799 1798940 692

2,0 1759791 2386100 1869376 2005089 734

0,0 1611723 1917109 1795045 1774626 114
Il icd 7 bp 0,5 1655989 1556243 1728880 1647037 89
2,0 1177657 1205410 1606704 1329924 71
4,0 1187236 1449474 1443614 1360108 55

0,0 2143792 1798705(n.v) 2083613 2113703 197

MIl dicd 7 bp 0,5 2101982  1885865(n.v.) 2190089 2146036 143
pHPNE19-02.1 8,0 2020577  1673996(n.v.) 2147401 2083989 118
16,0 1648680 1669829 2063503 1794004 66

Tabelle 15-36 Absolute RLU-Werte der Leerproben

Aufgefiihrt sind die Messwerte der leeren Kavitdten und der der LAR ohne Bakterienstamm.

Nr.1 Nr. 2 Nr.3 Nr. 4 Nr.5 Nr. 6 Nr.7 Nr.8
Leere Kavitat 64 536 79 59 83 54 68 33
LAR allein 869 401
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