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Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives y-Proteobakterium, welches sowohl in der
Umwelt als auch als Humanpathogen nachgewiesen werden konnte. Vertreter des hau-
figsten klonalen Komplexes C wurden in fritheren Arbeiten bereits charakterisiert und
hinsichtlich genomischer Inseln untersucht, jedoch kein Vertreter vollsténdig sequenziert
und annotiert. Ferner wurde die Genomdiversitit von 20 unabhingigen Klonen untersucht,
jedoch wurden bislang nicht Stdmme innerhalb eines klonalen Komplexes verglichen. Da
von den beiden hiufigsten P. aeruginosa Klonen, Klon C und Klon PA14, einzig die Se-
quenz des Referenzstamms PA14 bekannt war, wurde innerhalb dieser Arbeit die Sequenz
eines Isolates des hauftigsten Klons C, NN2, entschliisselt. Das mit 6,9 Mbp vergleichswei-
se grofse Genom (PA14: 6,5 Mbp, PAO1 6,2 Mbp) kodiert fiir mehr als 6.600 Gene und hat
einen GC-Gehalt von 66,12%. Anhand einer RNA-Sequenzierung war es moglich, fiir 1.800
Gene die Transkriptionsstartpunkte zu ermitteln und zusétzlich 327 bislang unbekannte
nicht-kodierende RNAs (ncRNA) zu identifizieren. Erstmalig in P. aeruginosa konnten
dabei neben intergenisch lokalisierten ncRNAs auch intragenische Vertreter beschrieben

werden.

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Analyse von unabhingigen Isolaten
der Klone C (57 Isolate) und PA14 (42), welche sowohl aus der Umwelt als auch aus Pati-
entenproben isoliert wurden. Anhand von SOLiD-Sequenzierungen der einzelnen Stamme
und anschliefender Sequenzauswertung wurde die Genomdiversitit der beiden klonalen
Komplexe vergleichend untersucht. Vertreter beider Klone zeichneten sich durch eine ho-
he Konservierung des Kerngenoms mit einer durchschnittlichen Diversitit von 8 - 107°
fiir Klon C und 2 - 107 fiir Klon PA14 und einer variablen Zusammensetzung des akzes-
sorischen Genoms aus. Das Verhéltnis von synonymen zu nicht-synonymen Austauschen
korrelierte mit dem Logarithmus der SNPs und n#herte sich dem Wert vier an, welcher
fiir den Genomvergleich von unverwandten P. aeruginosa Klonen beobachtet wird. Die
Diversitéit des akzessorischen Genoms war zwischen Vertretern eines Klons genauso va-

riabel wie zwischen unverwandten Stammen.

Intraklonale Fitnessunterschiede wurden in kompetitiven Wachstumsexperimenten n vi-
tro untersucht. Die Stamme mit der vergleichsweise héchsten Fitness waren entweder
stammspezifisch mit Phagen, Plasmiden und zuséitzlichen Genen ausgestattet oder hat-
ten die zentralen Schaltergene inaktiviert, die alternativ ein Leben im Biofilm oder einen

planktonischen Lebenstil mit der Freisetzung von Virulenzeffektoren festlegen.

Schliisselworter: Pseudomonas aeruginosa, Genomdiversitit, Sequenzierung, intraklo-

nale Fitness



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative y-proteobacterium that thrives in aquatic
inanimate habitats and on mucosal surfaces of animate hosts. The cosmopolitan clones C
and PA14 are the dominant complexes in the P. aeruginosa population. An isolate from
cystic fibrosis human lungs, termed NN2, was completely sequenced within this study
to have in addition to the existing strain PA14 genome reference sequences at hand for
a comprehensive investigation of the intraclonal genome diversity of the two major P.
aeruginosa clonal complexes. The NN2 genome sequence was resolved to 6.9 Mbp with
a GC-content of 66.12% (PA14: 6.5 Mbp; PAO1: 6.2 Mbp), and more than 6,600 genes
were annotated within the genome. Using RNA-seq 1,800 transcriptional start sites and
327 yet undescribed ncRNAs were identified the majority of which being located within

coding regions.

Next, 57 and 42 independent clone C or clone PA14 isolates from environmental and
clinical habitats were sequenced with the accurate SOLiD technology and subsequently
analyzed in their genetic repertoire. The core genome of each clone turned out to be highly
conserved with an average sequence diversity of 8 -107% for clone C and 2-107° for clone
PA14. The ratio of synonymous to non-synonymous nucleotide substitutions compared
to reference genomes NN2 and PA14 correlated with the logarithm of SNPs and conver-
ged to a maximal value of four which is characteristic for the comparison of independent
clones. In contrast to the highly conserved core genome the constituents of the accesso-

ry genomes were nearly as variable within clones C or PA14 than between unrelated clones.

Intraclonal fitness diversity was assessed in comparative growth experiments in wvitro.
The strains with the comparably highest fitness were endowed with a strain-specific re-
pertoire of weapons like phages or plasmids or extra genes for transport or metabolism
and/or had inactivated key genes that govern the lifestyle of P. aeruginosa as either a

sessile microbe in biofilms or a planctonic virulent bacterium.

key words: Pseudomonas aeruginosa, genome diversity, sequencing, intraclonal fitness
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Bakterielle Populationsbiologie

Die Populationsgenetik untersucht die genetische Variabilitdt biologischer Populationen.
Dabei unterscheidet man zwischen diploiden Spezies, welche sich sexuell fortpflanzen,
und haploiden Spezies, welche sich asexuell durch Zellteilung vermehren. Die genetische
Diversitit in diploiden Organismen ist eher klein, da die vorherrschende Rekombinati-
on zu einer Homogenisierung des Genpools fiihrt. Hingegen wird in asexuellen Spezies
die genetische Diversitit sowohl durch Rekombination als auch durch de novo Mutatio-
nen vermittelt. Kin gebrauchliches Mittel zur Bestimmung der Rekombinationsfrequenz
in Bakterien stellt die Rekombinationsrate dar, welche das Verhéltnis von Rekombina-
tionen zu de novo Mutationen innerhalb einer Spezies angibt (Milkman und Bridges,
1990). Diese Rekombinationsrate ist charakteristisch fiir einen Organismus und bestimmt
die Populationsstruktur innerhalb einer bakteriellen Spezies. Sie stellt somit einen wich-
tigen evolutioniren Faktor dar, kann jedoch in Unterarten und sogar zwischen separaten
Subpopulationen schwanken. Bakterien weisen zumeist mittlere Rekombinationsraten auf,
welche fiir die Evolution von Populationen zwar signifikant sind, jedoch das Auftreten klo-
naler Linien nicht ausschliefen (Spratt und Maiden, 1999).

Man kann zwischen drei verschiedenen bakteriellen Populationsarten unterscheiden: klo-
nal, epidemisch und panmiktisch (Abb. 1.1). Klonale Populationen weisen nur einen gerin-
gen genetischen Austausch zwischen den einzelnen Individuen aus. Aufgrund der geringen
Rekombinationsrate zeigen typische Vertreter wie Staphylococcus aureus (Cohan, 2004)
ein Kopplungsungleichgewicht zwischen den Allelen. Im Gegensatz dazu zeigen panmik-
tische Populationen eine hohe Rekombinationsrate mit einer randomisierten Assoziation
von Allelen zwischen den einzelnen Loci. Hierbei herrscht ein Kopplungsgleichgewicht,
welches jedoch klonale Gruppen nicht ausschliefst. Panmiktische Populationen findet man
unter anderem bei Porphyromonas gingivalis oder Helicobacter pylori (Kohler et al., 2003;
Spratt und Maiden, 1999; Smith et al., 1993). Epidemische Populationen tragen Charak-



teristika der beiden Extreme. Sie haben einen panmiktischen Ursprung, weisen jedoch
eine evolutionér junge Zunahme eines bzw. weniger Genotypen auf. Eine epidemische Po-
pulationsstruktur wurde beispielsweise bei Pseudomonas aeruginosa beobachtet (Pirnay
et al., 2009).

klonal schwach klonal

epidemisch panmiktisch

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der mdoglichen bakteriellen Populationsstruk-
turen (adaptiert von http://www.ub.edu/microfar/webcatala/grups/angl/inici32.htm).

Dabei stellt ein Klon eine Gruppe genetisch dhnlicher Zellen dar, welche rekombinations-
los von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen (Maynard Smith, 1995) und dabei in
ausgewahlten Genommarkern {ibereinstimmen. Die Zuordnung zu einem Klon kann zum
Beispiel durch Multilokus-Sequenz-Typisierung (MLST) erfolgen. Dabei werden PCR-
Fragmente von héufig sieben Housekeeping Genen amplifiziert, sequenziert und vergli-
chen.

Im Forschungsfeld von P. aeruginosa wurde ein spezieller Mikroarray entwickelt, welcher
die bekannten Variationen von 13 in der Population etablierten Einzelnukleotidaustau-
schen und zwei multiallelischen Loci (fliC, fpvA) des Kerngenoms sowie 38 Marker des
akzessorischen Genoms reprisentiert (Wiehlmann et al., 2007). Zu einem klonalen Kom-
plexin P. aeruginosa gehdren nach diesem Test all jene Bakterien, welche in den Varianten
des Kerngenoms iibereinstimmen und somit einen gemeinsamen Genotyp des Kerngenoms
aufweisen, sich jedoch in der Zusammensetzung des variablen akzessorischen Genoms un-
terscheiden.

Bakterien sind in der Lage, kleine und grofe DNA-Fragmente aus der Umgebung oder von
anderen Mikroorganismen aufzunehmen und in ihr Genom zu integrieren. Als homologe
Rekombination bezeichnet man dabei den Austausch zweier DNA-Abschnitte im Ganzen.

Dabei werden bevorzugt Bereiche dhnlicher Sequenz ausgetauscht. Es wurden jedoch auch



schon Rekombinationen zwischen Stiicken mit mehr als 20% Sequenzdiversitiat beobachtet
(Feil und Spratt, 2001).

Innerhalb der Bakterien sind drei Arten des Genaustauschs beschrieben: Transduktion,
Konjugation und Transformation. Bei der transduktionellen DNA-Ubertragung werden
Bakteriophagen als Vektor genutzt, deren DNA kann nach erfolgter Infektion der Wirts-
zelle durch homologe Rekombination in das Empfingergenom integriert werden kann. Bei
der Konjugation wird die DNA iiber Plasmide oder Transposons direkt von einer zur an-
deren Zelle transferiert. Die Donor-DNA wird dabei in ein Plasmid integriert, welches in
das Bakterienchromosom eingebaut werden kann. Nach erfolgter Wiederfreisetzung wird
das Plasmid anschlieffend iiber einen Pilus in eine andere Zelle iibertragen. Bei der Trans-
formation wird freie DNA von den Bakterien aktiv aus der Umgebung aufgenommen und
durch homologe Rekombination in das Genom integriert. Jedoch zeigt nicht jedes Bakteri-
um die Kompetenz, DNA mittels Transformation aufzunehmen (Madigan und Martinko,
2006).

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives, Oxidase-positives, stibchenformiges Gam-
maproteobacterium (Abb. 1.2). Das Bakterium ist ein ubiquitdrer Boden- und Wasserkeim
und hat sich auch als bedeutendes nosokomiales Pathogen etabliert (Ramos, 2004). Der
Name des Bakteriums wird auf die Bildung blaulich-griiner wasserloslicher Pigmente wie
Pyocyanin und Pyoverdin zuriickgefiihrt. Die Stdbchen werden 2 — 4 pm lang und weisen
polytrich-monopolare Flagellen auf. Zuséatzlich erméglichen Haftfimbrien die Anheftung
an Oberflichen. Das Exopolysaccharid Alginat wirkt als Kapsel auf der duferen Zellmem-
bran und schiitzt das Bakterium somit vor Phagozyten und Antikérpern.

P. aeruginosa bevorzugt aerobes Wachstum, kann jedoch in speziellen Lebensraumen wie
zum Beispiel der Lunge von Patienten mit zystischer Fibrose (engl. cystic fibrosis, CF)
auch mikroaerophil oder anaerob wachsen. In mikroaerophilen Habitaten liegt ein um we-
nige Prozent geringerer Sauerstoffanteil als in der Atemluft vor und die Zellatmung wird
in diesen Féllen iiber terminale Oxidasen reguliert (Alvarez-Ortega und Harwood, 2007).
P. aeruginosa ist in der Lage, je nach Viskositit der Umgebung verschiedene Bewegungs-
formen anzuwenden. Dabei werden die Hauptbewegungsformen des Schwimmens in Fliis-
sigmedium, des Schwirmens auf Geloberflachen und des Twitchens auf festen Strukturen
durch Pili und/oder Flagellen vermittelt.

Virulenzfaktoren werden von P. aeruginosa hauptsichlich iiber die Sekretionssysteme des
Typs IIT und VI sezerniert. In beiden Systemen sticht das Pathogen mit einer Art Na-
delstruktur in die Wirtszelle und sezerniert direkt in das Zytosol Effektoren, welche zum
Beispiel in den Zellzyklus eingreifen oder Apoptose induzieren (Biittner, 2012; Costa et al.,
2015).



Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von P. aeruginosa (Winsor et al.,
2011).

Pseudomonas kann ein breites Spektrum an Substraten verwerten, ist allerdings aufgrund
eines fehlendes Gens der Glykolyse nur iiber den Entner-Doudoroff-Weg in der Lage, auf
Glukose zu wachsen (Berger et al., 2014). Stattdessen bevorzugt das Bakterium andere
Kohlenstoffquellen wie Succinat oder Citrat. Die metabolische Versatilitiat von P. aeru-
ginosa zeigt sich auch in den mit 6,0 - 7,2 Mbp grofen Genomen (Stover et al., 2000;
Hilker et al., 2015). P. aeruginosa ist aufgrund seiner sehr geringen Néhrstoffanspriiche
ein klassischer Nasskeim und ist in der Lage, auch in entionisiertem Wasser mit sehr we-
nigen Kohlenstoffquellen zu wachsen (Favero et al., 1971). Ferner wurde P. aeruginosa
sowohl aus verschiedensten Gewéssern (Pellett et al., 1983) als auch von Pflanzenober-
flichen isoliert (Ramos, 2004). Bemerkenswert ist, dass dieselben Virulenzmechanismen
unabhéngig vom Habitat genutzt werden (Costerton, 1980).

Immunkompetente Menschen sind fiir eine Pseudomonasinfektion in der Regel nicht an-
fillig, da das Bakterium die Immunabwehr nicht iiberwinden kann (Botzenhardt und
Doéring, 1993). Eine Ausnahme davon stellen Augeninfektionen dar. Eine solche Infektion
kann auch bei gesunden Menschen eine starke Keratitis ausldsen, welche unbehandelt zur
Erblindung fithren kann.

Im Gegensatz dazu befillt das opportunistische Pathogen hauptsichlich Personen mit
einem geschwéchten Immunsystem wie z.B. Trager des humanen Immundefizienz-Virus
(HIV) oder Patienten, die nach Organspenden immunsuprimiert werden. Zusétzlich ist
P. aeruginosa in der Lage Brandwunden zu infizieren. Einen Sonderfall stellen Patienten
mit zystischer Fibrose dar. Deren Atemwege sind zwar immunkompetent, werden jedoch
haufig von P. aeruginosa besiedelt, wobei sich eine chronische Infektion etabliert. In der
CF-Lunge wird eine Infektion dadurch ermdglicht, dass der Abtransport des zéhfliissi-

gen Lungensekretes erschwert ist und ein geeignetes Nahrmedium fiir Mikroorganismen



geschaffen wird. Dabei beginnt die Infektion stets mit der Initialbesiedlung der oberen
Atemwege und breitet sich im weiteren Verlauf auch auf die unteren Atemwege aus (Doring
et al., 2000). Die damit einhergehende Inflammation und die nachfolgende Destruktion
des befallenen Lungengewebes stellen die Hauptgriinde fiir die verminderte Lungenfunk-
tion und eine verkiirzte Lebenserwartung der betroffenen CF-Patienten dar (Govan und
Deretic, 1996).

Infektionen mit P. aeruginosa sind oft nur schwer therapierbar, da das Bakterium viele
Resistenzen gegen heutzutage gebrduchliche Antibiotika entwickelt hat. Da angenommen
wird, dass eine Kolonisation mit P. aeruginosa von Umweltisolaten ausgeht (Gibson et al.,
2003), sollte versucht werden, die Bakterien wihrend der frithen Besiedlung zu eliminie-
ren.

Die Antibiotikaresistenzen lassen sich durch Besonderheiten der Zellstruktur gramnegati-
ver Bakterien erkldren. So tragen diese iiber der Zellwand eine zusétzliche dufere Mem-
bran, welche eine Diffusionsbarriere fiir Antibiotika darstellt und nur durch spezielle Po-
rine {iberwunden werden kann. Hier tritt eine Besonderheit von P. aeruginosa auf, dessen
Porine besonders undurchléssig sind und einen zweiten Schutzmechanismus darstellen.
Sollten Antibiotika doch ins Zelleninnere gelangen, verfiigt P. aeruginosa iiber effektive
Effluxsysteme, so genannte MDR-Transporter (engl. multidrug resistance) und kann auf
diesem Weg Antibiotika aus den Zellen ausschleusen (De Kievit et al., 2001). Zusétzlich ist
in einigen Féllen ein sogenanntes R-Plasmid beschrieben worden, welches Gene enthilt,
die fiir Komponenten des Antibiotikametabolismus oder -efflux kodieren (Madigan und
Martinko, 2006).

Da sich P. aeruginosa im feuchten Milieu sehr gut vermehren kann, wozu auch Wasserlei-
tungen, Luftbefeuchter, Beatmungsgerite und Waschbecken zihlen, stellt das Bakterium
eine grofse Herausforderung fiir die Krankenhaushygiene dar. Prophylaktische Mafnah-
men sollten somit im gesamten Klinikbereich einen hohen Stellenwert einnehmen und
standig iiberwacht werden. Erschwerend dazu ist P. aeruginosa in der Lage, Biofilme zu
bilden (Botzenhardt und Déring, 1993). Als Biofilm bezeichnet man eine Schleimschicht
auf Oberflichen, in der Mikroorganismen, aber auch Pilze und Algen leben. Ein Biofilm
besteht hauptséchlich aus Wasser und extrazelluléren polymeren Substanzen (EPS) sowie
den darin lebenden Organismen. Im Gegensatz zu planktonischen Kulturen werden von
den Bakterien im Biofilm die Flagellen abgeworfen und Gene des Oberflichenkontakts
angeschaltet. Das genetische Repertoire der Mikroorganismen wird durch horizontalen
Gentransfer mit Nachbarzellen moduliert, wodurch die Toleranz gegeniiber extremen pH-
Werten oder Antibiotika erhéht wird.



1.3 Populationsstruktur von P. aeruginosa

Die Populationsstruktur von P. aeruginosa ist als netzartig (Kiewitz und Tiimmler, 2000)
und epidemisch (Pirnay et al., 2009) beschrieben worden und wird sowohl durch horizon-
talen als auch vertikalen Gentransfer bestimmt. In der weltweiten Population finden sich
mehrere dominante Klone wie der Klon PA14, benannt nach dem Referenzstamm PA14
(Rahme et al., 1995), einem epidemischen Klon der englischen Midlands LES (Cheng
et al., 1996), der weit verbreitete Klon C und zusétzlich viele sporadische Klone (R6mling
et al., 2005; Wiehlmann et al., 2007). Die Mehrheit der klonalen Komplexe tritt jedoch
nur selten auf (Wiehlmann et al., 2007; Selezska et al., 2012). Die 20 hdufigsten Klone
stellen nahezu 50% der gesamten Population dar und die sporadischen Klone die andere
Halfte. Die weite Verbreitung der einzelnen dominanten Klone sowohl in der geografischen
Lokalisation auf verschiedenen Kontinenten, als auch in verschiedenen Isolationshabitaten
(Umwelt, akute und chronische Infektion) verdeutlicht die hohe Versatilitét der Spezies.
Die bislang bekannten Klone segregieren zu drei nicht iiberlappenden Subgruppen (Abb.
1.3), wobei die beiden haufigsten Klone in unterschiedlichen Gruppen zu finden sind.
Auf der anderen Seite wurden viele Klone noch nicht aus einem Patienten isoliert und
zudem von vielen Klinikklonen noch kein entsprechendes Isolat in der Umwelt gefunden
(Timmler et al., 2014).

Group 3 (n=12)

Abbildung 1.3: Phylogenetischer Baum von 390 P. aeruginosa Isolaten basierend auf
SNPs innerhalb des Kerngenoms. Die Stamme wurden in drei Gruppen aufgespalten (blau,
orange, griin) und die Anzahl der Stdmme jeder Gruppe dargestellt. Schwarze Kreise sym-
bolisieren bereits bekannte Genome, weife Kreise symbolisieren in der zum Zeitpunkt der
Niederschrift unpublizierten Veroffentlichung neu sequenzierte Genome. Mit freundlicher
Genehmigung von R. Levesque (Université Laval, Quebec, Kanada).



1.3.1 Das Kern- und das akzessorische Genom

Basierend auf Sequenzierungs- und Hybridisierungsexperimenten konnten zwei Bereiche
des bakteriellen Genoms identifiziert werden: das konservierte Kerngenom (80% des je-
weiligen Genoms) und das variable akzessorische Genom (20%). Das Kerngenom von P.
aeruginosa beinhaltet mehr als 4.000 Gene (Hilker et al., 2015). Zusétzlich wiesen die in
dieser Studie untersuchten Stimme in der Summe mehr als 10.000 stammspezifische Gene
des akzessorischen Genoms auf. Das akzessorische Genom eines Stammes ist individuell
aus Genominseln und mobilen Elementen wie Plasmiden, Phagen und Transposons zusam-
mengesetzt. Diese mobilen Elementen integrieren gehduft in bestimmte Genomregionen
mit hoher Genomplastizitét (engl. regions of genome plasticity, RGP) (Mathee et al., 2008;
Kung et al., 2010). Dabei werden als Genominseln DNA-Fragmente bezeichnet, die nicht
zum Kerngenom gehoren, iiber horizontalen Gentransfer aufgenommen und in die RGP-
Regionen integriert werden. Die Mehrzahl der genomischen Inseln integriert in spezifische
Erkennungssequenzen (IS-Elemente) oder neben tRNA-Gene, welche an ihren Réndern
hiufig direkte DNA Wiederholungen (engl. direct repeats) tragen. Eine Subgruppe der
genomischen Inseln wird als Pathogenititsinseln bezeichnet, da diese fiir Virulenzfaktoren
kodieren (Hacker und Kaper, 2002).

Das Kerngenom, in dem die essentiellen Informationen des Stoffwechsels und der Replika-
tion kodiert sind, weist eine Sequenzdiversitit von zirka 0,5% auf (Kiewitz und Tiimmler,
2000; Spencer et al., 2003). Gene des Stoffwechsels tragen dabei deutlich weniger Punkt-
mutationen als solche der Flagellin- und Siderophorbiosynthese (Spencer et al., 2003) oder
der Komponenten des Typ-I1I Sekretionssystems (ExoS, ExoT, ExoU, ExoY). Die erh6hte
Variabilitdt kann als starkes Indiz fiir eine diversifizierende Selektion wiahrend der Evolu-
tion dieser Genloci betrachtet werden (Ghysels et al., 2004; Smith et al., 2005). Zusam-
mengefasst ergibt sich die genetische Variabilitdt demnach aus der Summe der Unterschie-
de des stammspezifischen akzessorischen Genoms und den, durch Punktmutationen und
Genomrearrangements verursachten Verdnderungen des Kerngenoms (Wiehlmann et al.,
2007).

1.4 Pseudomonas aeruginosa Klon C

Klon C ist der weltweit am weitesten verbreitete Klon der P. aeruginosa Population. Ent-
sprechende Isolate wurden sowohl in aquatischen als auch in klinischen Habitaten nachge-
wiesen (Romling et al., 1994). Anhand ausgewidhlter Klon C Isolate wurde schon vor mehr
als 20 Jahren die Diversitdt von Bereichen des akzessorischen Genoms untersucht. Mit
Pulsfeldgelelektrophorese und Spel-Pacl-Swal-I-Ceul-Makrorestriktionskartierungen von
21 verschiedenen Klon C Isolaten konnten die Positionen von insertierten und deletierten

DNA-BIlocken und zuséatzlich auch die Endpunkte chromosomaler Inversionen bestimmt



werden (Romling et al., 1997). So konnte auch ohne die zu diesem Zeitpunkt kaum prak-
tikablen Sequenzierungen der kompletten Genome der chromosomale Aufbau und die
Plastizitdt des P. aeruginosa Klons C untersucht, sowie anhand der Makrorestriktionen
eine erste physikalische Karte von Klon C erstellt werden (Abb. 1.4)(Schmidt et al., 1996).
Die Verteilung der vier ribosomalen rrn Operons in den Klon C Isolaten war sehr dhnlich
wie im Referenzstamm PAO1 (DSM1707) (Schmidt et al., 1996). Auch die Reihenfolge
der Markergene des Kerngenoms zeigte zumeist zwischen Klon C und der Referenz PAO1
kaum Unterschiede.

Fiir einige Stimme des Klon C Komplexes konnten jedoch grofere chromosomale Inver-
sionen gezeigt werden (Schmidt et al., 1996). Allerdings wurden diese nur in Isolaten der
CF-Lunge detektiert. Diese Inversionen konnten einen moglichen Wachstumsvorteil mit
sich bringen, da einige Gene nun ndher an der OriC-Region lokalisiert sind und somit auf-
grund der Replikationsvorgange in einer hoheren Kopienzahl vorliegen, was eine héhere

Transkriptionsrate erlaubt.

PaC & )
P. aeruginosa C || jlf‘G
T0% 0% E

oy .‘QSWA 35?1'!‘*| p %
mx,lf’];’ o' . Pa T PaA AKz\Jip A

Yo

F o

T——
oprF

Abbildung 1.4: Physikalische Karte des P. aeruginosa Klon C Chromosoms (Schmidt
et al., 1996). Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Spel, Pacl und Swal sind vom
dufseren zum inneren Ring dargestellt. Die zwei innersten Ringe zeigen die absolute und
die relative Grofenskala des Genoms. Zusétzlich sind die Positionen von acht Genen und
den vier rrn Operons verzeichnet.

Die verschiedenen Genome der untersuchten Klon C Stdmme sind im Vergleich zum PAO1-
Referenzgenom um bis zu 700 kb gréfser und weisen intraklonal gegeniiber dem Typen-

stamm C Insertionen mit Groken von 1 - 214 kb und in Einzelfallen auch chromosomale



Inversionen auf. Die Klon C Stimme konnten anhand des unterschiedlichen Spektrums an
Insertionen und Deletionen vier Subgruppen zugeordnet werden (Romling et al., 1997).
In der Region um den Replikationsursprung von Klon C konnten bislang keine grofen
Insertionen oder Deletionen detektiert werden. Im Gegensatz dazu war es moglich, drei
hypervariable Regionen mit einer Akkumulation grofser Genomverinderungen zu iden-
tifizieren. Alle drei Bereiche beinhalten im Vergleich zur Referenz PAO1 umfangreiche
zusitzlich ins Genom integrierte DNA-Fragmente. So kodiert eine der variablen Regio-
nen das integrierte Plasmid pKLC102 (Romling et al., 1997). Eine weitere Region zeigte
in Isolaten aus der Lunge und der Umwelt (SG17M) jeweils ca. 100 kb grofe, stamm-
spezifische Geninseln. Ergebnisse der Sequenzierung und Annotation einer dieser Inseln
(PAGI-2) aus fritheren Arbeiten (Larbig et al., 2002), wurden im Rahmen dieser Arbeit
bei der Sequenzierung des kompletten Genoms des Isolats NN2 zum Schliefen einiger

Sequenzierungsliicken und zur Annotation einiger Gene genutzt.



1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die intraklonale Genomdiversitit der beiden dominanten Klone
in der P. aeruginosa Population, Klon C und Klon PA14, basierend auf Sequenzierungs-
ergebnissen von 100 Isolaten zu untersuchen und miteinander zu vergleichen. Dabei sollen
sowohl Unterschiede als auch (Gemeinsamkeiten gefunden werden, welche einen Riick-
schluss auf die Diversitdt des Bakteriums ermoglichen. Zuséatzlich sollen die gewonnenen

Daten mit denen von 20 unverwandten Klonen abgeglichen werden.

Da vom hiufigsten klonalen Komplex C bislang noch keine Genomsequenz bekannt war,
soll das Isolat NN2 mit der 454- und der Illumina-Technologie sequenziert und basierend
auf den Sequenzdaten das Genom von NN2 komplett entschliisselt und Gene annotiert
werden. Durch zusétzliche RNA-Sequenzierungen sollen Transkriptionsstartpunkte und
nicht kodierende RNA in NN2 erkannt und mit dem Referenzstamm PA14 verglichen
werden. Anhand dieser Gegeniiberstellung sollte es moglich sein, klonspezifische Eigen-

schaften in der Transkription und Genregulierung abzuleiten.

Im Hauptteil dieser Arbeit sollen zusétzlich zu NN2 57 Stidmme des Klons C und 42
Stdmme des Klons PA14 mit der exakten SOLiD-Technologie sequenziert und Genom-
charakteristika wie Einzelnukleotidaustausche (SNPs), kleine und groke Deletionen sowie
die Zusammensetzung des akzessorischen Genoms untersucht werden. Auf diesem Weg
kann nach Hinweisen dafiir gesucht werden, warum diese beiden klonalen Komplexe ei-
ne dominierende Stellung in der P. aeruginosa Population einnehmen. Die so gewonnen
Erkenntnisse sollen ferner mit unverwandten Klonen verglichen werden, um nach einer

Signatur innerhalb der P. aeruginosa Population zu suchen.

Abschliefsend sollen anhand von kompetitiven Wachstumsexperimenten Stamme identifi-
ziert werden, welche einen Fitnessvorteil innerhalb der klonalen Komplexe C und PA14
haben und somit in der Lage sind, andere Stimme zu verdriangen. Fiir diese Gewinner-,
aber auch die Verliererstdmme soll anhand der zuvor untersuchten Genomcharakteris-
tika gezeigt werden, welche erworbenen Eigenschaften fiir diese Wachstumsunterschiede

verantwortlich sein kénnten.
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Kapitel 2

Material und Methoden

Anmerkung: Die Quellcodes aller in der Arbeitsgruppe geschriebenen Skripte befinden
sich auf dem der Arbeit beigelegten Datentréger.

2.1 Stamme und Wachstumsmedien

P. aeruginosa Isolate von CF-Patienten und Patienten mit akuten Infektionen wurden
durch Ausplattieren auf MacConkey-, Mueller-Hinton-, Casein-Soja-Pepton- (TSA) und
Blutagar kultiviert (Cramer et al., 2011). Sekundére Subkulturen der Isolate wurden als
0,3 ml Aliquots in Kryoréhrchen bei -80°C in LB-Medium mit einem 15%-igem (v/v)
Glycerolanteil gelagert (Cramer et al., 2012).

Umweltisolate aus dem wéissrigen Habitat wurden im Oktober 2007 und im Juli 2008
jeweils an zwei aufeinanderfolgenden Tagen isoliert (Selezska et al., 2012). Zuerst wurde
das Wasser filtriert, die Filter anschliefsend auf Agarplatten mit selektivem Pseudomonas-
medium (OXOID)(Pirnay et al., 2005) gelegt und fiir 36 h bei 37°C inkubiert. Anschlie-
fsend wurden potentielle P. aeruginosa Stamme auf einem selektiven Medium aufgereinigt

und durch eine spezifische PCR fiir P. aeruginosa (De Vos et al., 1997) verifiziert.

Als Standardwachstumsmedium fiir Agarplatten und Fliissigkulturen wurde LB-Medium
(engl. lysogeny broth) verwendet. Agarplatten enthielten in der Regel 2% Agar. Fiir kom-
petitive Wachstumsexperimente wurde zusatzlich ein M9 Mineralmedium bestehend aus
0,681 g/l NayHPOy, 3 g/l KHyPOy, 0,05 g/1 NaCl, 0,1 g/l NH,CL, 0,1 g/l MgSO,, 0,01

mM FeSO, und 30 mM Natriumsuccinat als Kohlenstoffquelle verwendet.
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2.2 DNA-Praparation

Genomische DNA wurde nach einem optimierten Protokoll fiir gramnegative Bakterien
(Ausubel et al., 1994) aus einer bei 37°C in LB-Medium gewachsenen Ubernachtkultur

isoliert.

2.3 Genotypisierung

Um den Genotyp der einzelnen Isolate zu bestimmen, wurden vor dem Sequenzieren alle
Isolate auf einem individuell gefertigten Mikroarray nach einem Standardprotokoll fiir P.

aeruginosa typisiert (Wiehlmann et al., 2007).

2.4 DNA-Sequenzierungen

2.4.1 Sequenzierungen des NN2 Genoms

Um die vollstindige Genomsequenz des Stamms NN2 zu erhalten, wurde das Isolat mit
mehreren Techniken sequenziert. Dabei wurden Daten einer 454 Sequenzierung mit Daten
aus [llumnia Sequenzierungen von 300 bp paired-end und 3 kb mate pair Fragmentbiblio-

theken erginzt.

454 Sequenzierung

Als Vorbereitung zur 454 Sequenzierung wurde die zu sequenzierende DNA in Stiicke
der Lange 300 - 800 bp fragmentiert und nach der Fragmentgrofe sortiert. Anschliefend
wurden zwei verschiedene Oligonukleotid-Adaptoren an die Enden der Fragmente ligiert,
welche als Primerbindestellen der Strangverlingerung dienten. Da einer der Adaptoren
biotinyliert war, konnten einzelstringige Fragmente vor der eigentlichen Sequenzierung
eliminiert werden. Durch Binden der Fragmente an ,DNA-Capture-Beads* konnten diese
in Tropfchen einer Emulsion immobilisiert werden. Die mit der DNA i{iberzogenen Beads
wurden anschliefsend in einzelne Wells auf einem Lichtleitfaser-Triger geladen. Die eigent-
liche Sequenzierung basierte auf dem Prinzip der Pyrosequenzierung. Dabei wurde beim
Einbau eines passenden Nukleotids durch die DNA-Polymerase und einer anschlieffen-
den Enzymkaskade Licht durch die Abspaltung von anorganischem Pyrophosphat (PPi)
erzeugt und detektiert. Zur Identifizierung des passenden Nukleotids wurden diese im
Wechsel {iber die Wells gespiilt und der Einbau detektiert. Die Anzahl und Intensitit
der erzeugten Lichtsignale war dabei proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide
(Abb. 2.1).

Die 454-Sequenzierung des NN2 Genoms wurde als Auftragsarbeit im Institut fiir medi-

zinische Mikrobiologie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt.
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Abbildung 2.1: Schematischer Arbeitsablauf der 454-Sequenzierung. Nach der Ligati-
on der Adaptoren und dem Einfangen der Fragmente auf Beads werden diese in Wells
auf einem Lichtleittrager platziert und nachfolgend die Sequenzierung gestartet (Quelle:
http: //omicsspace.com).

INlumina-Sequenzierung

Die Technik der Illumina-Sequenzierung basiert auf der Anheftung randomisiert frag-
mentierter genomischer DNA-Stiicke an die planare, optische Oberfliche einer Flusszelle
(Flow Cell). An die DNA-Fragmente wurden chimére Adaptoren ligiert, welche aus ei-
ner Primerbindungs- und einer zu den ,Capture Oligos” der Flusszellen komplementiren
Domaéne aufgebaut waren. Die zu sequenzierenden DNA-Fragmente wurden mittels Hy-
bridisierung durch die auf der Flow Cell lokalisierten Caputure Oligos gebunden. Danach
wurde ein antiparalleler Strang des DN A-Molekiils synthetisiert, wofiir das Capture Oligo
als Primer genutzt wurde. Der neu synthetisierte Strang diente als Matrize fiir die folgen-
den Amplifikationsschritte, indem er an ein weiteres komplementéres Oligo auf der Flow
Cell ligiert wurde. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis mehrere hundert Kopien der zu
sequenzierenden DNA in so genannten Clustern vorlagen, wobei die Fragmentlidngen die
Anzahl der entstehenden Cluster bestimmten. Kleinere Fragmente (100 — 500 bp) wu-
den bevorzugt, weil dadurch mehr Cluster auf einer Flow Cell Platz fanden und somit
die Ausbeute erhéht wurde. Waren ausreichend Kopien vorhanden, wurde der komple-
mentire Strang abgeschnitten, die freien Enden enzymatisch gekiirzt und der eigentliche
Sequenziervorgang gestartet. Dazu wurden farblich markierte Nukleotide von einer DNA-
Polymerase in den zu synthetisierenden Strang eingebaut, wobei die Farbmolekiile als 3’-
Terminator wirkten und demnach in jedem Zyklus nur eine Base verwendet werden konn-
te. Die Bestimmung des eingebauten Nukleotids erfolgte durch Fluoreszenz-Mikroskopie,
wobei parallel zur Detektion auch das Farbmolekiil abgespalten wurde und nachfolgend
der néchste Synthesezyklus gestartet werden konnte (Abb. 2.2). Die maximale Leselénge
wurde von der Templatequalitéit, sowie der Effizienz der Polymerase und der Farbstof-

fabtrennung reguliert. Da diese Fehler akkumulierten nahm die Verldsslichkeit, dass die
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Abbildung  2.2:  Schematischer  Arbeitsablauf der  Illumina-Sequenzierung
(Quelle: www.bitesizebio.com).

detektierte Base auch der tatsichlichen Base an der entsprechenden Position in der Ma-
trize entspricht, mit fortschreitender Readlinge ab. Daher war es speziell fiir die lingeren
Reads der 300 bp paired-end Bibliotheken notig, die Sequenzreads auf eine Linge von 80
bp zu trimmen. Beim Stand der Technik zum Zeitpunkt der Sequenzierung wurden Reads
mit Langen zwischen 50 und 100 Basenpaaren bevorzugt.

In dieser Arbeit wurde eine 300 bp paired-end und eine 3 kb mate pair Bibliothek ge-
nutzt. Paired-end bedeutet, dass Fragmente einer definierten Lénge (in dieser Arbeit 300
Basenpaare) von beiden Enden her sequenziert wurden (je 101 bp), wobei die mittleren
Basen unbekannt bleiben (Abb. 2.3). Die Kolokalisation zweier Reads auf einem Fragment
erleichterte dabei die Assemblierung bzw. Zusammensetzung groferer Sequenzcontigs. Im
Vergleich dazu wies die mate pair Bibliothek kiirzere Reads (51 bp) bei einem deutlich
grofseren unbekannten Bereich von 2898 bp auf. Dadurch lieken sich mit Hilfe dieser Bi-
bliothek auch entferntere Contigs verbinden.

Alle Illumina-Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeit durch die Firma GATC-Biotech
(Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt.
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Abbildung 2.3: Darstellung von paired-end (links oben) und mate pair Bibliotheken
(links unten). Die rechte Seite zeigt den Assemblierungsprozess (Quelle: illumina.com).

2.4.2 Sequenzierung der 100 Isolate

Die Sequenzierung der 57 Klon C und 42 Klon PA14 Isolate erfolgte mit einer SOLiD Ma-
schine und wurde innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Die SOLiD-Sequenzierung
beruhte auf dem Prinzip der Sequenzierung durch Ligation. Dabei wurden mit Fluores-
zenzfarbstoffen markierte achtbasige Oligonukleotide nacheinander mit dem Sequenzier-
primer ligiert. An das 3’-Ende jeder Sonde, welche die Matrizensequenz komplementér zur
vierten und fiinften Base der Oligonukleotidsonde enthielt, war ein Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt. Durch die Hybridisierung von Sonde und Matrize entstand ein Fluoreszenz-
signal, welches von einem Laser detektiert wurde. Anschliefend wurde die Sonde nach
der fiinften Base gespalten und dadurch die Fluoreszenzquelle entfernt. Dieser Vorgang
wurde wiederholt, bis die gewiinschte Readlinge von maximal 100 Basenpaaren erreicht
wurde. Nacheinander wurden fiinf dieser Durchldufe mit unterschiedlichen Startpositio-
nen durchgefiihrt. Im zweiten Durchlauf wurde an der Position n-1 des Templates mit der
Ligation gestartet. Durch die Verwendung der fiinf Zyklen wurde sichergestellt, dass jede
Base in zwei unabhéingigen Ligationen durch zwei verschiedene Primer sequenziert wurde
(Abb. 2.4). Dieser Umstand erhohte die Genauigkeit der SOLiD-Sequenzierung drastisch.
Eine weitere Steigerung der Genauigkeit wurde durch das Verwenden der ,Exact Call
Chemistry®“ erreicht. Dabei wurde die Sequenzkodierung der Plattform abgeindert, was
erlaubte, Messfehler zu korrigieren und mehr korrekte Reads zu produzieren (Massingham
und Goldman, 2012).

Herstellung der DN A-Bibliotheken

1 g bakterieller DNA wurde in einem Covaris S2 System (Covaris, USA) geschnitten.
Endreparatur und Grofenselektion der entstandenen Fragmente auf eine Durchschnitts-
lange von 200 bp wurden nach Standardprotokollen (Fragment library generation, Life
technologies (LT)/Thermo, USA) durchgefiihrt. Die Standardprotokolle fiir die Generie-
rung von Fragmentbibliotheken zur NGS-Anwendung verursachen jedoch eine Unterrepra-

sentation von GC-reichen Sequenzen, da die Ligation der Adaptoren an DNA-Fragmente
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Abbildung 2.4: Schematischer  Arbeitsablauf — der  SOLiD-Sequenzierung
(Quelle: http://seqanswers.com).

mit mehr als 65% GC-Gehalt nur ineffizient ablduft. Zur Kompensation dieses Problems
in P. aeruginosa (66% GC-Gehalt) wurde der Ligationsschritt des Standardprotokolls mo-
difiziert. Die Reaktion welche ein Polyadenin an die Fragmente anhingt wurde in }l des
Standardvolumens mit der Stratec Taq Polymerase anstelle der LT-dA-Tailing Enzyme
durchgefithrt (DNA 9 pl; 5x Puffer (LT) 2,5 pl; 10 mM dATP 0,25 ul, Stratec Taq Polyme-
rase 1,25 pl; 30 min; 68°C). Die Inkubationsbedingungen der folgenden Ligation wurden
abgeiandert, um die Lebenszeit und Performance der T4 Ligase zu erhéhen (dA-tailed Re-
aktionsmix 13 pl, 5x Puffer (LT) 0,75 pul; jeder Adaptor (LT, 1:20-verdiinnt) 0,5 pl; 10 mM
dNTP 0,3 pl; T4 Ligase (NebNext, NEB) 0,8 ul; bidest. Wasser 0,1 pl; 12 h, 12°C gefolgt
von Nick-Translation (20 min, 72°C)). Die anschliefende Aufreinigung und Amplifikati-
on (5 Zyklen) der generierten Fragmentbibliotheken wurde nach LT-Standardprotokollen
durchgefiihrt.
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Durchfiihrung der SOLiD-Sequenzierung

Das Binden der Fragmentbibliotheken an Beads wurde nach Herstellerangaben durchge-
fiihrt (EZBead System (LT); E120 scale, P2 post enrichment 17%). Die Sequenzierung
wurde auf einem SOLiD 5500 XL System (LT) mit einer Readldnge von 75 bp und im-
plementierter ECC (Exact call chemistry (LT)) durchgefiihrt. Die produzierten Reads
wurden mit dem SOLiD Accurancy Enhancer Tool (SAET) korrigiert, welches laut Her-
steller die Anzahl der kartierbaren Reads fiir Genome der Grofse 1 kb - 200 Mbp bei einer
Abdeckung von 10 - 4000-fach und einer Readlange von 25 - 75 bp durch Fehlerkorrekturen
um 40 - 50% erhohen soll.

Kartierung der SOLiD-Reads

Die Kartierung der ungetrimmten, mit SAET korrigierten Reads auf das jeweilige Re-
ferenzgenom wurde mit dem Programm NovoalignCS 1.04.02 (www.novocraft.com) und

den Parametern

-d Pfad zur Referenzdatei

-f Pfad zu Read- und Qualitatsdatei

-F CSFASTAnQV spezifiziert Readdateien als .csfasta und QV.qual

-r Random zufillige Readverteilung bei mehreren mdoglichen
Positionen

— 16 Anzahl der Kerne, welche zur Berechnung

genutzt werden

—0 sam Ausgabeformat: .sam

durchgefiihrt. Aus den .sam-Dateien wurden mit der Softwaresammlung Picard Tools
1.6.8 (http://broadinstitute.github.io/picard/) bindre Alignment-Dateien (.bam) gene-
riert. Duplikationen von Reads wurden mit dem Paket SAMtools rmdup (Li et al., 2009)

eliminiert.

2.5 De novo Assemblierung des NN2 Genoms

Bei einer de novo Assemblierung werden iiberlappende Sequenzierungsreads zu groferen
DNA-Stiicken zusammengesetzt und sogenannte Contigs generiert. Fiir die 454 Reads
erfolgte die Assemblierung mit Hilfe der Software Newbler 2.8 (Margulies et al., 2005).
Die minimale erzeugte Contiglinge sollte dabei 150 bp sein, und es wurde die interne
Read-Trimming-Funktion des Programms genutzt. Beim Trimming werden einzelne Basen
am Readende bei niedrigen Qualitdtswerten verworfen. Der Qualitidtswert fiir jede Base
eines Reads wurde als Phred-Score beim Sequenziervorgang angegeben, wobei ein geringer

Wert fiir eine hohe Fehlerwahrscheinlichkeit stand. Die assemblierten Contigs wurden
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mit Hilfe der Illumina paired-end Reads und des Programms SSPACE (Boetzer et al.,
2011) zu grokeren Scaffolds assembliert. SSPACE wurde dazu mit folgenden Parametern

angewandt:

-x 1 wenn moglich Contigs verlingern
-p 1 Generierung einer .dot - Datei zur Visualisierung
-k 50  minimal 50 Verlinkungen um Scaffolds zu berechnen

-n 30 minimale Uberlappung von 30 bp um Contigs zusammenzufithren

2.6 Lokalisation der NN2 Contigs innerhalb der PAO1

Referenzsequenz

Um die Positionierung der Contigs gegeniiber dem Referenzstamm PAO1 (Stover et al.,
2000) zu untersuchen und deren potentielle Reihenfolge zu ermitteln, wurde das Visualisie-
rungsprogramm Circoletto (Darzentas, 2010) verwendet. Zur Darstellung wurden folgende

Parameter genutzt:

—untangling off um die Contigs unentwirrt darzustellen
~w_ hits um nur die Contigs zu zeigen, welche auf das

Referenzgenom kartieren

2.7 Schliellen des NN2 Genoms

Mit Hilfe des Programms SSPACE und BLAST-Resultaten der Contigs gegen den Refe-
renzstamm PAO1 konnten die Léngen der unbekannten Bereiche innerhalb und zwischen
den Scaffolds abgeschétzt werden. Fiir alle Liicken zwischen Contigs, deren Gréfe auf 0 bp
vorhergesagt werden konnte, wurden die betroffenen Contigs in silico zusammengesetzt
und eine Kartierung aller Illumina Reads mit Hilfe des speziell fiir kurze Reads konzi-
pierten Kartierungsprogramms BWA (Li und Durbin, 2009) unter Standardeinstellungen
gegen dieses vergroferte Contig durchgefiihrt. Ob die in silico Zusammensetzung korrekt
war, zeigte sich daran, ob ein Abbruch der Abdeckung an der Stelle des Zusammensetzens
erkennbar war oder nicht (Abb. 3.4).

War keine Bruchkante der Abdeckung zu erkennen, wurde die Liicke als geschlossen be-
trachtet und zur weiteren Bestéitigung der in silico Vorhersage exemplarisch drei solcher
Bereiche durch PCR-Amplifikation und Sanger-Sequenzierung validiert. Alle so verifizier-
ten ,Liicken“ mit 0 bp sowie iiberlappende Contigs wurden manuell zusammengefiihrt. Die
verbliebenen unbekannten Bereiche wurden mit Hilfe einer PCR iiberspannt, amplifiziert
und per Sangersequenzierung durch die Firma GATC Biotech (Konstanz, Deutschland)
sequenziert. Fiir die PCR wurde folgender Ansatz gewéhlt:
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10 x Reaktionspuffer 3l

Primer [Konz. 5 pM] je 3 nl
dNTP |Konz. 8 pM] 3 pl
(je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DMSO 1 pl
bakterielle DNA (10 pg/pl) 8 ul
MgCly [50 mM] 2 pl
Goldstar-Polymerase 0,2 nl
bidest. Wasser 6,8 nl
Endvolumen 30 ul

Die PCR wurde nach dem folgenden Programm durchgefiihrt, wobei Ty, die Hybridisie-

rungstemperatur (58 - 62 °C) der jeweiligen Primer darstellt:

t[s] T[°C]
Denaturierung 300 94 1 Zyklus
Annealing 60 Tan
Elongation 60 72 35 Zyklen
Denaturierung 90 94
Annealing 60 Tan
Elongation 90 72 1 Zyklus
Kiihlung o0 10

Eine Liicke in einem Bereich der genomischen Insel PAGI-2 konnte anhand von Daten
einer fritheren Sequenzierung dieser Region geschlossen werden (Larbig et al., 2002). Eine
weitere unbekannte Sequenz in einem hochrepetitiven Segment wurde aufgeklart, indem
fiir beide Contigenden passende Gegenstiicke in den Illumina Reads gesucht und damit die
Contigs verldngert wurden. Dieser Prozess wurde wiederholt, bis die Sequenz der Region
bekannt war (Abb. 3.5). Bei gemischten Vorhersagen der Reads fiir einzelne Positionen,
welche typischerweise durch punktuelle Abweichungen in den Repeats entstanden, wurde
die hiufigste Base verwendet. In nicht eindeutigen Féllen wurde die Base der Referenzse-

quenz PAO1 iibernommen, falls diese in einem Teil der NN2 Reads zu finden war.

2.8 Annotation des NN2 Genoms

In der Genetik bezeichnet der Begriff Annotation eine funktionelle Zuordnung von offe-
nen Leserastern zu kodierenden DNA-Sequenzen, sowie die Funktionszuweisung anhand
von dhnlichen Genen und Proteinen aus Datenbanken. Basierend auf dem geschlossenen
NN2 Genom wurde eine automatische Annotation durch den ,,Rast server” durchgefiihrt
(Aziz et al., 2008). Eine manuelle Korrektur erfolgte anhand der Pseudomonas-Datenbank
(Stand Mérz 2012) (Winsor et al., 2011). Dabei wurden alle Gene, welche ein bekanntes
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Ortholog in den Referenzstimmen PAO1 bzw. PA14 (Lee et al., 2006) aufwiesen, bei
einer abweichenden Genldnge an die Koordinaten der Referenz angepasst. Dafiir muss-
te sichergestellt werden, dass an den orthologen Genompositionen von NN2 auch ein
Startkodon vorhanden war. Konnte kein Startkodon identifiziert werden, wurde die auto-
matische Annotation beibehalten. Nachfolgend wurden Publikationen, welche nach Mérz
2012 veroffentlicht wurden, auf neu aufgeklirte Genfunktionen hin durchgesehen und die
zugewiesenen Proteinfunktionen gegebenenfalls aktualisiert. Die Annotation bekannter
genomischer Inseln konnte aus der Literatur ibernommen werden (Larbig et al., 2002).
Bei allen Genen ohne Referenzhomolog wurde ebenfalls die automatische Annotation wei-
terverwendet.

Bislang nicht-annotierte Genomregionen, in denen offene Leseraster (engl. open reading
frames, ORFs) von mehr als 150 Basenpaaren detektiert werden konnten, wurden ab-
schlieftend genauer untersucht. Sequenzen dieser potenziellen ORFs wurden mit Hilfe eines
Abgleichs gegen die NCBI-Datenbank (BLAST) auf Homologien in anderen Spezies iiber-
priift. So identifizierte ORFs wurden zur Annotation hinzugefiigt. Das annotierte Genom
wurde als .gbk-Datei dieser Arbeit beigelegt (KlonC_NN2.gbk).

2.9 RNA-Sequenzierung

2.9.1 Kultivierung der Bakterien

Fiir die RNA-Sequenzierung wurden Bakterien in einem Fermenter (Biostat B Plus, Sarto-
rius) unter standardisierten Bedingungen kultiviert. Hierfiir wurden zunéchst bakterielle
Kulturen des Isolates NN2 auf TSA-Platten ausgestrichen und fiir 14 h bei 37°C inku-
biert. Vorkulturen wurden mit einer optischen Dichte (OD) von 0,225 (550 nm) in 50 ml
TSB-Medium angelegt und fiir eine Stunde bei 37°C kontinuierlich mit 125 rpm geschiit-
telt. Anschliefend wurden die Vorkulturen mit etwa 107 CFU/ml zu 1,5 1 TSB-Medium
in den Fermenter gegeben und mit 750 pl des Antischaummittels jantifoam® (Struktol)
versetzt. Die Kultur wurde bei 37°C, konstantem pH-Wert (7,0), sowie gleichmébiger Agi-
tation (400 rpm) und Beliftung (komprimierte Luft 0,3 1/min) fiir 20 h inkubiert und das
Wachstum separat durch die Bestimmung von OD und CFU-Zahlen, sowie im Fermenter
durch Messung des Sauerstoffpartialdrucks (pOs) und des Redoxstatus der Fermenterkul-
tur diberpriift. Fiir die RNA-Extraktion wurden jeweils drei Aliquots der Kultur wihrend
der mittleren exponentiellen Wachstumsphase und der frithen stationdren Phase geerntet,
wobei der Sauerstoffpartialdruck als Indikator fiir die jeweilige Wachstumsphase diente
(Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5: Wachstumskurve des Isolates NN2 bei konstanten Bedingungen in einem
Fermenter. Die gepunkteten horizontalen Linien geben die beiden Probenahmezeitpunkte
an.

2.9.2 RNA-Isolierung und Depletion ribosomaler RN A

Die gesamte RNA (>18 Nukleotide) wurde mit RNA-Extraktionskits aus den Bakteri-
enaliquots extrahiert (Qiagen, RNAprotect Bacteria Reagent und RNeasy Midi Kit). Zur
Zelllyse wurden 8 ml RNAprotect-Reagenz mit 5 ml Bakterienkultur vermischt. Nach
fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung zentrifugiert (5.000 x g,
10 min) und der Uberstand dekantiert. Zellpellets wurden bis zur Prozessierung bei -80°C
gelagert. Die Zellen wurden in 1 ml TE-Buffer, welcher 1,5 mg/ml Lysozym enthielt, und
anschliefend in 2 ml RLT-Puffer (Qiagen) mit 1% MeEtOH durch Zufiigen von 1,5 vol-%
absoluten Ethanols lysiert. Die RNA wurde nach Bindung an RNeasy-Saulen (Qiagen)
durch einen zweimaligen zehnminiitigen DNasel Verdau aufgereinigt und schlieflich mit
einem finalen Volumen von 300 pl bidestilliertem Wasser eluiert. Die RN A-Integritit wur-
de auf einem Bioanalyzer 2100 expert (Agilent, USA) iiberpriift, wobei alle RNA-Proben
eine RNA Integritdtsnummer (RIN) von mindestens 7,6 bei einem Durchschnitt von 9,3
hatten. Die RIN gab dabei an, in welchem Zustand sich die RNA befand. Stark degra-
dierte RNA hatte einen Wert von 1, komplett intakte RNA hingegen den Maximalwert
10. Um verbliebene DNA-Kontaminationen zu eliminieren, wurden die Proben vor dem
Entfernen der ribosomalen RNA (rRNA) noch einmal mit DNasel verdaut. In Aliquots
mit jeweils 5 g totaler RNA wurde die ribosomale RNA mit Hilfe des RiboZero Kits fiir
gramnegative Bakterien (Metabion) abgereichert. Mit RiboZero behandelte RNA wurde
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durch Ethanolpréazipitation zuriickgewonnen und in 12 pl bidestilliertem Wasser geldst.

2.9.3 Durchfithrung der RN A-Sequenzierung

Die RNA aus den jeweils drei Proben jeder Kondition wurde gepoolt und durch die Firma,
GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) auf einer Illumina Maschine nach dem Protokoll
,TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit“ (Illumina) sequenziert.

Die mit RiboZero behandelten RNA-Proben wurden benutzt, um zwei strangspezifische
Bibliotheken herzustellen: eine unbehandelte und eine mit der Terminator 5’-Phosphat
abhingigen Exonuklease (TEX, Epicentre) verdaute Probe. TEX ist eine prozessive 5-
3’-Exonuklease, die RNA mit einem 5-Monophosphat verdaut (Abb. 2.6). Aus den Se-
quenzierungen der mit TEX behandelten Bibliotheken konnten die priméren Transkrip-
te identifiziert und somit die 5’-untranslatierten Regionen (5’-UTR) bestimmt werden.

Strangspezifische Sequenzierungen wurden durchgefiihrt, um Aussagen treffen zu kénnen,
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Abbildung 2.6: Schema, wie mit der Terminator 5’-Phosphat abhédngigen Exonuklease
(TEX) primére Transkripte angereichert und solche mit Monophosphat verdaut werden
(Quelle: http://www.epibio.com).

ob die transkribierte RNA auf den Leit- oder den Riickwértsstrang des Bakteriengenoms
kartiert wird (Parkhomchuk et al., 2009). Diese Stranginformation war unter anderem fiir
die Analyse kurzer, nicht-kodierender RNA wichtig. Fiir eine strangspezifische Sequen-
zierung wurde aus der aufgereinigten RNA der erste Strang als cDNA synthetisiert. Im
folgenden wurde die RNA abgespalten und bei der Synthese des zweiten Strangs Uracil
anstelle von Thymin eingebaut. Nach einer Endreparatur und einer Strangverlingerung
mit Polyadenin wurden Adaptoren ligiert und in den zweiten Strangen das Uracil verdaut.
Da der Strang dadurch viele Liicken aufwies, wurde er degradiert und in der nachfolgenden
PCR nicht amplifiziert. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass nur der erste Strang

weiter prozessiert und sequenziert wird (Abb. 2.7).
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Abbildung 2.7: Schematischer Ablauf einer strangspezifischen Sequenzierung (Martin
et al., 2013).

2.10 Identifikation von Transkriptionsstartpunkten und
kurzen nicht-kodierenden RN A-Molekiilen

Zur Auswertung der Transkriptomsequenzierung von NN2 wurden die strangspezifischen
Reads mit dem Kartierungsprogramm BWA unter Standardeinstellungen gegen das NN2
Genom kartiert. Die Visualisierung, die Lokalisation der Reads im NN2 Genom und die
manuelle Identifikation von Transkriptionsstartpunkten (engl. transcriptional start sites,
TSS) und moglicher nicht-kodierender RNAs (engl. non-coding RNAs, ncRNAs) wurde in
dem Genombrowser ReadXplorer (Hilker et al., 2014) durchgefiihrt. Dazu wurde vor dem
eigentlichen Startcodon jedes Gens der, fiir eine 5-UTR typische, sprunghafte Anstieg
der Readabdeckung in den mit TEX-behandelten Proben gesucht.

Wenn diese charakteristischen Anstiege der Expression in grofsen intergenischen Bereichen
auftraten, eine Expression in den unbehandelten Proben nachweisbar war und fiir diese
Bereiche der Referenzsequenz kein ORF annotiert war, wurden transkribierte Abschnitte
als intergenische ncRNAs klassifiziert. Intragenische ncRNAs wurden identifiziert, wenn
die Spriinge der Readabdeckung innerhalb eines Gens lokalisiert waren und die unbehan-

delten Bibliotheken eine erhchte Expression nur fiir einen Teilbereich des Gens zeigten.
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Die Vorhersagen von intragenischen ncRNAs und deren Langen waren in diesem spezi-
fischen Fall moglich, da vermutlich der dUTP-Degradationsschritt im Arbeitsablauf der
Herstellung der strangspezifischen Bibliotheken unvollstindig war. Somit lagen sowohl
der gewlinschte Zielstrang als auch der synthetisierte Folgestrang vor und wurden sequen-
ziert. Die Zuordnung der ncRNAs zu einem der beiden DNA-Stringe des Genoms war

nach Verlust der Strangsperzifitit der Sequenzreads allerdings nicht mehr moglich.

2.11 Differentielle Genexpressionsanalyse

Aus den RNA-Sequenzierungsdaten der nicht-spezifischen Fragmentbibliotheken (vgl. Kap.
2.9) konnte die Expression der einzelnen Gene errechnet und zwischen der frithen statio-
ndren und der mittleren exponentiellen Wachstumsphase verglichen werden. Dazu wurde
die Expression als der RPKM-Wert mit dem Skript rpkmforgenes.py (Ramskold et al.,
2009) und den Parametern

-i Pfad zur Eingabedatei

-a Pfad zur Hilfsdatei, welche die zu untersuchenden
ORF-Koordinaten spezifiziert

-0 Pfad und Name der Ausgabedatei

-readcount Anzahl der Reads fiir die ORFs soll ausgegeben werden

-rmnameoverlap Uberlappungen von ORFs werden verworfen,

Isoformen werden weiter verwendet

bestimmt. Der RPKM-Wert gibt die Anzahl der Reads pro ORF normiert auf 1 kb ORF-
Lénge pro eine Million kartierter Reads an (Mortazavi et al., 2008).

Die Normierung auf den GC-Gehalt und die Linge jedes ORFs wurde mit einem in der
Arbeitsgruppe entwickelten Skript durchgefiihrt (ExonicGC _fromTranscriptome.pl). Zu-
sitzlich wurden mit einem weiteren Skript die RPKM-Daten fiir die biologischen Replikate
der beiden Konditionen zusammengefasst (PrepareCountsForDESeq.pl). Die differentiel-
le, auf den GC-Gehalt normalisierte Genexpression wurde mit den R-Paketen DESeq und
EDASeq ermittelt (GC_DESeq.R).

2.12 Erstellen des Genomatlas fiir NIN2

Als Genomatlas bezeichnet man eine Ubersicht iiber ein Genom, welche die Informatio-
nen iiber die Linge des Genoms, die Verteilung des GC-Gehalts sowie die Lokalisation
von ORFs und RNA darstellt. Der Genomatlas von NN2 wurde mit der Online-Software
CGView anhand der NN2-Sequenz, der Annotation der ORFs und der identifizierten
RNAs erstellt (Stothard und Wishart, 2005).

24



2.13 Struktur nicht-kodierender RNAs (ncRNAs)

Die Struktur und die thermodynamische Stabilitit von RNA-Molekiilen sind ein Indikator
dafiir, ob eine RNA als real angesehen werden kann. Um die Plastizitiat der annotierten
ncRNAs von NN2 zu priifen, wurde deren potentielle Sekundarstruktur sowie deren ther-
modynamische Stabilitdt mit der Software ,Vienna RNA websuite (Gruber et al., 2008)

in silico ermittelt.

2.14 Verteilung von Nukleotidtetrameren im NN2 Ge-

nom

Die statistisch erhéhte Nutzung bestimmter kurzer Oligonukleotide ist typisch fiir ver-
schiedene Organismen (Reva und Timmler, 2004). Da die Genome verschiedener Orga-
nismen jedoch auch unterschiedliche GC-Gehalte aufweisen, ist es notig, die Zahl der
Oligonukleotide auf den GC-Gehalt der Genome zu normalisieren. Die Verteilung der Nu-
kleotidtetramere des NN2 Genoms wurden mit einem Zihlwerkzeug des Softwarepakets
CLC Genomics Workbench 7.0 (http://www.clcbio.com) erfasst. Dieselbe Analyse wurde
separat auch fiir die ORFs angewandt, fiir welche in dieser Arbeit eine 5-UTR ermittelt
werden konnte. Hierzu wurden alle Tetramere gezéhlt, welche in einem Bereich von 250
bp vor dem Startcodon eines ORFs sowie in den ersten 50 bp danach lokalisiert waren.
Anschliefsend wurde die Héaufigkeit, mit der ein Tetramer auftritt, auf den GC-Gehalt des

gesamten NN2 Genoms von 66,12% normalisiert.

2.15 Vorhersage von Einzelnukleotidaustauschen

Einzelnukleotidaustausche (engl. Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) stellen Vari-
anten eines Basenpaares innerhalb eines DNA-Strangs dar. Fiir die sequenzierten Isolate
der klonalen Komplexe C und PA14 wurde aus den in Kapitel 2.4.2 beschriebenen .bam-
Dateien die SNPs gegeniiber der jeweiligen Referenzsequenz NN2 (Klon C) bzw. PA14
(Klon PA14) in einem dreistufigen Prozess mit dem Softwarepaket SAMtools bestimmt.

Im ersten Schritt wurde mit der Funktion mpileup und den Optionen

-g  Berechnung von Genotypwahrscheinlichkeiten und Ausgabe im .bcf Format

-B  Deaktivierung der probabilistischen Rekartierung; empfohlen, um die Zahl
falsch-positiver SNPs zu reduzieren

-f  Pfad zur Referenzdatei

eine Liste von Genompositionen erstellt, die alle Informationen wie Abdeckung, Qualitat
und ggf. zu welcher Base mutiert wurde, enthalt. Nachfolgend konnte mit der Funktion

beftools view und den Parametern
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-¢  Variantenbestimmung durch Bayessche Statistik
-v nur Varianten ausgeben

-g  Genotyp jeder Variantenposition bestimmen

die .bcf in eine .vef Datei umgewandelt und dabei die SNP-Kandidaten und das Verhiltnis
zwischen Reads mit der Referenzsequenz und Reads mit einem Einzelnukleotidaustausch
bestimmt werden. Im abschliefenden Schritt mit der Funktion vcfutils.pl varFilter -d 2
wurden die vollstdndigen SNP-Listen, welche die Informationen iiber alle Varianten der
jeweiligen Stdmme mit einer Mindestabdeckung von zwei Reads zeigten, generiert. Aus
den vollstindigen Listen wurden alle Eintrdge mit einer Abdeckung kleiner als 4, einem
Qualitatswert unter 50 und einem Verhéltnis zwischen Referenz zu Nukleotidaustausch
von weniger als 0,7 verworfen. In den Qualititswert flieflen in diesem Fall die Qualitat der
einzelnen Basen der Sequenzierung und das Verhéltnis zwischen Reads, welche die Sequenz
der Referenz bzw. des SNPs zeigen, ein und er kann fiir jede Position den Maximalwert
222 erreichen. SNP-Statistiken wie die Lokalisation in ORFs, die Vorhersage, ob es sich
um einen neutralen (synonymen) oder einen Aminosduresequenz-verdndernden (nicht-
synonymen) Austausch, sowie um eine Transition oder Transversion handelte, wurden
mit dem Programm SNPeff 3.0 (Cingolani et al., 2012) erstellt.

2.16 Gruppierung von Aminosiureaustauschen

Gefundene Aminoséureaustausche wurden nach der Dayhoff-Ahnlichkeits-Index-Matrix,
welche die Frequenz der Aminosdureaustausche zwischen nah verwandten Proteinen be-
schreibt (Dayhoff, 1978), eingeordnet. Dabei hatten drastische Aminosiureinderungen,
welche mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit die Struktur und Funktion des betroffenen

Proteins verdndern, einen geringen Wert und eher neutrale Austausche einen hohen Wert.

2.17 Bestimmung von Haplotypen

Als Haplotypen bezeichnet man in diploiden Organismen Segmente mit absoluter Sequen-
zidentitat. Um Bereiche 100%-iger Sequenzidentitit im Kerngenom der beiden klonalen
Komplexe zu ermitteln, wurden aus den SNP-Listen die Positionen im akzessorischen Ge-
nom entfernt. Ferner wurden die verbliebenen SNPs reduziert und dabei alle Eintrige mit
einer Abdeckung kleiner als 6, einer SNP-Qualitét kleiner 150, einer Basenqualitdt kleiner
als 30, sowie alle Insertions-, Deletions- (Indel) und Heterozygotenvorhersagen verworfen.
Durch eine in der Arbeitsgruppe entwickelte Vorgehensweise konnten die Haplotypblocke
wie nachfolgend beschrieben berechnet werden (haplotypes identification.pl).

Der erste Schritt war die Bildung einer Initialmatrix, deren Spalten sdmtliche SNP-

Positionen aus allen Isolaten und deren Reihen die Resultate fiir die einzelnen Stamme

26



enthielten. Dabei konnten in dieser Matrix nur die Zahlen 1 (Nukleotidaustausch zur Re-
ferenzsequenz) und 0 (Sequenz der Referenz) stehen. Anschliefilend wurden in paarweisen
Vergleichen die Muster der Nukleotidaustausche zwischen den Stammen verglichen. Die
Haplotypen wurden ermittelt, indem innerhalb dieses bindren Systems alle gemeinsamen
Positionen bis zur ersten Abweichung gezidhlt wurden. Diese Zahlen der gemeinsamen
Nukleotidaustausche N wurden als Elemente einer zweiten Matrix geschrieben, in der die
SNP-Positionen in den jeweiligen Spalten und die paarweisen Vergleiche in den Reihen
standen. Aus dieser Matrix wurden die Haplotypen der paarweisen Vergleiche extrahiert,
um deren Linge und die Verteilung der H&ufigkeit einer bestimmten Haplotyplinge zu

ermitteln.

2.18 Phylogenetische Biume

Die zur Haplotypanalyse verwendeten SNPs der einzelnen Isolate wurden jeweils durch ein
Skript in die zugehorige Referenz PA14 bzw. NN2 inkorporiert (SequenceReplacer.java),
um die virtuelle Sequenz des Kerngenoms jedes Stammes zu ermitteln. Anhand dieser
stammspezifischen Sequenzen konnte der phylogenetische Baum der klonalen Komplexe
C und PA14 mit Hilfe des Programms Splitstree 4.13.1 berechnet werden (Huson und
Bryant, 2006).

2.19 Visuelle Darstellung der Zusammensetzung des ak-

zessorischen Genoms (Heatmaps)

Die SOLiD-Reads aus den Sequenzierungen der einzelnen Stamme wurden mit dem Kar-
tierungsprogramm NovoalignCS 1.04.02 gegen die Sequenzen der bekannten genomischen
Inseln und Regionen hoher Genomplastizitiat (RGPs) von P. aeruginosa kartiert. Nicht
abgedeckte Regionen wurden durch die Funktion genomeCoverageBed des Softwarepakets
BEDTools (Quinlan und Hall, 2010) ermittelt und der prozentuale Anteil der abgedeckten
Bereiche durch ein in der Arbeitsgruppe geschriebenes Skript berechnet (LengthCovera-
ge.pl). Eine Normalisierung war notwendig, da die berechnete Sequenzabdeckung durch
die unterschiedliche Readanzahl der Stammsequenzierungen limitiert wurde. Dazu wur-
den die prozentualen Anteile durch die Wahrscheinlichkeit, dass eine genomische Position
durch mindestens einen Read abgedeckt ist, geteilt:

1—-L

P=1-(=>)"

In der Formel steht dabei L fiir die Readldnge, G fiir die Genomlinge des Referenzgenoms
(NN2, PA14) und N fiir die Readanzahl. Da angestrebt wurde, fiir jede genomische Insel
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oder RGP-Insertion eine Aussage iiber die An- bzw. Abwesenheit zu treffen, wurde die
Readabdeckung in partiell abgedeckten Elementen des akzessorischen Genoms durch eine
inverse logarithmische Transformation normiert. Durch die Transformation wurden hohe
Abdeckungswerte verstirkt und die Werte schwach abgedeckter Regionen verringert. Da-
durch liefs sich eine klarere Aussage iiber die An- und Abwesenheit der genomischen Inseln
und RGPs treffen. Die Heatmaps der transformierten Abdeckungsdaten der genomischen
Inseln und RGPs wurden mit dem gplots R-Paket erstellt (heatmap.R).

2.20 Konservierung des akzessorischen Genoms

Um zu vergleichen, welche genomischen Inseln oder RGPs die einzelnen Stédmme aufwei-
sen, wurden fiir alle in Kapitel 2.19 untersuchten genomischen Varianten deren An- bzw.
Abwesenheit untersucht. Dabei wurden alle genomischen Inseln oder RGPs als in dem
jeweiligen Stamm vorhanden angesehen, wenn mindestens eine Abdeckung von 50% vor-
lag. Anschlieffend wurde die An- bzw. Abwesenheit der genomischen Region in paarweisen
Vergleichen zweier Isolate des selben Klons untersucht. Fiir jede Ubereinstimmung wurde
1 addiert, fiir jeden Unterschied 1 subtrahiert. Anschliefend wurde fiir jeden paarweisen
Vergleich durch Summierung von Unterschieden und Gemeinsamkeiten ein globaler Score

ermittelt.

2.21 Bestimmung von Deletionen grofser als 1 kb

Zur Bestimmung grofer Deletionen gegeniiber den Referenzgenomen NN2 und PA14 wur-
de fiir jedes Isolat die Readanzahl in einem variablen Fenster, beginnend bei Genompo-
sition 1, von 1.000 bp bestimmt, welches iiber das gesamte Genom in Schritten von 500
bp Lénge verschoben wurde. Das Zéhlen der Reads wurde mittels des Skriptes rpkmfor-

genes.py (Ramskold et al., 2009) und den Parametern

-i Pfad zur Eingabedatei

-a Pfad zur Hilfsdatei, welche die zu untersuchenden
Genomintervalle spezifiziert

-0 Pfad und Name der Ausgabedatei

-readcount  Anzahl der Reads in den Intervallen soll ausgegeben werden

durchgefiihrt. Anschliefsend wurde eine manuelle Inspektion aller Fenster mit weniger als
zehn Reads durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob die geringe Anzahl an Reads aufgrund

eines lokal erh6hten GC-Gehaltes auftrat oder eine tatséchliche Deletion vorlag.
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2.22  Analyse kleiner Insertionen und Deletionen (In-
dels)

Indelvorhersagen basierten auf den Kartierungen der SOliD-Reads auf die jeweilige Refe-
renz (PA14, NN2). Positionen mit Indel-Vorhersage wurden aus den .sam - Dateien mit
dem Softwarepaket SAMtools extrahiert. Aus dieser Indel-Kandidatenliste wurde all die-
jenigen Positionen verworfen, deren Readabdeckung kleiner als 6 war oder wenn mehr als
50% der Reads der Indel-Vorhersage widersprachen. Die verbliebenen Kandidaten wurden
manuell mit dem Integrative Genome Viewer (IGV) (Thorvaldsdottir et al., 2013) unter-
sucht, mit dem die Kartierungen der Reads auf die Referenzsequenz visualisiert werden
konnten. Indelvorhersagen wurden als nicht verifizierbar oder falsch positiv angesehen,

wenn eines der folgenden Ereignisse auftrat:

a. Position des Indels zu nah (innerhalb einer Readlidnge) an einer nicht-abgedeckten
Region

b. Locus in der Mehrzahl der Isolate schlecht (<6 Reads) oder gar nicht abgedeckt
Position nur durch Readenden abgedeckt

d. vermischte Resultate zwischen Wildtyp- und Indel-Vorhersage an der jeweiligen Po-
sition in allen Isolaten

e. Vorhersage verschiedener Indels an derselben Position fiir ein Isolat
Position trotz hoher Abdeckung nur durch ein paar Reads als Indel angezeigt, wobei

andere Reads aufgrund von anderen Varianten nicht als Wildtyp gezéhlt wurden.

Wenn gleiche Indel-Vorhersagen in mehreren Isolaten einer klonalen Linie detektiert wor-
den waren, wurden die entsprechenden Positionen auch in den iibrigen Isolaten inspiziert,
um zu iiberpriifen, ob diese tatsichlich die Wildtyp-Sequenz tragen oder keine Indel-
Vorhersage aufgrund von schlechter Abdeckung oder schlechten Qualitdtswerten getroffen
wurde. Ferner wurden die Indels, welche in allen Stdmmen prisent waren, entweder als
Sequenzierungsfehler oder spezifische Sequenzvarianten des jeweiligen Referenzisolates be-
trachtet.

Die verifizierten Indels wurden mittels SNPeff 3.0 annotiert, um die betroffene Genom-
region und potentielle Leserasterverschiebungen in kodierenden Regionen zu bestimmen.
Indels, welche Protein-kodierende ORFs betrafen, wurden nach Annotationsklassen der
betroffenen Gene in der jeweiligen Referenz sortiert. Fiir PA14 konnten die Annotations-
klassen von der PA14 Genom Webseite {ibernommen werden
(http://ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pal4/annotation /start.cgi).

Fiir Klon C wurde fiir alle PAOI-orthologen Gene die jeweilige Klasse aus der Annotati-
on des PAO1-Sequenzierprojektes (Winsor et al., 2011) der Referenz iibernommen. Alle
nicht-PAO1 Gene, deren Funktion als hypothetisch vorhergesagt wurde, wurden in Grup-

pe 4 eingeordnet. Fiir die verbliebenen ORFs wurde in der Literatur nach experimentellen
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Verifizierungen gesucht, um diese in die Klassen 1 oder 2 einzusortieren. Konnten keine
Funktionszuordnungen gefunden werden, wurden die ORFs in Kategorie 3/4 einsortiert.
Fiir Vertreter der Klasse 1 wurde in P. aeruginosa die Funktion des Gens nachgewiesen.
Fiir ORFs der Klasse 2 konnte von sehr sequenzdhnlichen Genen in anderen Organismen
die Funktion aufgeklart werden. Fiir ORFs der Klassen 3 und 4 wurde lediglich eine in

silico Vorhersage iiber die Lokalisation und Funktion des Genproduktes getétigt.

2.23 Identifizierung stammspezifischer Gene

Als stammspezifische Gene werden alle ORFs bezeichnet, welche weder in den Referenzse-
quenzen NN2 bzw. PA14, noch in den untersuchten genomischen Inseln und RGPs kodiert
sind. Um die stammspezifischen Gene zu identifizieren, wurden alle Reads, welche weder
auf das jeweilige Referenzgenom C oder PA14 noch auf die bekannten genomischen Inseln
und RGPs kartiert werden konnten und somit stammspezifische DNA repréisentieren, aus

den .bam-Dateien mit dem Softwarepaket SAMtools view und den Optionen

-b  .bam Ausgabeformat

-f 4 extrahiere nur nicht kartierte Reads

extrahiert. Fiir die de novo Assemblierung dieser Reads wurde das Programm Velvet (Zer-
bino und Birney, 2008) mit den K-mer Werten 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39 und 41 verwendet.
Fiir jeden Stamm wurde das beste Assemblierungsresultat der verschiedenen K-mer Wer-
te ausgewdhlt. Dieses war dadurch charakterisiert, dass es den hochsten N50-Wert bei
maximaler Contiglinge aufwies. Der N50-Wert gibt den Median der Contiglinge an, wel-
chen 50% der Contigs aufweisen. Um falsch-positive Contigs zu eliminieren, welche z.B.
dadurch entstanden sein konnten, dass Reads initial aufgrund von schlechten Qualitits-
werten nicht auf die Referenz kartiert werden konnten, wurden diese mit dem Lang-Read
Kartierungsskripts CUSHAW?2 (Liu und Schmidt, 2012) unter Standardeinstellungen noch
einmal gegen das Referenzgenom, sowie die genomischen Inseln und RGPs kartiert. Alle
in diesem Durchlauf kartierten Reads wurden verworfen.

Fiir die verbliebenen Contigs wurde ein BLASTx-Vergleich mit dem Programm blastall
gegen eine Datenbank, welche alle bis 2012 sequenzierten Bakteriengenome enthielt, mit

den Parametern

-p blastx BLAST einer Nukleotidsequenz gegen eine Proteindatenbank

-d Pfad zur Proteindatenbank

-i Pfad zur Eingabedatei

-m 8 Ausgabe in tabellarischer Ansicht

-e 1E-10  Erwartungswert

-a 8 Anzahl der genutzten Prozessorkerne
-0 Pfad und Name der Ausgabedatei
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durchgefiihrt. Aus diesem Datensatz wurden alle ORFs identifiziert, welche die gleiche
Sequenz in unterschiedlichen Organismen kodierten. Solche Eintrdge wurden als falsch-
positive ORFs erkannt und zu einem Treffer zusammengefasst. Anhand der BLASTx Re-
sulate wurden alle ORFs mit einem Skript (gather.py) zu einem stammspezifischen Gen
zusammengefasst, wenn sie 90% Sequenzidentitit iber mindestens 80% der Genliange auf-

wiesen.

2.24 Kompetitive Fitnessexperimente

Kompetitive Wachstumsexperimente verschiedener Stimme wurden durchgefiihrt, um Iso-
late zu identifizieren, welche einen Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Stimmen auf-
weisen. Wurden Gewinner und Verlierer erkannt, konnten anhand der stammspezifischen
genomischen Eigenschaften wie Einzelnukleotidaustauschen, Insertionen, Deletionen und
stammspezifischen Genen mogliche Griinde fiir die Wachstumsvor- bzw. -nachteile unter-

sucht werden.

2.24.1 Messung der Pyocinproduktion

Bevor ein kompetitives Fitnessexperiment mehrerer Stamme durchgefiihrt werden konnte,
musste iiberpriift werden, ob die Stamme kompatibel in ihrer Pyocinproduktion waren.
Dazu wurden die Pyocinloci der einzelnen Stamme in silico auf die jeweilige Préasenz und
die darin auftretenden Mutationen iiberpriift. Da zum Zeitpunkt der Fitnessexperimente
noch nicht alle Genomsequenzierungen abgeschlossen waren, konnten lediglich 47 Klon
C Stamme auf Pyocinaktivitit getestet werden. Dabei zeigte in silico keines der Isolate
eine Mutation im Vergleich zu dem Pyocinlocus des Referenzgenoms NN2. Die 47 Isolate
wurden in drei Gruppen a zwolf Isolate und eine Gruppe mit elf Isolaten eingeteilt und
experimentell auf Pyocinkompatibilitit getestet. Innerhalb der PA14 Isolate wurde eine
Gruppe mit 20 Isolaten gebildet, deren Stamme laut in silico Analyse alle drei der, aus der
Referenzsequenz PA14 bekannten Pyocinloci tragen. Zusétzlich wurde eine zweite Gruppe
mit acht Isolaten gebildet, welche zwei gleiche Loci tragen.

2,5 ml einer LB-Ubernachtkultur (37°C, 150 rpm) jedes Isolats wurden in einem 100 ml
Kolben vermischt und inkubiert (24 h, 37°C, 150 rpm). Weitere 100 pl der jeweiligen Ein-
zelkulturen wurden separat in frisches LB-Medium inokuliert und ebenfalls inkubiert (24
h, 37°C, 150 rpm). Nach der Inkubation der Mischungen wurden die Bakterien pelletiert
und der Uberstand in einer Speedvac-Apparatur bei 37°C um die Hilfte des Volumens re-
duziert. Wihrenddessen wurden 100 pl der Einzelkulturen auf Agarplatten ausgestrichen
und vorinkubiert. Von den konzentrierten Uberstinden wurden 40 pl auf die vorinku-
bierten Agarplatten getropft und nach einem kurzen Antrocknen iiber Nacht bei 37°C

inkubiert. Es wurden diejenigen Stdmme verworfen, welche beim Auftropfen einer Grup-
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pe kein Wachstum zeigten, da diese sensitiv gegeniiber den Pyocinen der aufgetropften

Mischung waren.

2.24.2 Kompetitive Wachstumsexperimente

Bakterien aus Glycerolstocks der betreffenden Stdmme wurde auf LB-Agarplatten ausge-
strichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. 5 ml LB-Fliissigmedium wurden mit einer
Impfose voller Bakterien von den Agarplatten angeimpft und inkubiert (8 h, 37°C, 150
rpm). Nach Bestimmung der OD-Werte wurde sowohl LB- als auch M9-Minimalmedium
mit Aliquots der Vorkulturen inokuliert, so dass a) die initiale CFU-Zahl pro Stamm mog-
lichst gleich war und b) die Gesamt-OD der Kompetitionskultur 0,1 betrug. Insgesamt
wurden 6 Replikate in 25 ml Kolben angelegt. Nach 12, 24, 36 und 48 h Inkubation wur-
den Aliquots der Bakterienmixturen in frisches Medium iiberfiihrt (initiale ODg7g,,,=0,1)
und anschliefsend fiir drei weitere Tage ohne Medienwechsel weiter inkubiert. Proben fiir
die DNA-Priparation wurden nach 0, 48 und 120 h genommen und die DNA nach einem

optimierten Protokoll fiir gramnegative Bakterien isoliert (Kap. 2.2).

2.24.3 Bestimmung der Anteile der einzelnen Isolate an der je-

weiligen Kompetition

Zur Berechnung der prozentualen Anteile der einzelnen Stdmme an der Kompetition wur-
den die in Kapitel 2.15 ermittelten stammspezifischen SNPs als Marker verwendet. Nach
der Vorhersage von SNPs mit SAMtools wurde aus den vollstindigen full-vcf-Dateien,
welche die Informationen fiir alle Positionen einer Kartierung enthielten, diejenigen In-
formationen fiir alle stammspezifischen SNP-Positionen mit Hilfe eines Skripts extrahiert
(extract_positions.pl). Ein SNP wurde nur dann als stammspezifisch akzeptiert, wenn
in allen Isolaten an dieser Position mindestens eine Abdeckung von vier vorhanden war,
dabei aber nur ein Stamm an der betreffenden Position einen SNP zeigte.

Die praparierte DNA der separaten Probenahmezeitpunkte der Wachstumsexperimente
wurde innerhalb der Arbeitsgruppe nach dem adaptierten Protokoll fiir P. aeruginosa
mit der SOLiD-Technologie sequenziert (Kap. 2.4.2) und die Reads gegen die jeweilige
Referenz kartiert. Fiir alle als stammspezifisch identifizierten SNPs wurde aus den .bam-
Dateien der Fitnessexperimente die Informationen iiber das Verhéltnis zwischen SNP und
Wildtyp der Reads extrahiert und daraus der prozentuale Anteil jedes Stamms berechnet.
Diese berechneten Werte wurden anschliefend anhand linearer Gleichungssysteme, welche
sowohl die prozentualen Anteile der singuldren Nukleotidaustausche, als auch die Anteile
der in zwei, drei und vier Stimmen vorkommenden Mutationen enthielt, gepriift und ggf.

korrigiert.
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Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Die Entschliisselung des Klon C NN2 Genoms

Klon C ist der weltweit am weitesten verbreitete Vertreter der P. aeruginosa Population
(Romling et al., 1994, 2005; Wiehlmann et al., 2007). Komplett sequenzierte P. aeruginosa
Genome sind zum Zeitpunkt der Niederschrift fiir neun verschiedene Klone (Pseudomo-
nas Datenbank, Mérz 2015) vorhanden, jedoch nicht fiir Klon C. In dieser Arbeit wurde
das phénotypisch bereits charakterisierte Klon C Isolat NN2 (Cramer et al., 2011) durch
DNA- und RNA-Sequenzierung detaillierter untersucht. Das Isolat NN2 wurde 1985 aus
der Lunge eines Patienten mit zystischer Fibrose (eng. Cystic Fibrosis, CF) isoliert. NN2
wurde als Klon C Referenzstamm fiir eine komplette Sequenzierung ausgewahlt, da es das
erste Klon C Isolat aus den Atemwegen eines bis dahin P. aeruginosa freien Patienten war
und seine Mikroevolution im CF-Habitat tiber 25 Jahre untersucht wurde (Cramer et al.,
2011). Ferner wurde in fritheren Arbeiten fiir dieses Isolat eine Spel-Swal-Pacl-I-Ceul
basierte physikalische Genomkarte erstellt (Schmidt et al., 1996), die Sequenz genomischer
Inseln aufgeklirt (Larbig et al., 2002; Klockgether et al., 2004) und phinotypische Marker
wie der Morphotyp, die Moglichkeiten der Zellbewegung, die Virulenz sowie die Fitness
untersucht (Cramer et al., 2011).

Abbildung 3.1 zeigt zur Ubersicht den Arbeitsablauf zur Entschliisselung des NN2 Genoms
mit Hilfe der verschiedenen Sequenzierungstechniken und der verwendeten Softwarepake-
te.
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Abbildung 3.1: Das Flussdiagramm zeigt, wie unter Zuhilfenahme der verschiedenen
Sequenzierungstechniken und Softwarepakte das NN2 Genom entschliisselt wurde.

3.1.1 Sequenzierung und de novo Assemblierung des
NN2 Genoms

Das Isolat NN2 wurde bereits mit 36 bp langen Illumina Reads sequenziert und vor allem
auf SNPs hin charakterisiert (Cramer et al., 2011). Jedoch reichte dieser Read-Datensatz
nicht fiir eine verléssliche Sequenzierung des kompletten Genoms aus. Fiir diese Arbeit
wurde NN2 mit der 454 Technik, die Reads mit einer Lange von bis zu 750 bp produziert,
und zusétzlich mit der Illumina Technik (paired-end Bibliotheken) sequenziert. Bei Illu-
mina paired-end Bibliotheken werden Enden von groferen DNA-Fragmenten sequenziert,
wobei der mittlere Teil unbekannt bleibt (siehe Kap. 2.4.1). Die Kombination der beiden
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Sequenzierungstechniken ermdoglichte es, die generierten 454 Reads Contigs mit den In-
formationen aus den Illumina Bibliotheken zu verkniipfen und anschliefsend verbliebene
unbekannte Bereiche mit der Sequenzierung von PCR-Produkten, welche diese Bereiche
iiberspannen, zu entschliisseln (Abb. 3.2).

Contigs wurden aus iiberlappenden Reads generiert, wenn die Uberlappung eine festge-
legte Mindestlinge aufwies. Wurde eine zu kleine Uberlappung gewihlt, wurden falsche
Contigs zusammengesetzt, weil die Wahrscheinlichkeit stieg, dass mehrere Genompositio-

nen die gleiche Sequenz tragen (vgl. Kap. 3.1.8 Tetramerverteilung).

Reads . - S N

!

Contigs

!
Scaffolds ‘
J L

Readpaar Readpaar

Abbildung 3.2: Das Schema zeigt wie im ersten Schritt aus einer Gruppe iiberlappender
Reads Contigs gebildet werden. Im zweiten Schritt werden die Contigs mit paired-end
Readpaaren zu einer konsekutiven Reihenfolge verbunden (Adaptiert von

https:/ /senayoohoo.wordpress.com/).

Die 340.494 454 Reads der NN2 Sequenzierung wiesen einen GC-Gehalt von 65,64% und
eine mediane Lénge von 401 bp auf (Tab. 3.1 oben). Mit dem Programm Newbler konnten
daraus 109 Contigs mit einer Gesamtlinge von 6.872.252 bp (Tab. 3.1 unten) zusammen-

gefiihrt werden.

Tabelle 3.1: Statistik der 454 Sequenzierung (oben) und der daraus generierten Contigs
(unten).

Anzahl Reads 340.494
minimale Readldnge 40 bp
maximale Readlédnge 590 bp
durchschnittliche Readlinge 379 bp
mediane Readldnge 401 bp
GC-Gehalt 65,64%
Anzahl Contigs 109
Basenpaare 6.872.252
maximale Contiglinge 495.312 bp
minimale Contiglinge 102 bp
durchschnittliche Lange 63.048 bp
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Die Visualisierung der Contigs gegen das Referenzgenom PAO1 (Stover et al., 2000) mit
dem Programm Circoletto lieferte einen ersten Hinweis auf die potentielle Reihenfolge der
Contigs (Abb. 3.3) und somit auch iiber den Genomaufbau von NN2. So lief sich zum
einen feststellen, dass fast alle kurzen Contigs (Contigs 70 - 109) auf die gleiche genomische
Region kartiert werden konnten. Vermutlich handelte es sich dabei um einen repetitiven
Bereich, welcher entweder Probleme wihrend der 454 Sequenzierung verursachte oder
aber den Assemblierungsalgorithmus storte. Zum anderen zeigte sich, dass nahezu das
komplette PAO1 Genom durch die Contigs abgedeckt wurde. Einige NN2 Contigs wie
Contig 11 zeigten nur in einem kleinen Bereich eine Ubereinstimmung mit dem PAO1
Genom (Abb. 3.3). Dieser Befund war ein frither Hinweis darauf, dass das NN2 Genom

spezifische Bereiche beinhalten und insgesamt grofer als das PAO1 Genom sein wiirde.
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Abbildung 3.3: Visualisierung der 109 454 Contigs gegen das Referenzgenom PAO1.
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3.1.2 Sortieren der Contigs zu einer konsekutiven Reihenfolge

Im Wissen iiber die relativ geringe Anzahl an Contigs und die gute Abdeckung des Refe-
renzgenoms PAO1 konnten die Contigs durch die Implementierung der Illumina paired-end
und mate pair Bibliotheken mit dem Programm SSPACE zu Scaffolds zusammengefasst
werden. Einen Scaffold kann man als ein Grundgeriist des spiteren Genoms bezeichnen,
da es die Hauptinformationen iiber die Reihenfolge der Basen enthélt, jedoch noch nicht
das komplette Genom darstellt (Abb. 3.2).

Im Fall von NN2 war der Scaffoldingprozess nicht in der Lage, wenigstens eine der Liicken
zwischen den Contigs zu schliefen. Einzig die Reihenfolge der Contigs relativ zueinander
konnte auf diesem Weg bestimmt werden. Dem Contig 65 kam dabei eine besondere Rolle
zuteil, da er die Sequenz der vier ribosomalen Operons enthielt. So war es fiir den Scaf-
foldingalgorithmus nicht moglich, diesen Contig an alle vier Genompositionen zu reihen.
Eine Vervierfachung des Contigs in der Ausgangsdatei konnte dieses Problem ebenfalls
nicht 16sen. Weiterhin wurde festgestellt, dass der Algorithmus nicht in der Lage war,
die grofe, exklusiv im sequenzierten Referenzstamm PAO1 auftretende Inversion (Stover
et al., 2000), welche an den Bruchpunkten zweier ribosomaler Operons auftritt, aufzulo-
sen. Aus diesem Grund wurde Contig 65 aus dem Prozess des Scaffoldings herausgelassen
und manuell an die bekannten Positionen der Contigreihenfolge platziert (Stover et al.,
2000; Schmidt et al., 1996).

Tabelle 3.2 zeigt im Vergleich die Resultate des Scaffoldings der 3 kb und der 300 bp

Bibliotheken. Wie daraus ersichtlich wird, war der Scaffoldingprozess mit den lingeren 3

Tabelle 3.2: Vergleich des Scaffoldings der 3 kb mate pair und der 300 bp paired-end
Bibliothek.

3 kb 300bp
Anzahl der Scaffolds 31 91
Basenpaare 6.888.896 6.872.395
maximale Linge [bp]  2.952.323  495.312
minimale Linge [bp] 118 102

durchschn. Linge [bp]  222.222 75.520

kb mate pair Bibliotheken sehr viel erfolgreicher. So war die Anzahl der Scaffolds um zwei
Drittel kleiner, dabei die durchschnittliche Contiglinge dreifach grofer und das langste
Contig sogar sechsfach langer, verglichen mit dem Scaffolding der 300 bp paired-end Bi-
bliothek. Dabei galt fiir die mit der 3 kb Bibliothek generierten Contigs, dass lediglich
sieben der 31 Scaffolds aus mehr als zwei Contigs aufgebaut waren. Der langste Scaffold
war aus 47 konsekutiven Contigs zusammengesetzt und die Lénge der 24 nicht in die
Reihenfolge eingeordneten Contigs schwankte zwischen 118 und 366 Basenpaaren. Trotz
des Wissens iiber die Reihenfolge der Contigs zueinander waren innerhalb der Scaffolds

jedoch weiterhin unbekannte Bereiche vorhanden. Die abschliefsende Voraussage iiber die
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Contigreihenfolge und die Gréfse der Abstédnde zwischeneinander wurde durch eine manu-
elle, auf BLAST-Resultaten gegen die Referenzen PAO1 und PA14 basierenden Analyse
getroffen (Tab. 3.3).

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die manuell vorhergesagte Linge der Liicken zwischen den
einzelnen Contigs.

vorhergesagte Liickengrofe [nt] Anzahl

Uberlappung 6
0 42
1-10 D
11 - 100 14
101 - 1000 12
unklar 12

3.1.3 Schlieffen des NN2 Genoms

In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, wie aus einem Set von Reads durch
de novo Assemblierung und Scaffolding eine Contigreihenfolge generiert wurde. Dabei
konnten die Contigs jedoch nicht vereinigt und nur eine Vorhersage iiber die verbliebenen
Liickengrofen zwischen den Contigs getroffen werden.

Um die Contigs zu vereinigen wurden als erstes diejenigen verbunden, deren Vorhersage
eine Uberlappung der jeweiligen Enden darstellte. Eine Zusammenfiihrung im vorange-
gangenen Schritt der Assemblierung war in diesen Fillen nicht moglich, da vermutlich
die Readabdeckung der jeweiligen Positionen nicht grofs genug war oder aber schlechte
Qualitatswerte vorlagen.

Fiir alle Vorhersagen, dass Contigs direkt aneinander anschliefen, wurde eine lokale Kar-
tierung von Reads durchgefiihrt. Dazu wurden die Contigenden in silico aneinander ge-
fiigt und alle Reads der ldngeren 300 bp paired-end Bibliotheken mit dem Kartierungs-
programm BWA gegen diesen virtuellen Genomausschnitt kartiert. Alle Kartierungen,
welche eine durchgehende Abdeckung zeigten, bestétigten dabei die Annahme der nicht
vorhandenen Liicke. War eine deutliche Bruchkante sichtbar, lag entweder ein Contig in
der falschen Orientierung vor, oder die Vorhersage iiber die nicht vorhandene Liicke war
falsch (Abb. 3.4). Mit ,falscher Orientierung® ist gemeint, dass der betreffende Contig
die Sequenz des Gegen- und nicht des Leitstrangs darstellte, wobei der Leitstrang von
NN2 anhand der orthologen oriC-Sequenz der Referenzstimme PAO1 und PA14 definiert
worden war. Wenn nach der Inversion eines nicht passenden Contigs eine vollstindige
Abdeckung des untersuchten Bereiches nachgewiesen werden konnte, wurde als bestétigt
angesehen, dass die Contigs an dieser Stelle aneinander anschliefen. Um diese Ergebnisse
weiter zu bestitigen, wurden exemplarisch drei der Bruchbereiche durch PCR amplifiziert

und mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert. Auf diesem Weg konnte in
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allen Fallen das in silico Ergebnis bestatigt werden.

Abbildung 3.4: Darstellung aneinander anschliefender (links) und nicht anschliefender
Contigs nach Validierung durch eine Kartierung der Illumina Reads gegen das zu untersu-
chende DNA-Fragment. Der Abbruch der durchgéngigen Readabdeckung und der Anstieg
zu beiden Seiten verdeutlichen die falsche Contigreihenfolge (rechts).

Alle Liicken von, laut Vorhersage, mehreren unbekannten Basen wurden durch ein PCR-
Produkt iiberspannt, dass anschliefend mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger se-
quenziert wurde.

Durch in silico Analysen und Liicken iiberspannende PCRs konnte die Zahl der Contigs
auf zwei reduziert werden. Eine dieser Liicken im Bereich der genomischen Insel PAGI-
2 konnte durch Einfiigen der bereits bekannten Sequenzdaten fiir diese Region (Larbig
et al., 2002) geschlossen werden.

Die verbliebene unbekannte Sequenz zum Schliefsen des Genoms war in einem hochrepe-
titiven Element innerhalb des PAO1-Orthologs PA4625 lokalisiert und ca. 2,6 kb grofk.
Da PCR-Amplifikationen solcher Bereiche und Sequenzierungen hiufig aufgrund der vie-
len Wiederholungen und den damit einhergehenden Sekundéarstrukturen ohne Ergebnis
bleiben, konnte die Liicke weder durch das Scaffolding noch durch Sanger-Sequenzierung
aufgelost werden. In einem manuellen in silico Ansatz wurden die Bruchpunkte beider
Contigenden in den Iluminareads gesucht und, wie im Schema in Abbildung 3.5 dar-
gestellt, verlangert. Dabei wurde in allen Fallen mit mehreren moglichen Varianten die
jeweils Haufigste gewahlt. Lagen zwei Varianten gleich hiufig vor, wurde als weiterer Hin-
weis die betroffene Base aus den Referenzgenomen PAO1 und PA14 zurate gezogen. Nach
mehrmaligem Wiederholen des Vorgangs konnte die Liicke so durch manuelles Ansetzen

von Sequenzreads schliefslich {iberspannt und die Genomsequenz geschlossen werden.
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Contigende CCGTAACGT GTCGTAGTA

Reads AACGTAGC AGGCGTCG
CGTAACGTA CCAGGCGT
CGTAGCTT CGTCGTAG
verlangerte Contigs  CCGTAACGTAGCTT CCAGGCGTCGTAGTA
CTTGGTAC
. TACGCCAG
Reads AGCTTGGT
TGGTACGC

geschlossene

Liicke CCGTAACGTAGCTTGGTACGCCAGGCGTCGTAGTA

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Verlingerung der Contigs basierend auf
den Illumina Reads. In diesem verkiirzten Schema wird der repetitive Charakter der zu
iiberspannenden Liicke vernachlissigt.

Tabelle 3.4 zeigt eine Ubersicht iiber die Grofe der geschlossenen Liicken. Vergleicht man
diese Eintrage mit denen aus Tabelle 3.3 erkennt man, dass sich beide nicht sehr stark
unterscheiden. Diese Tatsache ist ein guter Beleg fiir die Qualitit der getroffenen Vorher-
sagen. Um 454-Sequenzierungsfehler zu eliminieren, wurden alle Illuminareads gegen das
geschlossene Genom kartiert und 18 Homopolymerfehler korrigiert. Die finale Genomlénge
von NN2 betrug abschliefend 6.902.967 bp bei einem GC-Gehalt von 66,12% (Tab. 3.6).

Tabelle 3.4: Ubersicht der geschlossenen Liicken zwischen den Contigs.

Liickengrofe [nt] Anzahl

Uberlappung 8
0 47
1-10 0
11 - 100 12
101 - 1000 21
> 1000 3

Um zu iiberpriifen, inwieweit die NN2 Sequenz mit den fritheren Kartierungsergebnissen
korreliert, wurde in silico nach Restriktionsschnittstellen innerhalb des Genoms gesucht.
So wurden unter anderem 47 Spel, 8 Pacl, 5 Swal und 4 I-Ceul Schnittstellen gefunden,
was exakt den bereits publizierten Zahlen entsprach (Schmidt et al., 1996). Um die Ge-
nomsequenz noch auf einem weiteren Weg zu validieren und gleichzeitig die Genauigkeit
der spiteren SOLiD Sequenzierung der Isolate der klonalen Komplexe C und PA14 zu
iiberpriifen, wurde die Komplettsequenz mit den SOLiD-Sequenzierdaten fiir NN2 aus
dem Projekt zum intraklonalen Genomvergleich (Kap. 3.2) verglichen. Dabei wurden, bei
einer Genomabdeckung von 95,5%, durch die SOLiD-Daten lediglich acht Punktmuta-
tionen gegeniiber den 454 /Tllumina-Daten gefunden. Da keine Sequenziermethode eine
100%-ige Genauigkeit garantieren kann, war es unmoglich festzulegen, welche Variante

die biologisch korrekte ist und welche einen technischen Fehler darstellte. Tétigt man
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die Annahme, dass das NN2 Genom, welches aus 454 und Illumina Reads zusammenge-
setzt, wurde, korrekt war, ergab sich fiir die SOLiD Sequenzierung eine Genauigkeit von
99,9999%.

3.1.4 Annotation des NN2 Genoms

Bei einer Annotation werden offene Leseraster (engl. open reading frames, ORFs) von po-
tentiell Protein-kodierenden Bereichen in den Genomsequenzen definiert und versucht, den
vorhergesagten Genprodukten mogliche Funktionen zuzuweisen. Um auf Ergebnisse an-
derer sequenzierter Genome zuriickzugreifen, wurde die Annotation des NN2 Genoms mit
dem schnellen Onlineannotationsserver ,RAST* (Aziz et al., 2008) durchgefiihrt. Durch
manuelle Korrektur wurden die Startcodons aller ORFs, welche ein Ortholog im sehr
gut charakterisierten Referenzstamm PAO1 aufwiesen, an das jeweils aus PAO1 bekannte
orthologe Startcodon angeglichen. Fiir die verbliebenen Gene, welche kein PAOI1-, je-
doch ein PA14-Ortholog aufwiesen, erfolgte eine Angleichung an das entsprechende PA14
Startcodon. Fiir alle vorhergesagten ORFs ohne gut charakterisiertes Ortholog wurde die
ORF-Lange geméf der RAST-Vorhersage beibehalten. Eine spétere Korrektur der Start-
codons wurde auch vorgenommen, wenn die RNA-Sequenzierung die Expression eines
Gens {iber eine abweichende Linge nachwies und ein passendes alternatives Startcodon
in der NN2 Sequenz vorhanden war. Ferner wurden Gene zusétzlich annotiert, wenn eine
RNA-Expression in einem bislang intergenischen Bereich gefunden wurde und ein ORF
von mindestens 150 Basenpaaren identifiziert werden konnte. Insgesamt konnten so durch
die automatische Annotation und der anschliefsenden manuellen Korrektur im NN2 Ge-
nom 6601 Gene lokalisiert werden (vgl. Zusatztabelle S1).

Das NN2 Genom hatte mit dem Referenzgenom PAO1 5379 der 5570 GGene gemeinsam
(96,5%) und wies bekannte Geninseln bzw. inserierte DNA in 48 der 89 bekannten Re-
gionen genomischer Plastizitdt (RGP) auf (Klockgether et al., 2011). Dazu zdhlen z.B.
die genomischen Inseln PAGI-1, PAGI-2 (zwei Varianten), pKLC102, PAGI-4 und der
LES Prophage 6. Das NN2 Genom kodierte insgesamt fiir 1222 ORFs, welche nicht in
dem PAOI-Referenzgenom vorhanden waren, wovon laut Annotation jedoch 60% ledig-
lich hypothetische Proteine kodierten. Dieser Umstand gab einen Hinweis darauf, dass
NN2 ein grofes, bislang jedoch kaum erforschtes Set von klon- bzw. stammspezifischen
Genen kodierte, welche den globalen Phanotyp des Bakteriums beeinflussen konnten. Die-
se Gene kodierten fiir Elemente des horizontalen Gentransfers, der DNA-Reparatur und
des Schutzes der genomischen Integritit, Enzyme, Transkriptionsregulatoren und Schwer-
metallresistenzen. Diese Zusatzeigenschaften der klonspezifischen Gene konnten Ursachen
fiir die dominierende Stellung von Klon C in der Pseudomonaspopulation darstellen. So
kodierte beispielsweise das Operon mukBEF fiir ein Kondensin, welches in E. coli die kor-

rekte Faltung des Chromosoms und dessen Ringarchitektur erméglichte (She et al., 2013;
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Badrinarayanan et al., 2012). Das DNA-Reparaturgen radC, welches als Einzelkopie im
Kerngenoms vorlag, wurde durch fiinf zusédtzlich im akzessorischen Genom zu findende

Homologe erginzt.

Tabelle 3.5: Leserasterverschiebungen in NN2 gegeniiber dem Referenzgenom PAO1.

Funktion PAO1-Ortholog  Mutation

hypothetisches Protein PA0055 SNP fithrt zu fritherem STOP-Codon
Nukleosid 2-Deoxyribosyltransferase PA0145 SNP fithrt zu fritherem STOP-Codon
Phosphoenolpyruvat Phosphotransferase PtsP PA0337 Leserasterverschiebung
hypothetische Hydrolase PA0562 Startregion unterschiedlich zu PAO1
hypothetisches Protein PA0573 Startregion unterschiedlich zu PAO1
organisches Losungsmitteltoleranzprotein OstA PA0595 viele Mutationen mit div. Verschiebungen
Kalium Transporter PA0614 Genende verschieden zu PAO1
4-Hydroxyphenylazetat-3-Monooxygenase PA4092 Genende verschieden zu PAO1
P-Pilus Assemblierungsprotein CupB3 PA4084 Startcodon mutiert

hypothetisches Protein PA4060 Leserasterverschiebung
UDP-N-acetylmuramat:L-alanyl-gamma-D-glutamyl- PA4020 SNP fithrt zu spaterem STOP-Codon
meso-diaminopimelat Ligase

Adhé&renzfaktor LadS PA3974 Leserasterverschiebung
Zellantwortregulator WspR PA3702 Leserasterverschiebung

Chemotaxis Methyltransferase CheR PA3348 Leserasterverschiebung
hypothetisches Protein PA3298 Leserasterverschiebung
hypothetisches Protein PA3198 SNP fiihrt zu spidterem STOP-Codon
hypothetisches Protein PA3076 verschiedene Indels

hypothetisches Protein PA2928 Leserasterverschiebung
hypothetisches Protein PA2778 Startcodon mutiert

Porin d. dufferen Membran, koexprimiert mit Pyover- PA2420 Startregion unterschiedlich zu PAO1
dinbiosynthese Regulon

Protein mit CinA Doméne PA2141 Genende verschieden zu PAO1
hypothetisches Protein PA2036 Genende verschieden zu PAO1
hypothetisches Protein PA1914 Genfragment

hypothetisches Protein PA1889 Startregion unterschiedlich zu PAO1
hypothetisches Protein PA1749 Leserasterverschiebung

GMP  Synthase -  Glutamin-Amidotransferase- PA1729 Leserasterverschiebung

Doméne

Nukleosid-Diphosphat-Zucker-Epimerase PA1560 Leserasterverschiebung

Cytochrome ¢ Oxidase PA1554 Leserasterverschiebung

DNA/RNA Endonuklease G, NUC1 PA1327 SNP fiihrt zu fritherem STOP-Codon
periplasmatischer Nitratreduktase Vorldufer PA1174 Leserasterverschiebung
hypothetisches Membranprotein PA1134 Leserasterverschiebung
Peptid-Deformylase PA1122 SNP fiihrt zu fritherem STOP-Codon
Protein des generellen Sekretionsweges L PA0683 Leserasterverschiebung
hypothetisches Protein PA4360 Leserasterverschiebung

Protein fiir Stibchenstruktur MreC PA4480 Leserasterverschiebung
Phenazinbiosynthese Protein, PhzF &hnlich PA4716 Leserasterverschiebung
hypothetisches Protein PA4929 Leserasterverschiebung

Das NN2 Genom trigt 36 Verschiebungen des Leserasters bzw. Anderungen in Start- und
Stopp-Positionen im Vergleich zum PAO1-Referenzgenom (Tab. 3.5). Diese funktions-
beeinflussenden Mutationen betreffen unter anderem das Chemotaxis-Gen cheR1, Gene
fiir die Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln (ostA) sowie Faktoren fiir den
Phenylalaninabbau durch den 3-Hydroxyphenylazetat-Stoffwechselweg. Von den im Rah-
men dieser Arbeit sequenzierten 58 sequenzierten Klon C Stdmmen (siehe Kapitel 3.2)
wies lediglich NN2 exklusiv Leserasterverschiebungen in einer funktionellen Cbb3-1 Cy-
tochromoxidase auf, welche das Wachstum bei hohen Sauerstoffkonzentrationen reguliert
(Comolli und Donohue, 2004), sowie in der hybriden Diguanylatzyklase WspR, welche die
Biofilmbildung induziert (Huangyutitham et al., 2013).
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3.1.5 Bestimmung von Transkriptionsstartpunkten und nicht-
kodierenden RNNAs (ncRNAs)

Mit Hilfe einer RNA-Sequenzierung lassen sich nicht nur Aussagen iiber die Anwesenheit
von kodierenden und nicht-kodierenden Transkripten treffen, sondern auch deren Genom-
koordinaten bestimmen. Dazu wurden zwei Bibliotheken verwendet, eine unbehandelte,
welche bis auf die ribosomalen RNAs (rRNAs) alle RNAs enthielt, und eine zweite Biblio-
thek, in welcher primére Transkripte angereichert wurden. Als ein priméres Transkript
bezeichnet man dabei die erste RNA-Form, welche unmittelbares Ergebnis der Transkrip-
tion im Rahmen der Genexpression ist.

Um die Transkriptionsstartpunkte der einzelnen ORFs zu untersuchen, wurde eine RNA-
Bibliothek mit der Terminator 5’-Phosphat abhéngigen Exonuklease (TEX) verdaut. Die-
ses Enzym degradiert alle Transkripte mit nur einem 5’-Monophosphat, welches in se-
kundéren oder bereits degradierten Transkripten vorkommt. Somit konnte auf primére
Transkripte selektiert und damit einhergehend die 5’-untranslatierten Bereiche (5’-UTRs)
der ORFs bestimmt werden. Aus den unbehandelten RNA-Bibliotheken wurde die FEx-
pression der einzelnen Gene des Isolats NN2 untersucht, indem die Anzahl der kartierten
Reads auf die ORF-Lénge und Gesamtanzahl der Reads der Bibliothek normiert wurde
(RPKM-Wert, Mortazavi et al. 2008).

Zur Bestimmung der 5’-UTRs und ncRNAs wurden Bakterien bei konstanten Wachs-
tumsbedingungen im Fermenter in néhrstoffreichem TSB-Medium bis zur mittleren ex-
ponentiellen, sowie zur frithen stationdren Phasen kultiviert. Aus der isolierten RNA und
den mit TEX verdauten Bibliotheken konnten die Transkriptionsstartpunkte identifiziert
werden, da in diesen Bibliotheken priméire Transkripte angereichert wurden. Abbildung
3.6 zeigt exemplarisch die typischen Readakkumulationen der priméren Transkripte im

5’-untranslatierten Bereich eines Gens.
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Abbildung 3.6: Beispiele zweier 5’-UTRs in den mit TEX behandelten Bibliotheken.
Die Expression der 5-UTRs konnte jeweils in zwei unabhéngigen Proben nachgewiesen
werden und zeigt einen reproduzierbaren Fingerabdruck.
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NN2 wurde durch Scrollen des gesamten Genoms im Genombrowser ReadXplorer (Hilker
et al., 2014) manuell auf die Anwesenheit solcher Readstapel untersucht. Dieser Aufwand
war notwendig, da die in silico Vorhersage lediglich den Anstieg der Readabdeckung zwi-
schen zwei Basen berechnete. Abbildung 3.6 deutet jedoch an, dass in den vorliegenden
Experimenten der Anstieg stetig iiber mehrere Basen verteilt war und dadurch die gesetz-
ten Kriterien fiir die Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte nicht mehr erfiillt wur-
den. Auf diese Weise wurden fiir 1.800 ORFs Transkriptionsstartpunkte ermittelt (Tab.
S2). Der Vergleich mit einer PA14 Transkriptom-Studie (Wurtzel et al., 2012) zeigte, dass
NN2 weniger Transkripte ohne 5-UTR (engl. leaderless) synthetisiert. Eine Subgruppe
mit kurzen 5’-UTRs einer Linge bis zu 17 bp war hingegen in den exprimierten Genen
von NN2 deutlich stérker vertreten als im Transkriptom des Stamms PA14. Das Auftreten
von 5’-UTRs mit mehr als 33 bp Lédnge unterschied sich zwischen PA14 und NN2 nicht.
Solche lingeren 5’-UTRs wurden fiir ca. 60% der exprimierten Gene detektiert (Abb. 3.7).

1001
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] ] ]
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Lange der 5'-UTR [nt]

Abbildung 3.7: Lingenverteilung der 5’-untranslatierten Regionen in den Stimmen NN2
(grau) und PA14 (schwarz).

Zusitzlich zu den 5-UTRs fanden sich auch Readakkumulationen innerhalb einzelner
ORFs oder in intergenischen Bereichen (Abb. 3.8). Diese Bereiche wurden gesondert auch
in den unbehandelten RNA-Sequenzierungen untersucht. Zeigten diese Regionen eben-
falls eine erhéhte Expression, welche nicht das komplette Gen iiberspannte, wurden diese

Fragmente als intragenische nicht-kodierende RNA annotiert.
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Abbildung 3.8: Beispiele fiir detektierte nicht-kodierende RNAs. Das linke Bild zeigt
mindestens drei, das rechte Bild eine ncRNA. Die rechte ncRNA kénnte man auch als 5'-
UTR interpretieren, jedoch zeigen Transkriptionsstartpunkte (vgl. Abb. 3.6) im Gegensatz
zu ncRNAs keine Readakkumulation auf beiden Strangen in der Kartierung.

Aufgrund einer unvollstindigen Enzymreaktion des dUTP Abbaus im Prozess der Pro-
benvorbereitung zur strangspezifischen Sequenzierung (Kap. 2.9.3) war es jedoch nicht
moglich, eine Aussage dariiber zu treffen, auf welchem Strang im Genom die RNA kodiert
ist.

Analog wurden Readstapel in einem intergenischen Bereich als ncRNA identifiziert, wenn
kein potentieller kodierender ORF vorhanden war. Auf diese Weise wurden in dieser Ar-
beit 327 (288 intragenisch, 39 intergenisch) bislang unbekannte ncRNAs annotiert (Tab.
3.6; Tab. S1).

Die intragenischen ncRNAs setzten sich aus einer kleinen Population kurzer (51-87 Nu-
kleotide) Transkripte (n—46, Median 66 Nukleotide) und einer groferen Population mit
einer Gaussverteilung der Transkriptlingen (n=242, Langen 92-604 nt, Median 257 nt)
zusammen (Abb. 3.9). 42 Operons und 28 Loci wurden identifiziert, welche zwei bis vier
ncRNAs akkumulierten. Intragenische ncRNAs waren in Genen, welche fiir Motilitit, me-
tabolische Enzyme und DNA-assoziierte Prozesse kodieren, iiberreprésentiert. Dagegen
waren ncRNAs in transkriptionellen Regulatoren kaum exprimiert.

Bereits im Jahr 2012 wurden fiir den Referenzstamm PAO1 513 ncRNAs beschrieben
(Gomez-Lozano et al., 2012). Fiir 453 von diesen konnte die entsprechende Sequenz
im NN2-Genom nachgewiesen werden (88,3%). Jedoch war lediglich fiir 87 ncRNAs der
RPKM-Wert grofer als 100 und nur fiir drei ncRNAs grofser als 1.000. Zusétzlich wur-
de die Sequenz von 165 der 200 in PA14 beschriebenen intergenischen ncRNAs (Wurtzel
et al., 2012) in NN2 nachgewiesen. Davon hatten 57 ncRNAs einen RPKM gréfer 100
und 14 einen RPKM gréfser 1.000. Die stirkste Expression zeigten die ncRNAs rnpB, creZ
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und eine transfer-messenger-RNA. Dabei zeigte die RNA der RNase P, rnpB, die stéirkste
Expression, was mit der Bedeutung des regulierten Proteins als essentielles Enzym in der
Prozessierung der 5’-Enden stabiler RNA Molekiile wie tRNA und 4.5S RNA (Wu et al.,
2014) einhergeht. Hingegen erlaubt eine starke Expression der ncRNA c¢reZ den Bak-
terien, sich an verschiedene Kohlenstoffquellen zu adaptieren (Sonnleitner et al., 2009).
Zusammen mit den in PAO1 bekannten ncRNAs (Gémez-Lozano et al., 2012; Sonnleitner
und Haas, 2011), den in PA14 beschriebenen (Wurtzel et al., 2012) und denjenigen dieser
Arbeit sind im NN2 Genom mehr als 900 RNAs, wobei jedoch nur fiir 481 ncRNAs eine

Expression nachgewiesen wurde (Tab. 3.6).

100+

0 ' 2(')0 ' 4(l)0 ' 6(')0
Lange der ncRNA [nt]

Abbildung 3.9: Kaplan-Meier-Darstellung der Langenverteilung der detektierten intra-
genischen ncRNAs. Es lassen sich deutlich eine Subpopulation kurzer ncRNAs und eine
zweite mit lingeren Vertretern unterscheiden.

Tabelle 3.6: Eckdaten des NN2 Genoms.

Genomlinge |bp] 6.902.967
GC-Gehalt %] 66,12
Anzahl
ORFs 6601
aller exp. RNA 557

neuer intergenischer RNA 39
neuer intragenischer RNA 288

tRNA 62
rRNA 13
bekannter ncRNA 154
tmRNA 1

3.1.6 Genomkarte des Isolats NIN2

Mit Hilfe der in Kapitel 3.1.3 beschriebenen Referenzsequenz, der in Kapitel 3.1.4 dazu
dargestellten Annotationsliste und den in Kapitel 3.1.5 angefiihrten ncRNAs wurde mit
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dem Online-Werkzeug CGView (Stothard und Wishart, 2005) ein Genomatlas von NN2
erstellt (Abb. 3.10). Der dukere Ring zeigt die Verteilung der in dieser Arbeit detektierten

W CDS
o g g _ B tRNA
s ¥ rRNA
® ncRNA
W GC-Gehalt
B GC skew +
B GC skew -

Abbildung 3.10: Genomatlas des NN2 Genoms. Die Ringe zeigen von auften nach innen
die RNAs, die annotierten ORFs, den GC-Gehalt, die GC-Nutzung (GC-Skew) und im

Inneren die Genomkoordinaten.

ncRNAs. Zusédtzlich zeigt der dufere Ring die bereits in der Pseudomonas Datenbank
annotierten ncRNAs des Referenzgenoms PAO1. Die ncRNAs sind relativ gleichmékig
iiber das gesamte Genom verteilt. Dabei gab es nur wenige Genomregionen, die entweder
kaum ncRNAs (um Genomposition 0,2 Mbp) oder ein vermehrtes Auftreten (Genompo-
sition 5,6 Mbp) der ncRNAs zeigten. Der zweite Ring von aufen zeigt die Lage der ORFs
innerhalb des NN2 Genoms. Aufgrund der hohen Anzahl von 6601 ORFSs scheinen diese
mit nur wenigen Unterbrechungen iiber das gesamte Genom auf beiden Strangen gleich-
verteilt angeordnet zu sein. Der dritte Ring stellt die Verteilung des GC-Gehalts in NN2
dar. Deutlich sichtbar ist die geringe Schwankung des GC-Gehalts. Abweichungen stellen
die genomischen Inseln und Regionen genomischer Plastizitidt (RGP) dar. Diese Bereiche
des akzessorischen Genoms haben einen geringeren GC-Gehalt als das Kerngenom und
konnen deutlich im Genomatlas abgelesen werden. Der innere Ring des GC skews zeigt
die Ungleichverteilung der GC-Nutzung zwischen dem Leit- und dem Folgestrang, welche
Chargaff allgemeingiiltig schon vor mehr als 50 Jahren postuliert hat (Chargaff, 1950).
An den kurzen Unterbrechungen wie im Bereich um Genomposition 5,2 Mbp lassen sich

deutlich die Einschiibe der genomischen Inseln ins Kerngenom visualisieren, von denen
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bekannt ist, dass sie sich, wie im (GC-Gehalt, auch im GC-Skew vom umgebenden Kern-
genom des Wirtsstammes unterscheiden.

Der GC-Gehalt des geschlossenen NN2 Genoms betriagt 66.12%. Im Vergleich dazu betrug
der GC-Gehalt der 454 Reads lediglich 65,64% (Tab. 3.1). Hier trat zum wiederholten Male
ein typisches Problem von Sequenzierungen zu Tage: die Unterreprisentation von Sequen-
zen mit hohem GC-Gehalt. Um diese Nachteile auszugleichen, wurde fiir die Sequenzie-
rung der GC-reichen P. aeruginosa Isolate eine Optimierung des Sequenzierungsprotokolls
durchgefiihrt, damit das gesamte Genom moglichst gleichméfig abgedeckt werden kann
(vgl. Kap. 2.4.2).

3.1.7 Differentielle Genexpressionsanalyse des Isolats NN2

Aus den nicht mit TEX behandelten Bibliotheken, welche, bis auf rRNAs, alle RNA-
Molekiile enthielten, liefs sich nach der Kartierung auf das Genom die Anzahl der kar-
tierten Reads jedes Gens bestimmen, welche die Transkriptmenge reprisentierten. Zur
Beriicksichtigung unterschiedlicher Genldngen wurde dabei aus der Readanzahl und der
Genlange der RPKM-Wert (engl. reads per kilobase per million) errechnet. Darin stellen
sich die Genlidnge, die Anzahl der Reads innerhalb eines Gens und die Gesamtzahl aller
Reads des Datensatzes dar. Anhand des RPKM-Werts ldsst sich die differentielle Gen-
expression sowohl zwischen verschiedenen Isolaten als auch zwischen verschiedenen Pro-
benahmezeitpunkten untersuchen. Es war nicht ausreichend, die kartierten RNA-Reads
der ORFs zu zdhlen, da beispielsweise 1.000 kartierte Reads auf einem 500 bp langem
ORF die doppelte Expression im Vergleich zu derselben Kartierung auf einen 1.000 bp
langen ORF darstellen. Auch war die Normierung auf die Gesamtanzahl der Reads des
Datensatzes notwendig, um verschiedene Proben mit unterschiedlichen Gesamtreadzahlen
vergleichen zu konnen. Im Fall von NN2 liefs sich mit Hilfe des RPKM-Wertes die diffe-
rentielle Genexpression exprimierter ORFs zwischen der mittleren exponentiellen und der
friithen stationdren Phase untersuchen und vergleichen.

Dabei zeigte sich iiberraschenderweise, dass keines der Gene zwischen den beiden Wachs-
tumsphasen differentiell exprimiert wurde. Vergleichsweise dazu wurde in einem anderen
Projekt der Arbeitsgruppe das gleiche Experiment fiir weitere P. aeruginosa Isolate (B420,
F469) durchgefiihrt. Dabei weist F469 ebenfalls keine und B420 lediglich ein differenti-
ell exprimiertes Gen auf. Mdoglicherweise war der Zeitpunkt der Probenahme der frithen
stationdren Phase zu zeitig gewahlt, sodass die Bakterien noch nicht signifikant in N&hr-
stoffmangel geraten waren und somit keine Anderung der Genexpression gefunden werden

konnte.
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3.1.8 Tetranukleotidzusammensetzung des NN2 Genoms

Die Analyse von Oligonukleotiden ist ein gebrauchlicher Ansatz, um die bakterielle Genom-
organisation zu untersuchen (Abe et al., 2003; Pride et al., 2003). Dabei wird in den meis-
ten Fillen die Varianz und das Abweichen von erwarteten Verhéltnissen betrachtet. Zur
vergleichenden Analyse wurden die 256 moglichen Tetranukleotide in 39 Aquivalenzklas-
sen gruppiert (Baldi und Baisnée, 2000). Innerhalb der Klassen weisen die Tetranukleotide
jeweils dieselben Werte der Basenstapelenergie, des Verdrillungswinkels, der Verformbar-
keit sowie der Zugénglichkeit und der Biegbarkeit auf.

Zur Untersuchung der Tetranukleotidzusammensetzung des NN2 Genoms wurden die Te-
tranukleotide in einem um jeweils ein Basenpaar verschobenen Fenster gezdhlt, den 39
Gruppen zugeordnet und die Gruppen nach absteigender Basenstapelenergie in einer
Ubersicht angeordnet (Abb. 3.11). Dabei hatten die Vertreter von Gruppe 9 (CGCG,
GCGCQC) die hichste und die von Gruppe 32 (ATAT, TATA) die niedrigste Basenstapel-
energie. NN2 zeigte nach der Normalisierung auf den GC-Gehalt (vgl. Kap. 2.14) in neun
der 13 Gruppen mit hochster Stapelenergie eine Uberreprisentation der entsprechenden
Tetranukleotide. Andererseits waren die Gruppen 20, 21 und 22, welche alle eine relativ
hohe Basenstapelenergie gemeinsam haben, kaum besetzt. Gruppen mit Vertretern nied-
riger Basenstapelenergie sind zumeist unterreprisentiert. Eine Ausnahme dazu bildeten
lediglich die Gruppen 3, 9 und 33.

komplettes Genom

Abbildung 3.11: Vergleich der Tetranukleotidzusammensetzung zwischen dem komplet-
ten NN2 Genom (links) und dem Bereich 250 bp vor und 50 bp nach dem Startcodon von
Genen mit experimentell identifiziertem Transkriptionsstartpunkt. Die Tetramere wurden
in 39 Gruppen gleicher Basenstapelenergie eingeteilt und absteigend von links oben nach
rechts unten sortiert.

Eine vergleichende Analyse wurde auch fiir die Gruppe von Genen durchgefiihrt, fiir die in
dieser Arbeit 5’-UTRs identifiziert werden konnten (vgl. Kap. 3.1.5). Dazu wurden fiir die-
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se Gene in den Regionen 250 bp vor und 50 bp nach dem Startcodon die Tetranukleotide
gezihlt, wobei die tatsdchliche Lénge der 5’-UTRs vernachlissigt wurde. In diesen Panel
zeigte sich eine deutliche Verschiebung hin zu den Tetrameren mit geringerer Basenstapel-
energie, wodurch die biologische Funktion dieser genomischen Region verdeutlicht wurde.
So fiihren die geringeren Bindungsenergien zwischen den beiden DNA-Stringen zu einem
erleichterten Auflésen des Doppelstranges, was die Anlagerung von Promotoren und der
Polymerase im Verlauf der Transkription erleichtert und beschleunigt.

Markant fiir das NN2 Genom ist auch der Fingerabdruck der Gruppen 20, 27, 34 und 36,
welcher im Vergleich der globalen und der 5-UTR Analyse nahezu identisch war.

3.1.9 Diskussion der Ergebnisse zur Entschliisselung des NN2 Ge-

noms

In dieser Arbeit wurde ein Isolat des hiufigsten P. aeruginosa Klons C, NN2, mit DNA-
und RNA-Sequenzierung charakterisiert und auf diese Weise ein geschlossenes Referenz-
genom entschliisselt.

Mit einer Genomgrofke von 6.902.967 Basenpaaren wies NN2 innerhalb der Spezies P.
aeruginosa ein verhéltnismékig grofes Genom auf, welches knapp 700 kb grofer als der
Referenzstamm PAO1 (6,2 Mbp) (Stover et al., 2000) und 400 kb grofer als der Referenz-
stamm PA14 (6,5 Mbp) (Lee et al., 2006) war. Jedoch wurde auch schon von unvollstéin-
digen Genomen in P. aeruginosa berichtet, welche mehr als 7 Mbp kodierende Sequenz
aufwiesen (Hilker et al., 2015). Verglichen mit anderen Bakterien kodiert P. aeruginosa
ein mittelgrofes Genom. So wurde innerhalb der Prokaryoten das Genom von Tremblaya
princeps mit einer Linge von weniger als 0,2 Mbp beschrieben (McCutcheon und von
Dohlen, 2011). Das andere Extrem stellt das mehr als 13 Mbp grofe Genom von Ktedo-
nobacter racemifer dar (Chang et al., 2011).

Von den 6.601 annotierten ORFs in NN2 kodierte das Genom fiir mehr als 90% der in
PAO1 enthaltenen Gene. Beim Vergleich der funktionellen Kategorien der annotierten
Gene in NN2 mit denen der Referenzgenome PAO1 und PA14 zeigten sich die gréfsten
Unterschiede bei ORFs ohne Funktionsspezifikation. So waren 48% der ORFs in NN2
als hypothetisch oder putativ beschrieben, 53% in PAOI, jedoch nur 33% in PA14. Die
Tatsache, dass NN2 viele Proteine ohne Funktionscharakterisierung kodiert, verdeutlicht,
dass es viele unbekannte potentielle Effektoren dafiir gibt, warum Klon C eine dominie-
rende Stellung innerhalb der P. aeruginosa Population einnimmt. Die zusétzlichen Gene
von NN2 im Vergleich zur Referenz PAO1 mit Funktionsannotation kodierten neben Ele-
menten des horizontalen Gentransfers und der Schwermetallresistenzen auch fiir Gene der
DNA-Reparatur und -Integritit (radC, mukBEF). Zusétzlich zu den funktional charak-
terisierten ORFs der zusétzlichen Gene sind mehr als 60% bislang nur als hypothetisch
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annotiert. Beide Fakten zeigen, dass Klon C ein grofes, teilweise kaum erforschtes akzesso-
risches Genom kodiert, welches bedeutende Komponenten fiir die bakterielle Lebensweise
enthalt. Die Ansammlung an zusédtzlichen Eigenschaften kann eine mogliche Erklarung fiir
die dominierende Position von Klon C innerhalb der P. aeruginosa Population darstellen.
Eine Besonderheit von NN2 ist das Exoenzym S (ExoS) (Hauser et al., 1998), welches
auch vom Referenzstamm PAOL kodiert wird (Stover et al., 2000). Von ExoS ist bekannt,
dass es die Immunitét des Wirts modulieren und Lungenddeme induzieren kann (Sawa,
2014). Im Gegensatz dazu kodiert der Referenzstamm PA14 das Exotoxin U (ExoU). Von
ExoU, welches iiber das Typ-IIT Sekretionssystem sezerniert wird (Yahr et al., 1996), wur-
de berichtet, dass es P. aeruginosa befihigt, akute Verletzungen des Lungenepithels zu
induzieren und nachfolgend eine Sepsis zu induzieren (Allewelt et al., 2000). Die Expressi-
on von ezoU wird dabei durch den Transkriptionsfaktor ExsA reguliert (Finck-Barbancon
et al., 1997) und es wurde berichtet, dass ExoU von allen virulenten P. aeruginosa kodiert
wird (Sawa, 2014). Nach dieser Definition kann NN2 nicht zu den virulenten Stimmen
gezihlt werden, was auch durch Infektionsexperimente bestétigt werden konnte (Hilker
et al., 2015).

Bei der Betrachtung der annotierten Gene gilt zu beachten, dass NN2 96,5% der PAO1-
Orthologen kodiert, was fiir einen hohen konservierten Rahmen spricht. Dieses chromoso-
male Riickgrat wird in NN2 durch die Anwesenheit mehrerer genomischer Inseln ergénzt.
So kodiert NN2 die genomischen Inseln PAGI-2, pKLC102 und die PAGI-2 dhnliche Insel
SpB (RGP5), welche alle in tRNA Gene integriert wurden und sich in der Tetranukleotid-
zusammensetzung von Genen des Kerngenoms unterscheiden (Klockgether et al., 2007).
Von den Inseln pKLC102 und PAGI-2 wurde berichtet, dass sie in verschiedenen Taxa
vorkommen und eine evolutionér alte Familie von mobilen Elementen bilden (Mohd-Zain
et al., 2004).

Wie jedes Isolat einer bakteriellen Population zeigte auch NN2 charakteristische stamm-
spezifische Mutationen und Leserasterverschiebungen. Dazu zéhlten Leserasterverschie-
bungen in den Genen einer funktionellen Cbb3-1 Cytochromoxidase und fiir die Digua-
nylatzyklase WspR. Die Leserasterverschiebung der Cytochromoxidase ist dahingehend
bemerkenswert, als dass dieses Enzym im Verlauf der Infektion einer CF-Lunge ein Mar-
kergen fiir die metabolische Adaptation an dieses neue Habitat darstellt (Eichner et al.,
2014). Um zu {iberpriifen, ob diese Leserasterverschiebung im Verlauf der Kolonisierung
des Patienten NN kompensiert oder beibehalten wird, miisste die entsprechende Sequenz
in weiteren Isolaten aus diesem Patienten analysiert werden. Bislang wurden jedoch erst
drei Isolate auf Einzelnukleotidaustausche hin untersucht (Cramer et al., 2011), nicht aber
auf Leseraster verschiebende Insertionen oder Deletionen.

Kurze, nicht-kodierende RNA Molekiile (ncRNAs) werden in der Regel durch Hybridise-
rungsreaktionen in Mikroarrays oder Northern-Blotting-Analysen detektiert (Hernandez-

Prieto et al., 2012). Erstmalig in P. aeruginosa konnten in NN2 intragenische ncRNAs
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ermittelt, jedoch technisch bedingt keine Aussage iiber die Lokalisierung auf einem der
Strange getroffen werden. Von den in PAO1 beschriebenen intergenischen ncRNAs (Gémez-
Lozano et al., 2012), konnte die Sequenz von 453 ncRNAs in NN2 nachgewiesen werden.
Von den ncRNAs aus PAO1 zeigten nur 3 Vertreter einen RPKM-Wert von mehr als
1.000 und 84 weitere einen RPKM-Wert gréfler 100. Zusétzlich wurden von den 200 in
PA14 beschriebenen intergenischen ncRNAs (Wurtzel et al., 2012) die Sequenz von 165
Vetretern in NN2 nachgewiesen. Davon hatten 57 einen RPKM-Wert grofer 100 und 14
einen RPKM-Wert grofer 1.000. Die starkste Expression zeigten die ncRNAs rmpB, creZ
und eine transfer-messenger-RNA. Dabei zeigte die RNA der RNase P, rnpB, die stérkste
Expression, was mit der Bedeutung des regulierten Proteins als essentielles Enzym in der
Prozessierung von 5’-Enden stabiler RNA Molekiile wie tRNA und 4.5S RNA einhergeht
(Wu et al., 2014). Hingegen erlaubt eine starke Expression von crcZ dem Bakterium, sich
an verschiedene Kohlenstoffquellen zu adaptieren (Sonnleitner et al., 2009).

Im Vergleich mit der Literatur konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass
die Stdmme PAO1, PA14 und NN2 die Sequenz fiir einen Grofteil der ncRNAs teilten.
Jedoch zeigte jeder der Stdmme eine stammspezifische Signatur in der Expression der
ncRNAs, was die Schlussfolgerung nahelegt, dass die Regulation der Genexpression inner-

halb von P. aeruginosa klon- oder sogar stammspezifisch ist.
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3.2 Intraklonaler Genomvergleich der dominanten Klo-
ne C und PA14

Der Vergleich von Isolaten oder Individuen einer Spezies ist seit vielen Jahrzehnten Gegen-
stand von Studien (Park und Williams, 1905). Haufig werden dabei Isolate aus verschie-
denen Habitaten oder geografischen Regionen verglichen, welche innerhalb ihrer Spezies
verschiedenen klonalen Linien angehdren. So wurde auch fiir P. aeruginosa bereits ein
Vergleich zwischen Vertretern von 20 unverwandten Klonen durchgefiihrt (Hilker et al.,
2015).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz zu der bereits untersuchten interklonalen
Genomdiversitit die intraklonale Diversitit der am weitesten verbreiteten Stimme in der
P. aeruginosa Population (Wiehlmann et al., 2007), Klon PA14 und Klon C, untersucht.
Fiir diese Analyse wurden die Genome von 57 Klon C und 42 Klon PA14 Isolaten auf einer
SOLiD-Maschine sequenziert, welche in einem Zeitraum von 30 Jahren aus unabhingigen
geografischen Regionen isoliert wurden. Die Isolate stammten sowohl aus der Umwelt, als
auch aus akuten Augeninfektionen (Keratitis) und aus Brandwunden. Zusétzlich wurden
Isolate sequenziert, die aus chronisch infizierten Atemwegen von Patienten mit Zystischer
Fibrose (CF) oder chronisch obstruktiver Lungenkrankheit (engl. chronic obstructive pul-

monary disease, COPD) gewonnen wurden (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Herkunft und Isolationsdatum der sequenzierten Klon PA14 (oben) und
Klon C (unten) Isolate. Alle als ,erstes Isolat” bezeichneten Stdmmen waren die Erstisolate
aus bis dahin Pseudomonas-freien Patienten.

Isolat Beschreibung Habitat Isolationsdatum
4 erstes PA14 Isolat CF unbekannt
6 erstes PA14 Isolat, Ulm CF 11/09/2006
37 CF Isolat Miinchen CF 08/01/2001
113 erstes PA14 Isolat, Oldenburg CF 12/10/2006
158 CF Isolat Miinchen CF 18/10/2006
202 erstes PA14 Isolat, Gottingen CF 03/09/2002
209 erstes PA14 Isolat, Gifhorn CF 02/11/2002
212 erstes PA14 Isolat; Bremen CF 04/11/2002
228 erstes PA14 Isolat, Celle CF 16,/05/2002
250 erstes PA14 Isolat, Osnabriick CF 28/03/2002
324 erstes PA14 Isolat, Liineburg CF 16/06/2002
338 CF Isolat Miinchen CF 20/12/2006
487 erstes PA14 Isolat, Alfeld CF 25/02/2005
110 _E8 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 10/2007
12 D2 Fluss Weser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
12 SA1 Fluss Weser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
120B6 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 10/2007
55F6 Fluss Weser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
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Isolat Beschreibung Habitat Isolationsdatum
61Pf erstes PA14 Isolat, Leer CF 04/1997
86Pa2 Aberdeen CF 04/08/1997
AL159 CF Isolat Miinchen CF unbekannt
CF1 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF12 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF13 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF4 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF6 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
K10 London Keratitis 2003,/2004
K12 Liverpool Keratitis 2003/2004
K14 Birmingham Keratitis 2003/2004
K2 Manchester Keratitis 2003/2004
K3 London Keratitis 2003/2004
K4 Bristol Keratitis 2003/2004
K6 Manchester Keratitis 2003/2004
K7 Bristol Keratitis 2003,/2004
K8 London Keratitis 2003/2004
K9 Newcastle Keratitis 2003/2004
PA14 Kalifornien, USA Brandwunde vor 1990
PT2 Fluss Ruhr, Miilheim Umwelt 1992
RN3 erstes PA14 Isolat, Oldenburg CF 25/02/1987
RZ2 Krankenhaus Necker, Paris CF unbekannt
SS8 sporadischer Patientenklon PA14, Liineburg CF 02/04/1987
WU5 sporadischer Patientenklon PA14, Biickeburg CF 08/06/1988
Zw8b Aberdeen CF 1998

17 CF Isolat Miinchen CF 08/09/2006
36 COPD, Buffalo, USA COPD 16/05/1996
69 CF Isolat Miinchen CF 15/09/2006
84 COPD, Buffalo, USA COPD 17/04/2001
87 CF Isolat Miinchen CF 20/09/2006
97 CF Isolat Miinchen CF 28/09/2006
110 CF Isolat Miinchen CF 28,09 /2006
115 erstes Klon C Isolat, Hannover CF 08/01/2001
124 CF Isolat Miinchen CF 29/09/2006
142 erstes Klon C Isolat CF 18/05/2001
159 erstes Klon C Isolat, Herford CF 18/09/2001
179 CF Isolat Miinchen CF 19/10/2006
214 erstes Klon C Isolat, Bremen CF 28/08/2002
237 erstes Klon C Isolat, Jever CF 16,/09/2002
240 CF Isolat Miinchen CF 26/10,/2006
343 CF Isolat Miinchen CF 22/01/2003
426 CF Isolat Miinchen CF 09/02/2007
584 erstes Klon C Isolat, Dortmund CF 09/05/2006
642 CF Isolat Miinchen CF 28/03 /2007
47 CF Isolat Miinchen CF 26/04/2007
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Isolat Beschreibung Habitat Isolationsdatum

800 CF Isolat Miinchen CF 06/06/2007
10_C1 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 10/2007
10SA1 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 07/2008
10SB1 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 07/2008
110_D4 Fluss Oker/Aller, Niedersachsen Umwelt 10/2007
12 F8 Fluss Weser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
12 SB1 Fluss Weser, Niedersachsen Umwelt 07/2008
28PA3 Innsbruck, Osterreich CF 27/07/1997
702 D3 Fluss Unterweser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
902 D1 Fluss Unterweser, Niedersachsen Umwelt 10/2007
AL962 CF Isolat Miinchen CF 02,/01,/2008
B6470 Ohrinfektion, Heidelberg acute infection unbekannt
C17 Langzeitstudie MHH CF 2006
CF10 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF11 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF2 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF3 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF5 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF7 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
CF8 Liverpool Erwachsenenklinik CF 2000-2005
K11 London Keratitis 2003/2004
K13 Bristol Keratitis 2003,/2004
K15 Liverpool Keratitis 2003/2004
K16 Liverpool Keratitis 2003/2004
K17 Bristol Keratitis 2003,/2004
K18 Manchester Keratitis 2003/2004
K19 London Keratitis 2003,/2004
K20 Birmingham Keratitis 2003/2004
K5 Bristol Keratitis 2003/2004
NN2 erstes Klon C Isolat, Burgdorf CF 05/12/1985
PJC1 erstes Klon C Isolat, Gifhorn CF 16/07/1985
SG1 erstes Klon C Isolat, Biickeburg CF 22/01/1986
SG17™™ Fluss Ruhr, Deutschland Umwelt 1993
SG50M Schwimmbad, Ruhrtal Umwelt 1993
SS30 chron. Atemwegsinfektion, Liineburg CF 01/1989
W5Aug28 Woluwe, Fluss, Belgien Umwelt 2001
WI1 erstes Klon C Isolat, Wolfsburg CF 09/01/1985
WU2 erstes Klon C Isolat, Biickeburg CF 10/11/1987

3.2.1 FErhalt des chromosomalen Grundgeriists

Der Erhalt des chromosomalen Grundgeriists eines klonalen Komplex gibt an, ob die Nu-
kleotidsequenz im Vergleich zwischen einzelnen Isolaten tendenziell eher gleich oder stark

unterschiedlich ist. Um einen Uberblick iiber den Erhalt des chromosomalen Rahmens
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in P. aeruginosa zu bekommen, wurde aus den Sequenzierungen der einzelnen Isolate
in paarweisen Vergleichen die Linge der syntenischen Segmente mit 100%-iger Sequenz-
identitit des Kerngenoms zwischen Stammpaaren von entweder Klon C, Klon PA14 oder
klonal unverwandten Stdmmen (Hilker et al., 2015) berechnet. Als Referenzen wurden da-
zu die konservierten Kerngenome der komplett sequenzierten Referenzstdmme NN2 (Klon
C Isolate), PA14 (Klon PA14 Isolate) und PAOL (nicht-klonale Isolate) herangezogen. In
(g) Vergleichen (Klon C: n=58; Klon PA14: n=42; unverwandte Klone: n=21) wurden die
Fragmentlingenpaare des Kerngenoms ermittelt. Abbildung 3.12 zeigt die normalisierte

Frequenzverteilung der Fragmentlingenpaare, welche eine identische Sequenz enthielten.

100 - = ememe—

EN
LN

Klon PA14

g 50-
e Klon C
unverwandte
0- Stamme
I L ) L] ] L L
100 102 104 108

Haplotypldange [nt]

Abbildung 3.12: Normalisierte Verteilung der Fragmentlingenpaare aus paarweisen Ver-
gleichen der syntenischen Sequenz des Kerngenoms von 58 Klon C (n = 33.800 Fragment-
lingenpaare), 42 Klon PA14 (n = 9.510) und 21 klonal nicht verwandten P. aeruginosa
Stdmmen (n = 3.779.224).

Beim Vergleich der Fragmentldngenpaare klonal nicht verwandter Stimme (Hilker et al.,
2015) liek sich feststellen, dass hauptsidchlich kurze identische DNA-Stiicke einer media-
nen Linge von 100 Nukleotiden vorhanden waren. Im Gegensatz dazu zeigte der Vergleich
zweier Klon C oder Klon PA14 Stdmme grofe Abschnitte identischer DNA zwischen den
Stdmmen. Die mediane Linge der Sequenzidentitéit zweier Klon C Isolate (99 kb) wur-
de dabei von den PA14 Stdmmen (Median 163 kb) sogar noch iibertroffen (Abb. 3.12).
Somit waren die Fragmentlangenpaare innerhalb klonaler Komplexe um bis zu 1000-fach
langer als in unverwandten Stimmen. Diese Daten gaben einen Hinweis darauf, dass der
chromosomale Rahmen eines klonalen Komplexes innerhalb der P. aeruginosa Population
stark konserviert ist und innerhalb eines klonalen Komplexes nur wenige Mutationen im
Kerngenom auftreten. Diese Tatsache wurde auch durch die geringe Mutationsfrequenz
innerhalb des Kerngenoms (Abb. 3.19) und die sternférmige Topologie der phylogeneti-
schen Baume bestitigt (Abb. 3.13). Andererseits zeigten unverwandte klonale Komplexe,
deren Haplotypen im Median kiirzer als die Liange eines durchschnittlichen Gens waren

(NN2: 948 bp), einen unbegrenzten, rekombinationsgetriebenen Genaustausch innerhalb
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der bakteriellen Population. Die Anzahl der gefundenen Fragmentlingenpaare in 21 un-
verwandten Klonen (vier Millionen Paare) im Vergleich zu den Stdmme der klonalen
Komplexe C und PA14 (C: 33.800 Fragmentlingenpaare, PA14: 9.510) verdeutlichte das
Kopplungsgleichgewicht zwischen den unverwandten Klonen (Tab. S3).

Im Folgenden wurden die SNPs des konservierten Kerngenoms, welche fiir die Fragment-
langenanalyse ausgewdhlt wurden, genutzt, um das intraklonale Verwandschaftsverhéltnis

der Stdmme in einem phylogenetischen Baum darzustellen (Abb. 3.13). Deutlich erkenn-

Klon C

SG50M 642
AL962

CF11 800

142-159 4 84 > 343

PIZVIH\ N\
o 69
B6470 2
K18 K47 240
NN2 K20 cFg o, K19

10SA1-10SB1 8830
28Pa3 s

Klon PA14 CF13

228

324
RZ2 CF4 PA14

86Pa2 250 12086 487
Zw85 K3 K12
3 -61PJ

K14 SR 27NN 202

Abbildung 3.13: SNP-basierte phylogentische Baume der klonalen Komplexe C (oben)
und PA14 (unten). Die sterndhnliche Topologie in den Baumen beider Klone und die
Tatsache, dass sich nur in seltenen Fillen mehrere Isolate einen Ast teilen, zeigt, dass die
Stamme aufgrund weniger, unabhingiger de novo Mutationen von einem gemeinsamen
Vorfahren abstammen.

bar war, dass sich fiir beide klonalen Komplexe die Topologien der Baumstrukturen sehr
dhnelten. Die Mehrzahl der Stamme formte eine sternférmige Struktur nah verwandter,
unabhingiger Stimme. Da die Mehrheit der Isolate auf separaten Asten des phylogene-
tischen Baumes lokalisiert war, konnte davon ausgegangen werden, dass sie durch wenige
unabhéngige de novo Mutationen von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen. Da-
bei waren die Stamme unabhéngig sowohl hinsichtlich ihres geografischen Ursprungs als
auch des Probenahmezeitpunktes. In seltenen Féllen waren mehrere Isolate innerhalb der
sternghnlichen Struktur des phylogenetischen Baums auf gleichen Asten lokalisiert. Von
den PA14-Stdmmen teilten sich je einmal zwei, drei und vier Stimme und von den Klon
C Stdmmen vier mal zwei Isolate einen Ast. Dadurch wurde gezeigt, dass einige weni-
ge Stdmme innerhalb der untersuchten Kohorte mit einer hohen Genomkonservierung in
ihrem chromosomalen Aufbau fast identisch sind. Hingegen wurden fiinf (Klon C) bzw.

sechs (Klon PA14) Stdmme anhand der Einzelnukleotidaustausche des Kerngenoms als
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Aullenseiter identifiziert.

3.2.2 Intraklonale Genomdiversitat des Kern- und des akzessori-

schen Genoms

Das Kerngenom enthilt in der Regel Gene des Stoffwechsels und der Replikation und
weist nur wenige Mutationen zwischen Individuen eines Organismus auf (Valot et al.,
2015). Das akzessorische Genom hingegen kodiert fiir Gene des Molekiiltransports oder
des Stoffwechsels sekunddrer Metaboliten und zeigt dabei eine hohe Variabilitdt (Kung
et al., 2010). Um die Diversitét innerhalb eines klonalen Komplexes zu untersuchen, wur-
den sowohl die Einzelnukleotidaustausche (SNPs) gegeniiber der jeweiligen Referenz NN2
und PA14, als auch das genetische Repertoire von Regionen hoher Genomplastizitit un-
tersucht.

Die mediane intraklonale Genomdiversitit betrug 0,372%o (Bereich von 0,002%o - 0,789%0)
in Klon C und 0,024%0 (0,008%0 - 0,973%0) in Klon PA14 Stidmmen (Tab. 3.10). Unter-
suchte man nur das Kerngenom, welches in allen P. aeruginosa konserviert ist, konnte eine
intraklonale Sequenzdiversitit von 8-107° fiir Klon C und 2-107? fiir Klon PA14 berechnet
werden. Wie in Tabelle 3.10 dargestellt, verhalten sich, wenn man die bekannten Bereiche
mit einer hohen Mutationsfrequenz (pKLC102-, SpB-Insel (RGP5) in Klon C; PAPI-1-
Insel in Klon PA14) aus der Analyse ausschlieft, beide klonalen Komplexe im Median sehr
dhnlich. Anhand der breiten Streuung der Anzahl an Einzelnukleotidaustauschen lassen
sich allerdings Abweichungen in beide Richtungen erkennen. Auch bei Anwesenheit der
genomischen Inseln pKLC102 und der PAGI-2 dhnlichen RGP5 in den Klon C Isolaten
gab es Stdmme, welche mit einer, zu den PA14 Stdmmen vergleichbar geringen Anzahl
an SNPs ausgestattet waren. Folglich liegen die beiden genomischen Inseln entweder in
verschiedenen Varianten innerhalb des klonalen Komplexes vor oder unterliegen aufgrund
ihrer kodierenden Bereiche (u.a. Typ-VI-Sekretionssysteme) einer hohen Mutationsfre-
quenz. Diese Tatsache ldsst sich damit erkliaren, dass die genomischen Inseln PAGI-2 und
PAPI-1 als mobile Genominseln {iber Genusgrenzen hinweg ausgetauscht werden kénnen
(Klockgether et al., 2007).

Das Verhéltnis von intra- zu intergenischen bzw. synonymen zu nicht-synonymen SNPs
mit und ohne die Einzelnukleotidaustausche der beiden Inseln zeigte, dass viele Muta-
tionen hauptséchlich innerhalb von ORFs lokalisiert waren und nur in wenigen Féllen zu
Aminoséiureaustauschen fithrten (Tab. 3.10). Somit war die Diversitéit innerhalb der klo-
nalen Komplexe im Vergleich zu unverwandten Stdimmen (Hilker et al., 2015) um mehr
als das 100-fache geringer. Anders formuliert war das Kerngenom innerhalb eines klona-
len Komplexes hoch konserviert und unterschied sich nur durch ein paar Dutzend SNPs
zwischen den einzelnen Stdmmen.

Anhand der SNP-Statistiken (Tab. 3.11, 3.12) liefen sich fiir die klonalen Komplexe eini-
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ge Habitat-spezifische Charakteristika erkennen. So wurde fiir jedes Klon C Isolat einer
akuten Infektion mehr als 850 Einzelnukleotidaustausche gefunden. Selbst bei Vernach-
lassigung der Bereiche hoher Mutationsfrequenz wiesen die Isolate der akuten Infektion
in Klon C im Median die hochste Zahl an SNPs auf. Zusétzlich wiesen nur die Isolate
der akuten Infektion mehr synonyme als nicht-synonyme Mutationen auf. Im Gegensatz
dazu hatten die Umweltisolate des PA14 Komplexes die grofste mediane Zahl an SNPs
akkumuliert. Die Analyse der Isolate chronischer Infektionen ergab, dass intragenische
Mutationen um das 3,5-fache haufiger auftreten als intergenische Einzelnukleotidaustau-
sche. Diese kamen in Isolaten aus akuten Infektionen und der Umwelt mehr als sechsfach
weniger vor. Im Vergleich zu Isolaten der akuten Infektion und der Umwelt kodierten
die chronischen Isolate mehr Aminosdureaustausche. Blendete man alle Einzelnukleotid-
austausche der PAPI-1 Insel aus der Analyse aus, nidherten sich, wie in den Isolaten des
klonalen Komplexes C auch in den Stdmmen des Klons PA14 die Mutationszahlen der
drei Habitate an. Dabei gilt zu beachten, dass lediglich sechs Umweltisolate untersucht

wurden und schon wenige Stimme mehr den Gesamteindruck verdndern kénnen.

Tabelle 3.8: Ubersicht iiber die Abdeckung des Referenzgenoms PA14 und der SNP-
Charakteristika innerhalb der untersuchten PA14 Isolate.

Abdeckung Verhiltnis Verhiltnis?
Isolat | PA14[%] | SNPs imtra _sun . Is | gNpg§ intra __an __ Is
4 97,54 159 3,08 058 127 ] 157 3,03 0,59 1,28
6 96,50 142 3,30 060 1,49 | 139 321 0,63 1,48
37 94,90 146 2,84 059 1,39 | 142 2,74 060 141
113 91,73 519 5,92 071 557 | 511 6,00 0,72 547
158 99,17 1.587 7,97 246 2,68 | 1.573 7,89 248 2,70
202 81,46 132 7,25 0,58 428 | 131 4,04 0,59 4,24
209 85,64 99 2,30 092  209| 98 227 094 2,06
212 88,62 76 2,04 065 2,17 | 7 2,00 067 2,13
298 85,70 355 5,12 049 6,89 | 338 515 043 7,67
250 89,16 240 2,93 1,13 2,16 | 240 2,93 1,13 2,16
324 92,47 226 4,65 0,36 4,38 | 219 448 0,36 4,34
338 97,79 144 3,80 050 1,36 | 141 3,70 052 1,35
487 98,85 116 3,46 053 1,32 | 113 3,35 055 1,31
110_ES 95,18 2.160 10,74 232 1,95 | 180 1,86 054 147
12 D2 93,14 136 2,89 060 1,78 | 132 2,88 063 181
120B6 95,59 165 4,00 057  1,62| 162 391 059 1,61
125A1 92,67 127 3,23 052 144 | 125 3,17 0,53 1,40
55F6 93,51 2.399 1554 2,77 180 | 161 3,74 0,53 1,64
61Pf 94,27 132 3,00 074 1,75 | 128 2,88 0,79 1,72
86PA2 97,31 153 2,40 057 147 | 149 231 060 1,44
AL159 92,31 94 348 052 154 | 94 348 052 1,54
CF1 94,92 138 345 078  1,71| 135 3,35 082 1,70
CF12 92,23 2.096 9,43 2,30 1,93 | 148 2,02 059 1,51
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Abdeckung Verhéltnis Verhiltnis®

Isolat | PA14[%| | SNPs intra s __ s | gNpg§ intra  __an . Is
CF13 84,56 1288 10,50 241 1,98 | 115 1,61 037 145
CF4 93,13 2.041 10,94 253 1,95 | 179 1,56 082 1,49
CF6 81,11 1.762 10,37 2,60 1,9 | 102 1,13 074 1,76
K10 93,76 479 9,19 266 2,15 | 476 9,13 273 2,15
K12 92,09 120 2,53 083 1,93 | 120 2,53 083 1,93
K14 95,51 127 3,88 060 127 | 126 4,04 060 1,25
K2 95,38 120 3,80 064 1,61 | 118 3,72 063 1,57
K3 93,45 128 3,92 08  1,72| 125 381 087 1,72
K4 97,53 1.922 11,56 2,36 1,86 | 171 1,76 0,51 1,44
K6 99,34 2.033 11,55 234 1,86 | 185 2,19 051 1,43
K7 98,57 502 9,04 240 2,06 | 499 898 245 2,06
KS 92,83 132 3,55 0,72 164 | 129 345 0,75 1,63
K9 91,42 1.224 11,36 3,11 226 | 401 557 2,95 3,05
PT?2 92,93 6.364 10,20 3,87 2,83 | 4275 813 459 341
RN3 95,80 25 5,97 144 191 | 262 589 1,49 1,91
RZ2 92,93 166 3,61 083  225| 140 3,52 0,73 1,92
S8 93,93 115 342 065 174 | 112 387 065 1,67
WU5 84,92 55 2,67 048 2,67 | 55 2,67 048 2,67
Zw85 95,75 140 3,24 055 191 | 136 3,12 0,58 1,57

Die Abdeckung gibt den mit der SOLiD Sequenzierung abgedeckten Anteil des Referenzgenoms PA14 an.

§ ohne die genomische Insel PAPI-1. {Rr% jgt das Verhiltnis intra- zu intergenischen SNPs. —2¥" _ ist das Verhiltnis
znt%r nicht—syn
S

synonymer zu nicht-synonymen SNPs. 7> ist das Verhéltnis von Transitionen zu Transversionen.

Tabelle 3.9: Ubersicht iiber die Abdeckung des Referenzgenoms NN2 und der SNP-
Charakteristika innerhalb der untersuchten Klon C Isolate.

Abdeckung Verhiltnis Verhéltnis*
Iolat | NN20%) |SNPs mme oo R |SNPe B open B
17 92,20 2.928 11,62 2,90 1,81 7 5,42 0,44 2,08
36 94,83 2.568 13,11 3,24 1,76 58 3,46 0,41 4,80
69 94,66 1.987 12,07 2,21 2,30 536 9,94 0,63 8,08
84 93,77 2.961 11,49 3,22 1,68 529 8,98 2,78 1,65
87 93,96 2.274 12,07 3,15 1,65 112 4,33 0,54 2,39
97 94,46 3.114 12,42 3,05 1,83 42 3,67 0,43 2,50
110 96,65 2.766 13,04 3,12 1,65 41 4,13 0,50 2,73
115 93,26 2.360 8,37 3,66 1,65 736 4,49 2,91 1,94
124 94,54 2.938 12,79 2,88 1,80 79 4,64 0,38 3,39
142 94,36 1.336 11,49 3,64 1,66 73 9,43 1,54 2,65
159 89,73 929 10,61 3,85 1,62 29 4,80 0,85 1,64
179 92,56 2.728 13,06 3,05 1,80 43 7,60 0,46 2,91
214 89,96 2.226 11,37 3,41 1,83 44 3,40 0,55 3,89
237 81,20 1.642 9,53 2,94 1,81 28 3,67 0,47 2,11
240 95,32 3.350 8,94 3,39 1,70 | 1.411 595 3,01 1,84
343 90,22 3.476 10,36 2,11 2,30 603 6,44 0,38 15,75
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Abdeckung Verhéltnis Verhéaltnis*
lolat | NN2i%) | SNPs oo f | SNPe B s B
426 85,80 1.950 9,77 3,61 1,82 | 1.075 8,03 3,47 2,05
584 91,36 2.920 12,84 3,15 1,75 56 6,00 0,37 3,00
642 94,80 2.708 12,21 2,81 1,66 63 6,00 0,46 2,32
747 94,20 2,572 11,19 3,38 1,70 316 10,70 2,25 2,29
800 96,29 3.495 11,76 2,32 2,01 449 7,47 0,52 4,91
10 C1 90,02 2.733 11,54 3,16 1,82 57 3,38 0,57 2,35
10SA1 87,90 44 3,89 0,40 2,14 44 3,89 0,40 2,14
10SB1 84,11 132 9,15 1,90 1,81 33 3,13 0,56 2,67
110_D4 84,40 1.812 9,72 2,99 1,76 49 11,25 0,73 2,77
12 F8 90,86 3.030 11,89 3,09 1,80 49 4,44 0,67 2,27
12 SB1 90,89 3.351 13,32 3,32 1,77 211 18,18 1,63 1,43
28PA3 87,32 1.571 10,90 3,78 1,69 39 3,88 0,35 3,33
702_D3 92,00 2.716 11,13 2,92 1,76 36 4,14 0,32 2,00
902D1 89,22 1.588 12,23 3,86 1,57 48 4,33 0,86 3,36
AL962 89,25 1.858 9,74 3,05 1,79 134 4,58 1,56 1,53
B6470 91,50 1.376 12,62 3,83 1,62 32 5,40 0,42 3,57
C17 94,94 2.612 9,08 3,29 1,85 610 4,45 2,95 2,24
CF10 86,72 1.075 10,81 3,78 1,57 28 4,60 0,28 3,67
CF11 89,42 1.029 10,43 3,58 1,69 41 413 0,83 5,83
CF2 92,90 1.839 12,04 3,66 2,00 166 9,38 2,26 2,46
CF3 93,86 1.330 11,79 3,64 1,60 52 5,50 0,57 3,73
CF5 86,24 1.042 9,42 4,06 1,66 29 2,67 0,71 8,67
CF7 90,36 2.182 11,61 3,38 1,84 55 4,00 0,52 1,89
CF8 92,78 1.309 11,83 3,89 1,59 47 5,71 0,43 3,70
K11 85,61 897 7,63 3,66 1,64 347 6,71 3,03 1,94
K13 91,56 5.447 12,76 3,23 1,70 | 2.900 11,66 3,25 1,94
K15 91,18 1.175 11,63 3,96 1,55 19 3,75 0,36 2,80
K16 96,08 1.646 12,72 3,88 1,56 32 3,57 0,32 3,57
K17 96,31 4.439 8,95 3,42 1,85 | 2.461 7,82 3,29 2,10
K18 95,52 2.004 12,82 3,16 1,75 60 5,67 0,55 2,16
K19 83,31 3.033 8,88 3,22 1,96 | 2.222 8,22 3,08 2,14
K20 95,88 3.305 10,93 3,81 1,58 718 2,36 3,00 2,00
K5 82,38 862 13,37 4,38 1,61 16 2,20 0,57 4,33
PJC 94,94 3.116 12,61 3,13 1,79 41 4,13 0,38 2,73
SG1 96,98 15 0,88 0,40 2,75 15 1,14 0,40 2,75
SG17m 94,37 4.069 10,06 3,10 1,78 751 4,82 2,94 2,04
SG50m 93,27 2.842 12,60 3,07 1,75 47 3,27 0,33 2,13
SS30 95,16 3.335 12,50 2,37 2,11 402 8,57 0,41 19,10
W5Aug28 89,79 2,945 11,97 3,04 1,80 50 2,85 0,32 1,63
WI1 94,33 2.970 13,01 3,07 1,80 50 6,14 0,54 3,55
WU2 94,42 3.126 14,25 2,37 2,12 | 342 10,03 0,40 15,29

Die Abdeckung gibt den mit der SOLiD Sequenzierung abgedeckten Anteil des Referenzgenoms NN2 an.
* ohne die genomische Inseln PAGI-2 und RGP5. % ist das Verhiltnis intra- zu intergenischen SNPs.

das Verhéltnis synonymer zu nicht-synonymen SNPs.

t
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Es konnte gezeigt werden, dass das Kerngenom nur eine geringe Anzahl an Mutationen
aufweist und die Anzahl und Art der Austausche in beiden untersuchten klonalen Kom-
plexen vergleichbar war. Die hochste Sequenzdiversitit wird somit durch genomische In-
seln (GI) und einige Regionen genomischer Plastizitit (RGP) des akzessorischen Genoms
verursacht (Abb. 3.14, 3.15). In der Zusammensetzung des akzessorischen Genoms konn-
ten 26 der 100 Isolate mit raumzeitlich gleichem Isolationsursprung als gruppiert erkannt
werden. So konnten beispielweise je drei Paare, vier Trios und ein Quintett von Isolaten,
welche innerhalb von 3 Jahren in einem Gebiet vergleichbar mit der Gréfe Niedersachsens
gesammelt wurden, einem Cluster zugeordnet werden.

Aus den Abbildungen 3.14 und 3.15 liefs sich fiir beide klonalen Komplexe ablesen, dass
einige genomische Inseln und RGPs wie PAP1-1 (PA14) oder PAGI-4 (beide Komplexe)
in allen untersuchten Stdmmen vorhanden waren. Zuséatzlich war es jedoch auch méglich,
RGPs zu identifizieren, welche in bereits sequenzierten P. aeruginosa annotiert wurden, je-
doch in keinem Isolat der beiden klonalen Komplexe vorkommen (z.B. RGP13 aus PAO1).
Zwischen den beiden Extremen der Abwesenheit von genomischen Inseln und RGPs in
allen Tsolaten eines klonalen Komplexes und der Anwesenheit in allen Stdmmen, liefsen
sich auch Subgruppen von Isolaten definieren, die ein bestimmtes Set an genomischen
Inseln und RGPs teilten. So wurden in beiden klonalen Komplexen je vier Untergrup-
pen definiert, welche untereinander in der Zusammensetzung des akzessorischen Genoms
verschieden waren. Als néchstes wurden die Untergruppen in der Zusammensetzung der
genomischen Inseln mit denen der RGP-Insertionen verglichen. Dabei wurde gezeigt, dass
die meisten Stdmme ihre ndchsten Nachbarn behielten. Einzelne Stamme wurde allerdings
in anderen Clustern wiedergefunden und hatten neue néchste Nachbarn (z.B. 37, CF12 in
Klon PA14; 237, K19 in Klon C). Daraus folgte, dass das Repertoire der genomischen In-
seln fiir die Isolate der klonalen Komplexe mit der Anwesenheit der RGPs zwar korrelierte,

jedoch nicht strikt auf die RGPs {ibertragen werden konnte.
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Abbildung 3.14: Diversitidt des Repertoires an genomischen Inseln im akzessorischen
Genom der klonalen Komplexe C und PAl4. Die Heatmaps zeigen die An- (rot) oder
Abwesenheit (griin) genomischer Inseln in Klon PA14 (oben) und Klon C (unten) Isolaten.
Die Stimme sind nach ihrer Ahnlichkeit in der Zusammensetzung der genomischen Inseln
angeordnet.
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Abbildung 3.15: Diversitdt des Repertoires an RGPs im akzessorischen Genom der
klonalen Komplexe C und PA14. Die Heatmaps zeigen die An- (rot) oder Abwesenheit
griin) von Regionen genomischer Plastizitit (RGP) in Klon PA14 (links) und Klon C
rechts) Isolaten. Die Stimme sind nach ihrer Ahnlichkeit in der Zusammensetzung der
Regionen genomischer Plastizitdt angeordnet.
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Die intraklonale Diversitidt wurde iiber paarweise Stammvergleiche des Repertoires an ge-
nomischen Inseln und RGPs bestimmt (Abb. 3.16). Ein additiver binédrer Score diente als
Maf fiir die Ahnlichkeit des akzessorischen Genoms eines Stammpaares. Die Diversitit
des akzessorischen Genoms zeigte eine hohe Streuung innerhalb beider klonaler Komple-
xe in der Zusammensetzung aus genomischen Inseln (GI) und RGPs. Dabei erwies sich
die inter- und intraklonale Verteilung der genomischen Inseln und RGPs innerhalb der
Stammpaare als nicht signifikant voneinander verschieden. Mit anderen Worten war die
Zusammensetzung der mobilen Elemente ebenso variabel zwischen individuellen Klon C
oder Klon PA14 Stdmmen wie zwischen unverwandten Stdmmen (Abb. 3.16). Die ge-
ringste Gemeinsamkeit im Repertoire von GI und RGP (Score < 0) zeigten innerhalb der

Analyse einige Klon PA14 Stamme.

300

n=1653 n=190 n=861 n=1160 n=840 n=2436

) N D N Q D
G '19‘} Q‘?t\ Q‘/\' ,\b;‘/" Q?"\
N> 7 Qv' (%4
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Abbildung 3.16: Boxplot-Darstellung der Ahnlichkeit des akzessorischen Genoms inner-
halb und zwischen klonalen Komplexen. Fiir jeden Stamm wurde ein globaler Wert (Sco-
re) berechnet, wobei in paarweisen Vergleich iiberpriift wurde, ob die Stimme konkordant
(Wert +1) oder diskordant (Wert -1) in der Ab- bzw. Anwesenheit jeder genomischen
Insel und RGP von acht sequenzierten P. aeruginosa Genomen sind. Man beachte da-
bei die grofe Uberlappung von Werten der intraklonalen Vergleiche (C_ C; PA14_PA14)
mit denen der interklonalen Vergleiche von 20 nicht miteinander verwandten Stdmmen
(20 _20). n gibt dabei die Anzahl der durchgefiihrten Paarvergleiche an.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander liefs sich feststellen, dass die Vergleiche der
klonalen Komplexe C und PA14 mit den unverwandten Stdmmen sehr dhnlich waren und
lediglich wenige Ausnahmen unter den Klon C Stdmmen eine etwas erhdhte Gemeinsam-

keit mit den unverwandten Klonen und wenige PA14 Stdmme mehr Unterschiede zu den
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unverwandten Klonen zeigten. Der direkte Vergleich von Klon C und Klon PA14 Isolaten
illustrierte zudem eine leichte erhéhte, jedoch nicht signifikante Gemeinsamkeit zwischen
den klonalen Komplexen und eine geringe Anzahl an Ausreiferwerten verglichen mit dem
Test gegen die unverwandten Stdmme (Abb. 3.16).

Zusammenfassend lief sich feststellen, dass die hochste Genomdiversitdt in mobilen inte-
grativen und konjugativen Elementen (engl. integrative and conjugative elements, ICE)
der Typen pKLC102, PAGI-2 und PAPI-1 nachgewiesen wurde, welche auch als extrachro-
mosomale Elemente ko-existieren konnen. Von diesen Elementen ist bekannt, dass sie
durch horizontalen Gentransfer iiber Spezies- und Genusgrenzen hinaus ausgetauscht wer-
den konnen (Klockgether et al., 2007; Qiu et al., 2006; Pradervand et al., 2014). Uberein-
stimmend mit der Zugénglichkeit zu einem grofen Pool proteobakterieller Wirtsgenome
wurden mehr SNPs den ICEs zugeordnet als jeder anderen genomischen Insel oder RGP
der Klon C bzw. Klon PA14 Genome. Blendete man die SNPs der genannten ICEs aus,
nidherten sich die Mutationsstatistiken der beiden Klone an, was darauf hindeutet, dass
dhnliche Mutations- und Reparaturmechanismen in beiden Klonen genutzt wurden (Tab.
3.10).

3.2.3 Natirliche Selektion von Einzelnukleotidaustauschen inner-

halb klonaler Komplexe

Im vorherigen Kapitel wurde die Zusammensetzung des Kern- und des akzessorischen
Genoms beschrieben und ein Uberblick iiber die Einzelnukleotidaustausche in den bei-
den klonalen Komplex angegeben. Das folgende Kapitel beschreibt die Untersuchung der
gefundenen Mutationen detaillierter. Dazu wurde als erstes das Verhéltnis 2 von synony-
men zu nicht-synonymen Nukleotidaustauschen in den kodierenden Regionen der Isolate

untersucht. Der Anteil synonymer Austausche war in allen Stdmmen hdéher als der GC-

2.9
9,1°

tauschmoglichkeiten unter Vernachldssigung thermodynamischer Effekte ermittelt wurde.

normalisierte Erwartungswert > = welcher durch statistisches Auszdhlen aller Aus-
Dabei konnte deutlich zwischen zwei Gruppen unterschieden werden (Abb. 3.17). In dem
groferen, 70 Stdmme umfassenden Cluster lag die Uberreprisentation der synonymen
Austausche im Vergleich zur Nullhypothese noch innerhalb des oberen Konfidenzinterval-
les des Erwartungswertes. Allerdings waren mehr Aminosdureaustausche verursachende
als neutrale Mutationen detektiert worden (2 < 1). In den weiteren 30 Stdmmen, wozu
auch diejenigen mit der grofsten intraklonalen Genomdiversitdt zdhlen, nahm der Anteil
synonymer SNPs mit steigender Gesamtmutationszahl zu (Abb. 3.17). Die logarithmische
Regressionslinie der klonalen Komplexe beschreibt treffend das Verhiltnis 2 innerhalb der
unverwandten Klone. Diese Daten gaben einen Hinweis auf die Evolution der kodieren-
den Genombereiche in P. aeruginosa. Beim Vergleich der intraklonalen Genomdiversitét
gegen eine klonale Referenz (Klon C: NN2; Klon PA14: PA14), zeigte sich, dass neutra-
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Abbildung 3.17: Vergleich intra- gegen interklonale Sequenzdiversitit. Darstellung des

Verhéltnisses von synonymen zu nicht-synonymen SNPs (2) gegen die Gesamtzahl der

Einzelnukleotidaustausche pro Stamm. Klon C (Referenz NN2), Klon PA14 (Referenz
PA14) und klonal nicht verwandte Stamme (Referenz PAO1) sind durch Symbole darge-
stellt. Die gepunktete Linie gibt den Erwartungswert fiir zuféllig auftretende Mutationen
an.

le Mutationen mit einer héheren Wahrscheinlichkeit toleriert werden als nicht-synonyme
Einzelnukleotidaustausche und somit bei steigender Gesamtmutationszahl akkumulieren.
Dieser Trend der ,reinigenden* Selektion von nicht-synonymen Austauschen erhohte sich
mit der Gesamtmutationszahl, bis ein 2-Verhéltnis von ungefdhr vier erreicht wurde. Die-
ser Wert war typisch fiir die interklonale Genomdiversitat zwischen unverwandten Klonen
(Hilker et al., 2015).

Der vergleichsweise héhere Anteil von Aminosiureaustauschen innerhalb eines klonalen
Komplexes spiegelte sich zusatzlich auch in der abweichenden Frequenz der Art des Aus-
tausches und der funktionellen Kategorie des betroffenen Proteins wider (Tab. S4). So un-
terschied sich das intraklonale Spektrum der Aminosiureaustausche signifikant (p < 1075)
fiir die klonalen Komplexe C und PA14 von dem des P. aeruginosa Pangenoms (Hilker
et al., 2015). Sortierte man die Austausche nach der Dayhoff-Ahnlichkeitsmatrix (Dayhoff,
1978), zeigte sich, dass der Anteil drastischer Aminosdureaustausche (Dayhoff < 6) in-
nerhalb der klonalen Komplexe hoher war als zwischen unverwandten Klonen (Tab. 3.13,
Abb. 3.18).

Zudem wurde ein signifikanter Unterschied in der Besetzung der Héilfte der Dayhoft-
Klassen im Vergleich zwischen Klon C und Klon PA14 erkannt (Tab. 3.13). Die inter-
und intraklonale Haufigkeitsverteilung unterschied sich nicht nur in der Art und Frequenz
der Aminosdureaustausche, sondern auch in den funktionellen Kategorien der betroffenen
Proteine (Tab. 3.14). Die relative Hiufigkeit von Aminosduresequenzvarianten unterschied
sich in 16 der 26 funktionellen Klassen fiir Klon PA14 und allen 26 Klassen fiir Klon C

gegeniiber dem Kerngenom, welches von allen P. aeruginosa Stédmmen geteilt wird. DNA
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Dayhoffklasseq o 9 21 42 83
) I 1 ) 1
0 20 40 60 80 100

[%]

Abbildung 3.18: Verteilung der Aminosaureaustausche nach Dayhoffklassen in den Klo-
nen C und PA14, sowie klonal unverwandten Stdmmen (Pangenom).

modifizierende Enzyme und Proteine des Fettsduremetabolismus, der Adhérenz und Moti-
litdt wurden als bevorzugte Ziele intraklonaler Proteinsequenzvarianten identifiziert (Tab.
3.14). Zusammenfassend lief sich feststellen, dass sowohl das Zielspektrum der Aminoséu-
reaustausche, als auch deren Charakter innerhalb der Klone C und PA14 unterschiedlich
im Vergleich zum P. aeruginosa Kerngenom war.

Verglich man die Besetzung der Dayhoffklassen zwischen den klonalen Komplexen C und
PA14, konnte man fiir 20 der 40 Gruppen signifikante Unterschiede feststellen. Dabei wa-
ren im klonalen Komplex C vor allem die Dayhoffklassen mit geringem Einfluss auf die
Proteinfunktion (Dayhoffklassen >58) iiberreprasentiert. Innerhalb der drastischen (Day-
hoftklassen < 6) und mittelschweren Aminosdureaustausche (Dayhoffklassen 6 - 30) liefs
sich kein Trend zur signifikanten Uberreprisentation zwischen beiden klonalen Komplexen

erkennen.
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Tabelle 3.13: Besetzung der Dayhoffklassen in Klon C, Klon PA14 oder klonal unver-
wandten Stdmmen (Pangenom).

Anzahl in Anzahl in
Klasse Pangenom Klon C PAl14 || Klasse Pangenom Klon C PA14
0 315 162* 22 23 251 72 36
1 1.931 730 409* || 24 1.589 507 116
2 795 632 217 || 25 587 195 91
3 829 870* 152 | 26 191 276* 37
4 2.133 938 472% || 27 2.202 1.319* 241
5 70 108 32 30 1.457 537 203*
6 473 309 114 || 32 390 286 43
7 658 258 205* || 35 739 658 165
8 1.441 922%* 160 || 37 4.848 2.100% 424
9 462 461* 87 42 745 460 140
10 3.234 1.474 636* || 43 1.858 591 233*
11 692 275 75 45 2.269 738 194
12 1.830 621 309* || 48 957 402 98
13 755 499 157 | 53 1.275 645 348*
14 869 344 117 58 1.220 654* 142
15 1.093 602 208 | 59 6.079 2.482 677
16 1.674 516 174 || 66 3.785 1.731% 437
17 1.709 1.046 307 | 70 1.648 1.240* 255
20 178 111 51 7 1.589 981* 169
21 697 546 142 || 83 3.423 1.625% 272

signifikant (p<0,05) iiber- (fett) oder unterreprisentiert (fett, unterstrichen) im Klon verglichen mit
dem Pangenom.

*=signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen Klon C und Klon PA14.

Alle p-Werte wurden korrigiert durch multiples Vergleichen nach dem Bonferroni Algorithmus.
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3.2.4 Intraklonale Bereiche hoher Mutationsfrequenz

Im Wissen iiber die globale Frequenz der Mutationen innerhalb der Genome wurde im
nédchsten Schritt nach Bereichen mit hoher Mutationsfrequenz (Hot-Spots) im Kern-
genom der sequenzierten Stadmme gesucht. Neben zahlreichen Phagen- und Plasmid-
assoziierten Proteinen in beiden Klonen wurde das Schwermetallion-Efflux-Protein CusA,
die zyklische-di-GMP Phosphodiesterase BifA (Kuchma et al., 2007) und der Hauptre-
gulator des Quorum Sensings, LasR (Williams und Camara, 2009), in Klon C als Ziele
wiederkehrender, nicht-konservativer Aminosdureaustausche identifiziert. Dabei war da-
von auszugehen, dass einige dieser Austausche die Struktur sowie die Proteinfunktion
modifizieren kénnen. Im Falle von LasR betrafen die Aminosdureaustausche den Helix-
brechenden Einbau eines Prolins oder waren in konservierten Positionen der Alpha-Helices
8 und 10 und in der Bindungstasche des Homoserin-Lakton-Autoinducers lokalisiert (Bot-
tomley et al., 2007).

Zusitzlich zur Suche nach Genen mit akkumulierten Aminosdureverdnderungen wurden
die Genome auf Segmente mit signifikant erhhten SNP-Raten (FDR < 0,05) untersucht.
Die Klon C Stdmme zeigten zwolf Mutations-Hot-Spots, wovon zehn intergenische Regio-
nen oder Phagen- und Plasmid-bezogene Gene betrafen (Tab. S5). Die zwei betroffenen
Gene des Kerngenoms waren der Transkriptionsregulator PA2020 und erneut lasR. Von
den 60 in Klon PA14 gefundenen Segmenten waren 44 im Kern- und 16 im akzessori-
schen Genom lokalisiert. Bereiche hoher Mutationsfrequenz waren vorwiegend Phagen-
und Plasmidbezogene Gene sowie funktionell noch nicht charakterisierte offene Lesebe-
reiche (ORFs). Der Stamm PT2 hatte nahezu alle SNPs in den 22 Genen akkumuliert,
welche die RGP31 flankieren (Tab. S5). Diese lokale Akkumulation kann durch Rekombi-

nation mit einem anderen Klon hervorgerufen worden sein.
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% | SRS
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N PAPI-1* RGP5
§ . ) —————— PA14_64750 T <
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Abbildung 3.19: Kumulative Kaplan-Meier-Plots der SNP-Frequenz innerhalb der Klon
C Isolate (n=>57, rechts) und der Klon PA14 Isolate (n=40, sowie zwei separate Ausreifer,
links). Regionen mit hoher Mutationsfrequenz sind durch RGP- oder ORF-Nummern
gekennzeichnet. SNPs in den, mit einem "*’ markierten RGPs wurden aufgrund ihrer
hohen Zahl von vornherein ausgeschlossen.
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Im Gegensatz zu diesem Einzelfall trugen viele PA14 Stimme Mutationen in funktionell
charakterisierten Genen, was Ausdruck fiir eine diversifizierende Selektion war. Beispiele
dafiir waren die Gene pchF, rocs2, und pelA, deren Genprodukte in die Kommunikation
von P. aeruginosa mit seiner Umwelt involviert sind. PchF ist an der nicht-ribosomalen
Biosynthese des Siderophors Pyochelin beteiligt (Patel und Walsh, 2001); der Transkrip-
tionssensor RocS2 kontrolliert die Biogenese von CupC-Fimbrien und den Antibiotika
Transport (Sivaneson et al., 2011) und PelA deazetyliert die Pel Exopolysaccharide, wel-
che essentiell fiir die Biofilmbildung sind (Colvin et al., 2013).

Die Visualisierung der Lokalisation von Nukleotidaustauschen gegen die Genomkoordi-
naten des jeweiligen Referenzstamms zeigte, dass in dem klonalen Komplex C fast alle
Mutationen in Komponenten des akzessorischen Genoms akkumulierten, was sich in der
Treppenform des Graphs darstellte (Abb. 3.19). 40 Stdmme des PA14 Komplexes verhiel-
ten sich vergleichbar zu Klon C, jedoch zeigten die Ausreiffer PT2 (héchste SNP-Anzahl)
und 158 (mehr als 1.000 SNPs nach Abzug der Mutationen der PAPI-1 Insel; Tab. 3.8)
auch in Bereichen des Kerngenoms Akkumulationen von SNPs, was als ein Indiz fiir eine

Rekombination gedeutet wurde.

3.2.5 Sequenzdiversitit der nicht-kodierenden RN As

Sequenzdiversitiat wurde nicht nur in den kodierenden Genen, sondern auch in nichtkodie-
renden RNAs untersucht. Basierend auf den ncRNAs von NN2 (diese Arbeit) und PA14
(Wurtzel et al., 2012) wurden SNPs in 21% (NN2) bzw. 14% (PA14) der ncRNAs de-
tektiert (Tab. S6). In Klon PA14 wurden 95 SNPs nur jeweils in einem und 35 SNPs
in zwei bis neun Isolaten gefunden. Klon C zeigte eine hohere Sequenzdiversitit sowohl
im Auftreten, als auch der Haufigkeit der SNPs (Tab. S6, Abb. 3.20). So wurden 573
SNPs in 68 ncRNAs identifiziert (PA14: 130 SNPs in 28 ncRNAs). Dabei muss erwéhnt
werden, dass die untersuchten ncRNAs von PA14 allesamt intergenisch lokalisiert sind
und fiir beide Klone festgestellt wurde, dass der grofite Anteil an Nukleotidaustauschen
innerhalb von ORFs stattfindet (Tab. 3.10, Tab. S6, S7). Der Einfluss der SNPs auf die
Sekundérstruktur der RNAs wurde in silico (Gruber et al., 2008) fiir alle diejenigen SNPs
untersucht (Tab. S8), die in mehr als zwei Stdmmen auftraten. Die vorhergesagte Topolo-
gie von Haarnadel- und Stammstrukturen und deren globale thermodynamische Stabilitit
unterschied sich zwischen dem Referenzgenom und der Mutante in zehn (Klon C) respek-
tive sechs (PA14) der 19 untersuchten ncRNAs (Tab. S8). Diese Daten legen nahe, dass
die intraklonale Sequenzvariation einen Einfluss auf die Struktur, die Halbwertszeit und
die Funktion von ungefahr 10% der ncRNAs eines klonalen Komplexes in P. aeruginosa

haben kann.
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Abbildung 3.20: Sequenzdiversitit von nicht-kodierenden RNAs. Die Anzahl der Stam-
me mit Nukleotidausauschen in ncRNAs (links) und die Anzahl von SNPs in den ncRNAs
(rechts).

3.2.6 Insertionen, Deletionen und Leserasterverschiebungen

In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, wie die klonalen Komplexe hin-
sichtlich ihrer Zusammensetzung des akzessorischen (GGenoms aufgebaut sind und wie sich
Einzelnukleotidaustausche im Genom darstellen. Die genomische Diversidt wurde jedoch

auch durch das Auftreten von kleinen und grofsen Insertionen und Deletionen moduliert.
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Abbildung 3.21: Exemplarischer Ausschnitt einer groffen Deletion im Stamm PT2. Der
obere Bereich zeigt den GC-Gehalt, der mittlere die Verteilung der Reads und der un-
tere Teil die Annotation des betrachteten Genomauschnitts. Deutlich erkennbar fehlen
Reads fiir das Gen PA14 24360 in der Bildmitte. Im Bereich der ORFs PA14 24370
und PA14 24380 lasst sich zudem die Korrelation zwischen erhohtem GC-Gehalt und
verringerter Sequenzabdeckung erkennen.
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Groke Deletionen wurden identifiziert, indem nach Regionen ohne Abdeckung zwischen
kartierten Reads gesucht wurde. Da Bereiche mit hohem GC-Gehalt, genauso wie tatsich-
liche Deletionen, zu einer Verringerung der Abdeckung fiihrten (Abb. 3.21), wurden alle
ermittelten Kandidatenpositionen manuell daraufthin untersucht, ob auch tatsachlich eine
Deletion vorlag oder nur ein Sequenzierungsartefakt. Da vereinzelt Reads aufgrund von
homologen Sequenzen in deletierte Bereiche kartiert wurden, war es nicht ausreichend,
Regionen mit einer Abdeckung von null Reads als Deletionen zu definieren und in den

Kartierungsdateien zu suchen.

0 Mbp]

Klon PA14

Abbildung 3.22: Deletionen des Kerngenoms fiir Klon C (innerer Ring) und Klon PA14
Isolate (duferer Ring) in verschiedenen Habitaten (geschlossener Kreis: chronische Infek-
tion; offener Kreis: akute Infektion; Quadrat: Umweltisolat).

In 18 Stammen, verteilt auf beide klonalen Komplexe, wurde das konservierte Kernge-
nom durch Deletionen von jeweils mehr als 1 kb Liange unterbrochen (Abb. 3.22). Dabei
akkumulierten in Stdmmen des klonalen Komplexes PA14 die Deletionen in der Nihe des
Replikationsterminus, wobei vier 9 - 144 kb grofe Deletionen einen gemeinsamen Bruch-
punkt teilten. Die fehlenden Gene dieser grofsen Blocke betrafen Gene des Siderophors
Pyoverdin, Stoffwechselwege des Kohlenhydrat- und Aminosduremetabolismus und die
extrazellulire Matrixkomponente Psl, welche die Abwehrlinie gegen Antibiotika wihrend
der initialen Phase der Biofilmbildung darstellt (Colvin et al., 2012). Das Las quorum-
sensing System fehlte in einem PA14-Umweltisolat und vier klinischen Klon C Isolaten.
Andere Deletionen entfernten das Adhesin CdrA, die c-di-GMP Synthetase SiaD sowie
Cytochrom C Oxidase-, Chemotaxis- oder Typ-III-Sekretionsoperons (Tab. S9).

Neben den grofen Deletionen, welche komplette (Genblécke aus den Genomen entfernten,
waren auch zahlreiche kleine Insertionen und Deletionen (Indels) zu finden. Diese Indels

mit einer Linge kiirzer als zehn Nukleotide akkumulierten in den nicht-kodierenden Re-
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gionen des Klon C oder Klon PA14 Chromosoms (p < 107%) (Abb. 3.23). Eine Insertion
oder Deletion, welche das Leseraster der betroffenen kodierenden Region nicht verschob,
wurde in 25% (C) bzw. 30% (PA14) der Stdmme beobachtet. Die Mehrheit dieser Indels
sollte keine funktionellen Konsequenzen nach sich ziehen und somit als neutral klassifi-
ziert werden. Im Gegensatz dazu wird von Leserasterverschiebungen angenommen, dass
sie zu verkiirzten und/oder nicht-funktionalen Genprodukten fithren. Leserasterverschie-
bungen betrafen vor allem ORFs von bislang nicht charakterisierter Funktion (Abb. 3.23,
p = 0,029; Exakter Test nach Fisher). Bemerkenswert war, dass Isolate mit fiinf oder
mehr Leserasterverschiebungen einzig in einer Subgruppe von CF-Isolaten auftraten, wo-
von acht Isolate 18 - 44 Leserasterverschiebungen zeigten. Dabei ist davon auszugehen,
dass die Verschiebungen einige funktionell charakterisierte Gene inaktivieren, welche fiir
Elemente der Motilitdt, der Adhérenz, der Biofilmbildung, des Antibiotikatransports, der
Signaliibermittlung oder der Virulenz kodieren (Tab. S10).
Klon PA14 Klon C ¢

CFICOPD Isolate
intergenische Region

B Annotationsklasse 1 oder 2
[ Annotationsklasse 3 oder 4

42

31 "’

196

Umweltisolate
intergenische Region

B Annotationsklasse 1 oder 2

[ Annotationsklasse 3 oder 4

Isolate aus akuten Infektionen
intergenische Region

. Annotationsklasse 1 oder 2

. Annotationsklasse 3 oder 4

Abbildung 3.23: Verteilung der Indels sortiert nach Habitat und Annotationsklassen.

Die Hot-Spots der Leserasterverschiebungen in CF-Isolaten waren das multiple Antibioti-
karesistenz Efflux Operon mexR-mexA-mexB-oprM (6x), der Polyamintransporter PotA
(4x) und das Schliisseltransportprotein der Fettsduresynthese FabG (4x). Fiinf Klon C
und alle Klon PA14 Isolate trugen Leserasterverschiebungen in ladS. Diese hybride Sen-
sorkinase kontrolliert die reziproke Expression fiir Gene der Typ-III-Sekretion und von
Biofilm-férdernden Polysacchariden (Ventre et al., 2006). Von der Leserasterverschiebung
in ladS konnte gezeigt werden, dass sie die Aktivitdt des Typ-lI1I-Sekretionssystems in
Klon PA14 erh6ht (Mikkelsen et al., 2011).

3.2.7 Identifikation von stammspezifischen Genen

Alternativ zu Einzelnukleotidaustauschen sowie kleinen und grofen Insertionen und De-
letionen, kann die stammspezifische Akquise von Genen die Fitness, die Lebensweise und
die metabolische Kompetenz eines klonalen Komplexes modulieren. Ein umfangreiches

Repertoire an zusétzlichen Genen wurde in den individuellen Stimmen des Klon C und
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auch des Klon PA14 Komplexes detektiert (Tab. 3.14). Im Median hatte ein Klon PA14
oder Klon C Isolat 170 bzw. 103 Gene aufgenommen (p < 0,001 fiir den Vergleich zu-
sitzlicher Gene zwischen PA14 und C) (Tab. 3.16, 3.17). Dabei wurden 80% der néchsten
Orthologen in anderen, bereits annotierten P. aeruginosa Stammen oder Mitgliedern des
Genus Pseudomonas identifiziert. Der Ursprung der restlichen 20% der zusétzlich erwor-

benen Gene wurde phylogenetisch entfernteren Taxa zugeordnet.

Tabelle 3.15: Ubersicht iiber stammspezifische Gene in den klonalen Komplexen C und
PA14.

Funktionelle Kategorie stammspezifische Gene
Klon PA14  Klon C
Adaptation, Schutz 101 127
Aminosaurebiosynthese und -metabolismus 88* 6
Antibiotikaresistenz und -suszeptibilitit 19 40
Biosynthese von Kofaktoren und prosthetischen Gruppen 14 8
Kohlenstoffkatabolismus 62 275
Zellteilung 37 13
Zellwand, LPS, Kapsel 15 62*
zentraler Intermediérstoffwechsel 0 18*
Chaperone 0 7
Chemotaxis 0 4
DNA Replikation, Modifikation, Reparatur 88 187
Energiemetabolismus 41 132*
Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus 45* 0
Hypothetische und unklassifizierte Proteine 2.177 2.138
Membranproteine 11 0
Motilitdt und Anheftung 56 47
Nukleotidmetabolismus 101 53
Proteinsekretion /Exportapparat 4 11
putative Enzyme 0 0
Phage, Transposon, Plasmid 450* 210
sekretierte Faktoren (Toxine, Enzyme, Alginate) 46* 0
Transkription, RNA-Prozessierung und -Degradation 0 0
Transkriptionelle Regulatoren 170 95
Translation, postranslationale Modifikation 58 50
Transport kleiner Molekiile 149 201
Zwei-komponenten Regulationssystem 18 11

signifikant (p<0,05) iiber- (fett) oder unterreprisentiert (fett, unterstrichen) im Klon verglichen

mit dem Pangenom.
*=signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen Klon C und Klon PA14.

Alle p-Werte wurden korrigiert durch multiples Vergleichen nach dem Bonferroni Algorithmus.
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Tabelle 3.15 fasst das gesamte Repertoire der stammspezifischen Gene der beiden klona-
len Komplexe sortiert nach deren funktioneller Kategorie zusammen. Gene der mobilen
genetischen Elemente wie Phagen und Plasmide sowie hypothetische Gene mit Produk-
ten unbekannter Funktion waren signifikant iiberreprésentiert innerhalb der stammspezi-
fischen Gene beider klonalen Komplexe. Diese Erkenntnis entsprach der Erwartung, da
Phagen, Transposons und Plasmide die klassischen Vehikel des horizontalen Gentransfers
darstellen, welcher Gene in einen individuellen Stamm oder einen klonalen Komplex inte-
griert. Im Gegensatz dazu waren Gene, welche fiir Transkriptionselemente oder Elemente
des intermedidren Metabolismus kodieren, selten oder gar nicht innerhalb der stammspe-
zifischen Gene vertreten.

Nichtsdestotrotz konnte ein unterschiedliches Repertoire an Genen identifiziert werden,
welche die metabolische Kompetenz der Bakterien, Substrate umzusetzen, férdern. Die
Stdmme des klonalen Komplexes PA14 trugen im Vergleich zu Klon C eine signifikant
grokere Anzahl von Genen des Aminosiure- oder Fettsiuremetabolismus und der sezer-
nierten Faktoren. Auch kodierten die PA14 Isolate zusétzlich mehr mobile Gene, welche
ihren Ursprung in Phagen, Transposons und Plasmiden hatten. Eine mogliche Begriindung
dafiir ist die etwas geringere Genomgrofe der PA14 Referenz (6,5 Mbp) verglichen mit der
Klon C Referenz (6,9 Mbp). Da die unterschiedliche Genomgrofe mit zusétzlichen Genen
des akzessorischen Genoms erkliart werden kann, haben die Klon PA14 Stdmme noch das
Potential, mehrere Gene zusétzlich in ihr Genom zu inkorporieren. Die Stdmme des klo-
nalen Komplexes C kodierten, verglichen mit PA14, ein groferes Repertoire an Elementen
des Kohlenstoffmetabolismus, des Intermedidrstoffwechsels und des Energiemetabolismus
(Tab. 3.15). Diese zusitzlichen Gene der Kohlenstoffverwertung kénnen eine Begriindung
dafiir sein, warum Klon C eine dominierende Stellung innerhalb der weltweiten Popula-
tion einnimmt. Eine detaillierte Auflistung der stammspezifischen Gene befindet sich in
Tabelle S11.
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Tabelle 3.16: Stammspezifische Gene im klonalen Komplex PA14. Taxonomische Her-
kunft des orthologen Gens héchster Homologie anhand von BLAST-Resultaten.

Zahl an P. aeru- Pseudo- ~-Proteo- Andere
Isolat stammspez. Genen  ginosa  monaden bakterien  Taxa
6 114 52 42 4 16
12_D2 249 112 93 22 22
12 SA1 175 92 45 18 20
37 286 127 116 9 34
55F6 107 62 33 2 10
61Pf 213 105 81 7 20
86PA2 107 75 25 3 4
110 _ES8 284 97 117 28 42
120B6 165 93 49 10 13
158 493 272 126 46 49
209 109 50 43 5 11
212 116 53 45 3 15
228 96 37 44 3 12
338 230 129 69 8 24
487 17 6 1 0 10
AL159 37 27 9 0 1
CF6 376 143 157 39 37
CF12 470 186 172 42 70
CF13 498 161 254 30 53
K2 286 147 81 21 37
K6 162 97 48 4 13
K9 532 271 159 37 65
K10 202 115 46 20 21
K12 247 162 52 14 19
PA14 0 0 0 0 0
PT2 420 275 89 16 40
RN3 251 145 59 15 32
RZ2 320 155 152 11 2
SS8 165 113 38 7 7
Zw85 79 47 26 1 5
202 112 51 40 6 15
250 187 130 43 9 5
324 78 51 19 3 5
CF1 198 104 68 b} 21
CF4 87 44 27 10 6
K3 83 57 18 2 6
K4 215 128 55 8 24
K7 159 83 61 8 7
K8 162 70 46 4 42
K14 147 89 35 7 16
WU5 178 151 22 2 3
Median 170 97 47 8 16
Mittelwert 203 105 66 12 21
Summe 8.526 4.412 2.753 494 867
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Tabelle 3.17: Stammspezifische Gene im klonalen Komplex C. Taxonomische Herkunft
des orthologen Gens héchster Homologie anhand von BLAST-Resultaten.

Zahl an P. aeru-  Pseudo-  +-Proteo- Andere
Isolat stammspez. Genen ginosa monaden  bakterien Taxa
10SA1 403 104 124 171 4
12_F8 96 61 16 4 15
12 SB1 216 108 36 22 50
17 79 61 4 2 12
28PA3 243 88 142 5 8
36 109 70 24 3 12
69 70 49 6 6 9
84 248 97 70 20 61
87 128 71 28 8 21
97 89 78 5 0 6
110 188 133 31 8 16
110 D4 156 98 36 8 14
115 86 59 18 1 8
124 64 53 0 0 11
142 128 80 29 6 13
159 227 120 71 20 16
179 64 51 4 1 8
214 104 65 25 6 8
237 48 41 1 0 6
240 16 8 3 1 4
343 77 60 5 2 10
426 89 65 8 4 12
584 63 53 4 1 5
642 110 60 25 5 20
702_D3 86 58 10 1 17
747 165 96 33 17 19
800 57 50 1 0 6
902 D1 214 106 28 69 11
AL962 197 83 77 12 25
C17 140 78 23 14 25
CF2 350 213 88 26 23
CF3 189 115 58 4 12
CF5 177 110 53 6 8
CF7 91 71 11 2 7
CF8 193 124 50 5 14
CF10 121 83 20 7 11
CF11 115 88 14 4 9
K5 56 45 2 2 7
K11 96 74 12 2 8
K13 100 68 12 1 19
K15 57 44 1 2 10
K16 155 86 21 23 25
K17 516 244 193 31 48
K18 188 127 35 6 20
K19 199 89 82 11 17
K20 104 63 13 10 18
PJC 70 57 4 1 8
SG1 1 0 0 1 0
SG17m 90 72 5 1 12
SG5H0m 59 47 3 1 8
SS30 103 87 3 5 8
W5Aug28 90 67 7 2 14
WI1 79 65 4 1 9
WU2 126 108 4 7 7
B6470 55 46 2 1 6
10 _C1 58 53 1 1 3
10SB1 84 69 14 1 0
Median 103 71 14 4 11
Mittelwert 131 79 28 10 14
Summe 7.482 4.519 1.599 581 783
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3.2.8 Diskussion der Ergebnisse des intraklonalen Genomverglei-

ches

Im Hauptteil dieser Arbeit wurden 57 Klon C und 42 Klon PA14 Isolate mit der SOLiD
Technologie sequenziert. Basierend auf den so gewonnenen Genomdaten konnte die Diver-
sitdt und das genetische Repertoire innerhalb der beiden klonalen Komplexe untersucht
und mit unverwandten Stdmmen verglichen werden (Hilker et al., 2015). Die Isolate wur-
den sowohl aus akuten und chronischen Patienteninfektionen als auch aus der Umwelt
isoliert. Die meisten Isolate der chronischen CF-Infektion waren Erstisolate von - bis da-
hin - Pseudomonas-freien Patienten, und es lief sich nicht mit abschliefender Sicherheit
klaren, ob die Bakterien aus der Umwelt stammten oder direkt von anderen Patienten
iibertragen worden waren. Zu vermuten ist, dass die Infektionen in den meisten Fillen
von Umweltisolaten ausgingen (Gibson et al., 2003) und nicht von bereits stark an das
individuelle Lungenhabitat einzelner Patienten angepassten Bakterien. Bei Festlegung der
Stamme wurde darauf geachtet, aus vorliegenden sequentiellen Isolaten nur das Erstisolat
auszuwahlen, um die Diversitat unabhingig von Evolutionsereignissen wihrend der Adap-
tation an die CF-Lunge, die bereits ausgiebig untersucht wurde, zu betrachten (Cramer
et al., 2011, 2012; Rau et al., 2012; Jorgensen et al., 2015; Williams et al., 2015). Ein
Grokteil der Isolate wurde in Deutschland isoliert (71%), knapp ein Drittel der Stdmme
stammt aus anderen Landern (29%). Isolate aus Siidamerika, Afrika, Asien und Australien
waren in der Analyse nicht vertreten. Trotz dieser Uberreprisentation einiger Regionen in
den Klon C und Klon PA14 Sammlungen konnte jedoch, mit Ausnahme weniger Gemein-
samkeiten in der Zusammensetzung des akzessorischen Genoms, keine Gruppierung von
bestimmten Genomcharakteristika innerhalb eines Habitats festgestellt werden. Dieser
Umstand kann als Beweis dafiir angesehen werden, dass die Isolate unabhingig vonein-
ander evolviert sind.

Fiir die Sequenzierungen galt es, die bekannten Probleme, die sich aus dem hohen GC-
Gehalt von P. aeruginosa (66%) ergeben, zu minimieren. Dazu wurde fiir die Sequenzie-
rung der GC-reichen P. aeruginosa Isolate eine Optimierung des Sequenzierungsprotokolls
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass auch besonders GC-reiche Abschnitte ausreichend
durch Sequenzierungsreads représentiert werden und so moglichst das gesamte Genom
der einzelnen Stdmme abgedeckt wird (vgl. Kap. 2.4.2). Die Tabellen 3.8 und 3.9 zeigen,
dass bei nur wenigen Ausnahmen konstant mehr als 90% des jeweiligen Referenzgenoms
NN2 oder PA14 abgedeckt wurden. Selbst die Isolate mit der geringsten Anzahl an Reads
zeigten mehr als 80% der Sequenz der Referenzgenome. Eine komplette Abdeckung der
Referenzsequenz in einem Grofiteil der Stimme war nicht zu erwarten, da jedes Isolat
eine stammspezifische Signatur des akzessorischen Genoms aufwies, die sich von der des
Referenzgenoms unterschied. Hier stellt sich die Frage, ob eine héhere Genomabdeckung

bei den damit verbundenen Kosten tatséchlich erstrebenswert wére, da nicht sichergestellt
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ist, dass die fehlenden Bereiche zur vollstandigen Abdeckung des Referenzgenoms iiber-
haupt in den Stdmmen kodiert sind. So trugen die Isolate andere genomische Inseln und
RGPs als die Referenzstimme NN2 und PA14 oder zumindest andere Varianten dieser
mobilen Elemente. Ferner kann es sich bei den nicht durch Reads abgedeckten Bereichen
ebenso um hochrepetitive Elemente handeln, die bei Sequenzierungen mit relativ kurzen
Reads (75 bp) oft nicht rekonstruierbar sind. In diesem Fall wére es erstrebenswert, die
Sequenzierung mit langen Reads (> 1.000 bp) durchzufiihren, die z.B. bei der PacBio-
Sequenziermethode (Firma Pacific Biosciences) moglich sind (Au et al., 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in beiden klonalen Komplexen das Kernge-
nom stark konserviert ist und nur wenige Mutationen in diesen Bereichen lokalisiert sind.
Diese Aussage wurde sowohl durch die sehr langen Bereiche gemeinsamer DNA (,Haplo-
typen®), deren Lange im Median 99 kb in Klon C und 163 kb in Klon PA14 betrug, als
auch durch die geringe Anzahl der Einzelnukleotidaustausche (SNPs) innerhalb der klo-
nalen Komplexe verdeutlicht (Tab. 3.10). Bei der Bestimmung der Haplotypen werden
Genominversionen, -insertionen und -deletionen der Stdmme im Vergleich zur Referenzse-
quenz aufer Acht gelassen. Dieser Fehler ist zu tolerieren, da Genomrearrangements, die
einen Einfluss auf die Lénge syntenischer DNA-Blécke haben, zu den seltenen Ereignissen
innerhalb der klonalen Komplexe ziahlen.

Zeigten unverwandte Stdmme im Vergleich zur Referenz PAO1 mindestens 20.000 Einzel-
nukleotidaustausche (Hilker et al., 2015), wiesen die Staimme der klonalen Komplexe C
(2.568) und PA14 (156) im Median weniger SNPs gegeniiber den jeweiligen Referenzgeno-
men NN2 bzw. PA14 auf. Das Klon PA14 Isolat PT2 zeigte von allen untersuchten Isolaten
den Maximalwert von 6.364 SNPs, was jedoch nur einem Viertel der SNPs im Vergleich zu
der Anzahl zwischen unverwandten Klonen entsprach. In Fillen mit mehr als 1.000 SNPs
pro Isolat wurde festgestellt, dass die Punktmutationen hauptséchlich in den mobilen Ele-
menten lokalisiert waren. Diese Tatsache deutete darauf hin, dass in der P. aeruginosa
Population verschiedene Varianten einiger genomischer Inseln prasent sind. Substrahiert
man die SNPs in den Bereichen der genomischen Inseln, reduziert sich die Anzahl der
SNPs in beiden klonalen Komplexen im Median auf unter 150 Einzelnukleotidaustausche
pro Stamm. Das bedeutet, dass nach vielen Millionen Bakteriengenerationen innerhalb
eines klonalen Komplexes ein chromosomales Riickgrat des Kerngenoms geschaffen wur-
de, welches kaum noch Verdnderungen durchlduft. Auch der sternférmige phylogenetische
Baum verdeutlichte diese Tatsache. So waren die Stdmme unabhingig voneinander, und
es liefs sich keine habitatbezogene Segregation innerhalb der Einzelnukleotidaustausche
des Kerngenoms feststellen. Nur in wenigen Féllen wurden mehrere Isolate auf einem ge-
meinsamen Ast positioniert und teilen sich somit ein zu 100% identisches Kerngenom. Die
Mehrzahl der Isolate war verstreut um einen gemeinsamen Ursprung angeordnet, was ein
weiterer Hinweis darauf war, dass das Kerngenom der klonalen Komplexe gefestigt ist und

nicht in eine Richtung evolviert. Dies bestétigt, dass in der Auswahl der Stdmme mit der
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Uberreprisentation von Isolaten aus Deutschland kein entscheidender Fehler begangen
worden war.

Studien von CF-Langzeitverldufen hatten gezeigt, dass in den CF-Isolaten wdhrend des
Verlaufs nur wenige zusétzliche Mutationen hinzukommen, solange sich kein Hypermuta-
torphénotyp herausbildet (Cramer et al., 2012; Markussen et al., 2014). Untersuchte man
die Einzelnukleotidaustausche der Stamme getrennt nach Habitaten, liellen sich beim Ver-
gleich der intraklonalen Diversitit zwischen den klonalen Komplexen C und PA14 sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede finden. Dabei galt zu beachten, dass lediglich
sechs Isolate des klonalen Komplexes PA14 aus der Umwelt stammen. Schon wenige Iso-
late mehr wiren in der Lage, das Bild nachhaltig zu verdndern oder zu festigen. Sollte sich
die Moglichkeit ergeben, weitere Umweltstdmme zu untersuchen, sollte diese Moglichkeit
wahrgenommen werden, um den gewonnenen Gesamteindruck weiter zu festigen.

Die Suche nach Genomregionen mit einer hohen Mutationsfrequenz zeigte, dass die meis-
ten Mutationen in mobilen Elementen oder Phagen- und Plasmid-bezogenen Genen loka-
lisiert waren. Eine Ausnahme davon war der Stamm PT2, welcher eine grofse SNP-Zahl in
den 22 Genen des Kerngenoms akkumulierte, welche die kleine mobile Insel RGP31 des
akzessorischen Genoms flankierten (Tab. S5). Diese lokale Akkumulation wurde vermut-
lich durch homologe Rekombination eines Teils des Kerngenoms mit einem anderen Klon
verursacht.

Einen Kontrast zum hohen Konservierungsgrad des Kerngenoms stellte die Diversitéit des
akzessorischen Genoms dar, welches sowohl eine hohe Variabilitdt in der Zusammenset-
zung von genomischen Inseln und Regionen genomischer Plastizitét (RGP), als auch in den
Einzelnukleotidaustauschen dieser Bereiche aufwies. Diese hohe Diversitit konnte schon in
unverwandten Stdmmen nachgewiesen werden (Hilker et al., 2015). Bemerkenswert dabei
war die geringe Ahnlichkeit innerhalb der Zusammensetzung des akzessorischen Genoms.
So konnte in dieser Arbeit durch paarweise Vergleiche der Zusammensetzung des akzesso-
rischen Genoms von Vertretern der klonalen Komplexe C und PA14 gezeigt werden, dass
diese nur eine minimal héhere Ahnlichkeit zueinander aufwiesen als unverwandte Stimme
(vgl. Kap. 3.2.2). Somit weist jedes Isolat eine stammspezifische Zusammensetzung des
akzessorischen Genoms auf. Trotz dieser hohen Plastizitdt konnte fiir das akzessorische
Genom in einigen Féllen eine habitatbezogene geografische Segregation festgestellt wer-
den. Ergebnisse fiir [solate, welche innerhalb von drei Jahren aus einer Fliche vergleichbar
mit Niedersachsen isoliert wurden, verdeutlichten, dass es einen vom Kerngenom unab-
hiangigen DNA-Pool des akzessorischen Genoms gibt, welcher innerhalb lokal begrenzter
Gebiete zwischen den Isolaten ausgetauscht wird.

Die Analyse von Einzelnukleotidaustauschen demonstrierte, dass fiir kein Isolat der sta-
tistische, auf den GC-Gehalt normalisierte Erwartungswert 2 = 29 des Verhéltnisses von

— 91

U erreicht wurde. Fiir den Grokteil

synonymen zu nicht-synonymen Austauschen (m

der Stamme lagen die Werte jedoch im oberen Konfidenzintervall des Erwartungswertes,
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und die Stdmme zeigten mehr Aminosdureaustausche als stille Mutationen. Zusétzlich

syn

nicht—syn dem

konnte festgestellt werden, dass sich mit steigender SNP-Zahl das Verhéltnis
Wert vier anndherte, welcher auch beim Vergleich von unverwandten Stimmen gefunden
wurde (Hilker et al., 2015). Somit n&hern sich bei Isolaten, welche sich im phylogeneti-

schen Baum aufgrund ihrer hohen Zahl an Einzelnukleotidaustauschen weit vom Ursprung

syn

entfernen, die Werte —-—
nicht—syn

denen unverwandter Stdmme an. Es ist somit nur eine Frage
der Zeit, bis aus diesen Isolaten ein neuer Klon entsteht.

Mutationen in nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs) wurden in héherer Anzahl in Vertre-
tern des klonalen Komplexes C identifiziert. Diese Tatsache ist sofern nicht verwunderlich,
da fiir den klonalen Komplex PA14 bislang lediglich intergenische RNAs annotiert sind
(Wurtzel et al., 2012). Da im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde, dass viele Mutatio-
nen in kodierenden Bereichen lokalisiert sind, kann dies die geringere Zahl der Mutationen
in den ncRNAs von PA14 erkliaren. So ist es nicht moglich zu postulieren, dass der klona-
le Komplex C generell mehr Nukleotidaustausche in ncRNAs zeigt als PA14. Abbildung
3.20 zeigt, dass die Einzelnukleotidaustausche in ncRNAs der beiden klonalen Komplexe in
héchstens 15 bis 20 Isolaten auftraten. Als Ausnahme zeigten Vertreter von Klon C einige
wenige Mutationen, die in nahezu allen Isolaten priasent waren. Bei allen SNPs, welche in
mehr als 40 Stdmmen auftraten, konnte es sich dabei allerdings auch um Sequenzierfehler
oder stammspezifische Nukleotidaustausche des Referenzgenoms NN2 handeln.
Betrachtet man die Gesamtheit der Aminosdureaustausche in Klon C, unterscheidet sich
die Verteilung der betroffenen Proteine auf die funktionellen Kategorien komplett von
den entsprechenden Ergebnissen fiir das P. aeruginosa Pangenom (Hilker et al., 2015).
Hingegen zeigten die Ergebnisse fiir den klonalen Komplex PA14 lediglich in 16 von 26
Kategorien signifikante Unterschiede. Untersuchte man nur die drastischen Aminosdure-
austausche (Dayhoffklasse < 5), zeigte der klonale Komplex C fiir die Hélfte der Kate-
gorien einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum Pangenom, der klonale Komplex
PA14 jedoch nur in sechs Kategorien. So lisst sich feststellen, dass das Spektrum der
betroffenen Aminosdureaustausche innerhalb der Klone C und PA14 unterschiedlich im
Vergleich zum Kerngenom aller P. aeruginosa war. Diese Erkenntnis war erkldrbar, wenn
man die evolutionére Zeitskala der Sequenzvariationen innerhalb einer Spezies und seiner
klonalen Komplexe verglich. Ein klonaler Komplex in P. aeruginosa war durch einen kon-
servierten chromosomalen Rahmen und eine geringe Diversitdt der Aminosduresequenz
charakterisiert. Die wenigen nicht-synonymen Mutationen waren in den meisten Féllen
kladenspezifisch, und die betroffenen Proteine sind an der Kommunikation der Bakterien
mit ihrer Umwelt beteiligt. Dieser Umstand deutet auf ein habitatbezogenes Auftreten
eines Vorfahren im Zeitraum von Tagen bis hin zu Jahrzehnten hin. Andererseits stellen
die konservierten Proteinvariationen zwischen unverwandten Stdmmen verschiedener klo-
naler Linien ein Resultat von vielen Millionen Jahren negativer Selektion dar.

Ein typisches P. aeruginosa Isolat zeigte im Vergleich zum jeweiligen Referenzgenom NN2
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bzw. PA14 im Median fiinf (Klon C) bzw. vier (Klon PA14) kleine Insertionen oder De-
letionen (Indels). Ein wiederkehrendes Ziel verschiedener Indels war das Gen ladS. Die
in der Population weit verbreitete Anwesenheit der Leserasterverschiebungen dieses Gens
in allen untersuchten PA14-Stammen legt nahe, dass die ansteigende Zytotoxizitdt durch
die Mutationen in [adS als ein phanotypisches Charakteristikum des klonalen Komplexes
PA14 gesehen werden kann. Der Bruch des Leserasters von ladS scheint, wie die in der
Literatur beschriebenen Mutationen der Gene gacS und retS, ein paradigmatisches Bei-
spiel dafiir zu sein, wie das Ausschalten eines einzelnen Gens den kompletten Phénotyp
verdndern kann (Bezuidt et al., 2013; Sall et al., 2014). Mutationen, die zum Funktions-
verlust fithren, haben demnach einen grofsen Einfluss auf die phénotypische Diversitat
eines klonalen Komplexes.

Zusitzlich zu den kurzen Indels wurden in einigen Stdmmen auch grofse Deletionen inner-
halb des Kerngenoms detektiert, die sich in den PA14 Stdmmen um den Replikationster-
minus anhduften und Gene des Siderophors Pyoverdin oder die extrazellulire Matrixkom-
ponente Psl betrafen. Da Psl in der Biofilmbildung im Rahmen der Antibiotikaresistenz
eine wichtige Rolle einnimmt (Colvin et al., 2012), sind Isolate mit fehlendem Protein ver-
mutlich anfélliger fiir bakterizide Stoffe und kénnen in CF-Patienten ggf. keine chronische
Infektion induzieren.

Trotz der fiir die 100 Genome erzielten Sequenziertiefe von mehr als einer Million Reads
pro Isolat war eine Aussage iiber grofse Insertionen nur moglich, wenn diese in Form
bekannter genomischer Inseln oder RGPs auftraten und die Insertionsstellen bekannt wa-
ren. Daher war eine Aussage iiber die potentielle Lokalisation nur vergleichend mit den
Ursprungsstammen der genomischen Inseln und RGPs moglich, da angenommen wurde,
dass mobile Elemente stets in dieselben Regionen des Kerngenoms inserieren. Um diese
Annahme zu verifizieren und die Lokalisation der Insertionen nachzuweisen, miissten die
Genome aller Stimme geschlossen oder mittels Makrorestriktionskartierungen und Puls-
feldgelelektrophorese untersucht werden. Damit liefsen sich zusédtzlich auch freie Plasmide
und Genominversionen nachweisen. Der Versuch, Genominversionen anhand von chiméren
Reads zu identifizieren, von denen Fragmente auf auseinanderliegenden Genompositionen
kartiert worden waren, und somit einen Inversionsbruchpunkt {iberspannten, wurde nicht
weiter verfolgt. Fiir den Stamm B6470 waren aus Makrorestriktionskarten bereits Inver-
sionen groferer Bereiche des Genoms bekannt (Romling et al., 1997). Im in silico Ansatz
der Analyse chimérer Reads konnte jedoch keine dieser Inversionen nachgewiesen werden.
Vielmehr wurde eine grofe Anzahl angeblicher zusétzlicher grofser Inversionen angezeigt.
Aus diesem Grund wurde die Analyse verworfen, da die Lange und Qualitit der SOLiD-
Sequenzierungsreads keine verlissliche Auflésung solcher Inversionsbruchpunkte gewéhr-
leistet und zusétzlich viele falsch positive Ergebnise anzuzeigen scheint. Somit miissten
die Inversionen iiber Restriktionsverdau und nachfolgender Pulsfeldgelelektrophorese oder

PacBio-Sequenzierungen nachgewiesen werden.
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Zusétzlich zu den bekannten genomischen Inseln und RGPs hatten die Isolate beider klo-
naler Komplexe im Schnitt 100 Gene zuséitzlich aufgenommen, wobei die meisten dieser
ORFs die grokte Ahnlichkeit zu Genen aus Pseudomonaden hatten. Das ist insofern nicht
verwunderlich, da zu erwarten ist, dass der Genaustausch eher zwischen Vertretern dersel-
ben Spezies als mit Vertretern fremder Spezies stattfindet. Da die meisten, der aus nicht
gegen die Referenz kartierten Reads generierten Contigs nur den Bruchteil einer typischen
Genlénge beinhalteten (Contigs aus 200 - 300 Nukleotiden), wurden alle ORFs, welche
90% Sequenzidentitat iiber 80% der Genlidnge aufwiesen, zusammengefasst. Das schloss
jedoch nicht aus, dass einige Genvarianten mit geringerer Sequenziibereinstimmung als
verschiedene Gene interpretiert und somit eine zu hohe Zahl zuséitzlicher Gene angegeben
wurde. Fiir viele der stammspezifischen Gene konnten keine Hinweise auf die potentiel-
len Funktionen der kodierten Proteine gefunden werden. Bemerkenswert war jedoch, dass
Klon C Isolate signifikant mehr Gene des Kohlenstoffmetabolismus akquiriert hatten. Da
P. aeruginosa in der Regel Glukose nur iiber den Entner-Douderoff-Weg verstoffwech-
selt und bevorzugt auf Succinat oder Citrat als Kohlenstoffquelle wichst, konnten diese
zusitzlichen Gene die dominante Stellung von Klon C innerhalb der P. aeruginosa Po-
pulation erkldren. So kann es fiir Klon C Isolate einen Wachstumsvorteil darstellen, iiber
einen vielseitigeren Kohlenstoffmetabolismus als andere klonale Komplexe zu verfiigen.
Die Entdeckung, dass stammspezifische Gene mit Ausnahme der Gene des Kohlenstoffme-
tabolismus in Klon C nur wenige weitere Metabolismus-Proteine kodierten, deutet darauf
hin, dass das genetische Repertoire des P. aeruginosa Kerngenoms bereits ausreicht, um
fiir ein breites Spektrum an Umweltbedingungen einen funktionierenden Metabolismus
und Zellwachstum zu gewéhrleisten.

Basierend auf Studien von Referenzstiammen wie PAO1 wird es mittlerweile als Lehrbuch-
wissen vermittelt, dass P. aeruginosa bevorzugt Amino- und Fettsduren als Kohlenstoff-
quelle des Intermedidr- und des Energiestoffwechsels nutzt (Katabolische Repressionskon-
trolle, engl ,catabolic repression control”) (Linares et al., 2010). Die Genomanalysen dieser
Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass die Repression der Aufnahme und des Katabolis-
mus von Zuckern nicht in allen P. aeruginosa ausgepragt ist. Einige klonale Linien, wie
die des haufigsten Klons C, scheinen die durch das Kerngenom gegebene Limitierung der
Zuckerverwertung durch die Aufnahme von Genen des Kohlenhydratmetabolismus iiber
horizontalen Gentransfer oder Mutationen von Schliisselregulatoren zu iiberwinden. Diese
Tatsache wurde bereits fiir P. aeruginosa Isolate der CF-Lunge berichtet (Silo-Suh et al.,

2005). Hierzu steht eine Validierung durch Enzymaktivitdtsmessung noch aus.
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3.3 Kompetitive Wachstumsexperimente

Die bisherigen Kapitel behandelten die genomische Zusammensetzung und die intraklonale
Diversitét der einzelnen Klone. Dieses Kapitel beschreibt Untersuchungen dazu, inwieweit
sich intraklonale Genomvariationen in der Fitness der einzelnen Stimme eines klonalen
Komplexes niederschlagen. Dazu wurden Subgruppen von Klon C oder Klon PA14 Stam-
men gemeinsam in planktonischen Kulturen im nahrstoffreichen LB- sowie ndhrstoffarmen
Mineralmedium kultiviert und die Zusammensetzung der Kulturen zu definierten Probe-
nahmezeitpunkten (0 h, 48 h, 120 h) untersucht (Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Flussdiagramm der kompetitiven Wachstumsexperimente in LB- und
Minimalmedium.

Um sicherzustellen, dass die zu erwartenden Fitnessunterschiede auf individuelle Stammei-
genschaften und nicht auf die Aktivitat bakterizider Pyocine zuriickzufiihren war, wurde
vor dem eigentlichen Wachstumsexperiment die Toleranz eines Stamms gegeniiber den

Pyocinen der anderen Stidmme getestet. Pyocine sind bekannt dafiir, selbst innerhalb
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nah verwandter Stamme bakterizide Wirkungen zu entfalten (Michel-Briand und Baysse,
2002). Die Bakterienstimme sind jedoch in der Lage, sich durch neutralisierende Antito-
xine vor Pyocinen zu schiitzen.

Zur Vermeidung Pyocin-vermittelter Wachstumsinhibition wurden die einzelnen Stdmme
zuerst in silico auf die Anwesenheit und nachfolgend auf Mutationen in den Pyocinloci
untersucht. Das NN2 Referenzgenom weist einen Pyocinlocus (PANN43030) aus. Dieser
war in allen Stimmen vorhanden, und es wurden keine Mutationen in diesem Locus ge-
funden. Das Referenzgenom PA14 beinhaltet drei Pyocinloci (PA14 13940, PA14 49520,
PA14 59220). Dabei war ein Locus in allen Stdmmen vorhanden, welcher jedoch einen
Aminosidureaustausch in einem Stamm zeigte. Ein zweiter Locus fehlte in einem Stamm
und zeigte einen Aminosdureaustausch in einem zweiten Stamm. Der dritte Locus war nur

in 31 Stdmmen vorhanden und enthielt ebenfalls eine zusétzliche Mutation (Tab. 3.18).

Tabelle 3.18: Ubersicht iiber die Pyocinloci der klonalen Komplexe C und PA14.

klonaler Komplex Locus nicht prasent in Mutationen
Klon C PANN43030 - -
Klon PA14 PA14 13940 CF12 (E189V)

PA14 49520 PT2, K9 146 (M424V)
PA14 59220 110 ES8, 250, 55F6, CF12, 113 (C200P)
CF13, CF4, K4, K9, PT2,

RZ2, SS8

Alle Stimme mit einer mutierten Pyocinvariante wurden im Vorhinein von den Fitnessex-
perimenten ausgeschlossen. Fiir nachfolgende Wachstumskontrollen wurden die Stdmme
dann in Gruppen zusammengefasst, kultiviert und die Uberstinde auf Platten mit Ein-
zelstdmmen pipettiert (siehe Kapitel 2.24.1). Alle Stdmme, die kein Wachstum zeigten
und daher sensitiv gegeniiber den Pyocinen in den Uberstéinden zu sein schienen, wurden
ebenfalls nicht in den Fitnessexperimenten verwendet. Als gegenseitig Pyocin-tolerierende
Stamme verblieben schliefslich zehn Klon PA14 und 32 Klon C Stdmme. Die reduzierte
Anzahl zeigt auch, dass keine feste Korrelation zwischen der in silico Vorhersage der Pyo-
cine und deren tatsdchlicher Wirkung in Wachstumskulturen bestand.

Die verbleibenden Stimme wurden in gleichen Verhiltnissen aus separaten Ubernacht-
kulturen zu einem anfinglichem Inokulum mit einer OD von 0,1 vermischt und bei 37°C
inkubiert. Innerhalb der ersten 48 h nach Inokulation wurde alle 12 Stunden ein Medien-
wechsel durchgefiihrt, bei dem die Kultur wieder auf eine OD von 0,1 verdiinnt wurde.
Anschliefsend wurde die Bakterienkultur fiir weitere 72 h ohne weiteren Medienwechsel
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0 h, 48 h und 120 h nach Beginn des Experiments wurde
ein Bakterienaliquot abgenommen und daraus die DNA isoliert (vgl. Kap. 2.24.2). Nach
anschliefsender SOLiD-Sequenzierung der DNA konnte das Verhiltnis der Bakterien unter-
einander anhand der in Kapitel 3.2.2 identifizierten SNPs berechnet werden. Die Analyse
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der 0 h-Werte zeigte, dass in den Kompetitionskulturen zu Beginn nicht alle Stimme ei-
nes Klons in gleicher Menge vertreten waren. Da zur Inokulation fiir alle Stimme gleich
grofke Aliquots mit gleichen OD-Werte verwendet worden waren, lasst sich folgern, dass die
optische Dichte kein verlédssliches Mafs fiir die initiale Zusammensetzung einer Mischung
war. Streuungs- und Verklumpungseffekte schienen zu ungenauen OD-Werten gefiihrt zu
haben. In den Kompetitionskulturen waren daher zum 0 h-Zeitpunkt drei Stdmme (Klon
C: 84, 179, 584) iiber- und sechs Stdmme (Klon PA14: 202, Klon C: 10SB1, 702 D3,
902 D1, K11, SS30) unterreprésentiert. Aufgrund dessen wire eine Analyse absoluter
Werte stark fehlerbehaftet. Stattdessen mussten die relativen Verdnderungen gegeniiber
den jeweiligen Startwerten ermittelt werden. Die relative Fitness der einzelnen Stdmme
stellte sich daher nicht als Anteil eines Stammes in der Kompetitionskultur nach 48 h

bzw. 120 h dar, sondern als Verdnderung gegeniiber dem 0 h-Wert.
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Abbildung 3.25: Fitnessexperimente in LB (linke Spalte) und Minimalmedium (MM,
rechts) von 32 Klon C (obere Reihe) und 10 Klon PA14 Stdmmen (unten). Die Abbildung
zeigt die relative Anderung des Anteils der individuellen Stimme in der Kompetitionskul-
tur nach zwei und fiinf Tagen Kokultivierung verglichen mit dem Startwert des Experi-
ments (offener Kreis: Patientenisolat akuter Infektion; geschlossener Kreis: Patientenisolat
chronischer Infektion; Quadrat: Umweltisolat).

Abbildung 3.25 zeigt die relative Veranderung der einzelnen Stimme innerhalb der Bakte-

rienkultur nach zwei bzw. fiinf Tagen Kokultivierung. Dabei konnten alle Werte innerhalb
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eines Detektionsrahmens von einer Anteilsverminderung um das tausendfache bis hin zu
einer mehr als zehnfachen Vergroferung des relativen Anteils ermittelt werden. Diese
Entdeckung wurde unabhiingig vom Wachstumsmedium und der Anderung der Wachs-
tumsphase vom exponentiellen (48 h, alle 12 h Medienwechsel) zum stationéren Wachstum
(72 h ohne Mediumwechsel) beobachtet. Die prozentualen Anteile der einzelnen Isolate
sind in den Tabellen 3.19 und 3.20 aufgelistet. Daran ist zu erkennen, dass von den acht
(PA14) bzw. elf (C) Stimmen, welche am stirksten iiber- oder unterreprisentiert waren,
pro Klon zwei Isolate als Verlierer (C: 324, K14; PA14: 97, B6470) sowie je ein Stamm
als Gewinner (C: CF1; PA14: K16) in beiden Medien identifiziert werden konnte. Beson-
ders hervorzuheben ist das CF-Isolat CF1 aus der Klon PA14-Kompetition, welches im
Mineralmedium zu beiden untersuchten Zeitpunkten mehr als 95% der Bakterienkultur

ausmachte.

Tabelle 3.19: Relative Anteile der PA14 Isolate zu den verschiedenen Zeitpunkten des
Wachstumsexperiments.

Anteil [%] der einzelnen Isolate in

Minimalmedium LB-Medium

Isolat 0h 48 h 120 h 0Oh 48 h 120 h
202 0,43 £+ 0,32 0,40 + 0,17 0,40 £+ 0,14 0,74 + 0,15 0,43 + 0,11 0,41 + 0,14
250 1497 + 1,78 0,40 £ 0,16 0,30 +£ 0,15 | 13,35 £ 0,68 2,57 + 0,27 0,72 + 0,17
324 11,17 £ 1,46 0,10 + 0,04 0,20 £ 0,08 | 11,88 £0,56 0,21 £ 0,07 0,10 £+ 0,05
CF1 987 +3,1 96,80 + 6,21 96,25 + 5,72 | 10,09 + 1,29 54,34 + 3,15 79,44 + 4,60
CF4 7,59 + 0,46 0,15 £+ 0,03 0,09 £ 0,03 8,41 + 0,20 1,71 £+ 0,09 0,52 £ 0,06
K14 9,54 + 4,23 0,01 £+ 0,01 0,06 0,06 | 14,51 =191 1,29 + 0,56 0,21 £+ 0,21
K3 14,10 + 6,87 0,81 £ 0,81 0,30 + 0,30 9,57 + 1,69 6,54 +£ 1,94 3,00 £ 1,50
K4 11,06 + 0,63 0,10 + 0,03 0,09 £ 0,03 8,41 + 0,20 2,04 + 0,10 0,31 £ 0,05
K7 10,41 + 0,64 0,20 £ 0,05 0,30 £ 0,05 | 13,46 £ 0,27 3,22 £+ 0,12 0,72 + 0,07
K8 10,85 + 3,24 1,01 £ 0,73 2,01 + 1,03 9,57 £ 1,31 27,65 £ 2,83 14,57 + 2,47

Die Werte der als Gewinner identifizierten Stimme sind fett, die der als Verlierer identifizierten
Stamme unterstrichen markiert.

Die Gewinner- und Verliererstimme wurden im folgenden auf genomische Eigenschaften
untersucht, welche die Vor- und Nachteile in den Wachstumseigenschaften erkldren kénn-
ten. Fiir mehrere Gewinner der Klon C Stidmme waren seltene Aminosiureaustausche
oder Leserasterverschiebungen in Schliisselregulatoren der Lebensweise (ladS: 84, K16;
gacA: 84; cbrAB: 110 D4, 747, 84) gefunden worden. Zusitzlich dazu trugen einzelne
Isolate mobile Elemente wie einen lytischen Phagen (110_D4), ein Plasmid (747) oder
zusétzliche Kopien von Genen der sogenannten stringenten Antwort (uvrD, relA; 84, vgl.
Tab. S11). Als stringente Antwort wird dabei die Anpassung des Stoffwechsels auf eine
Unterversorgung mit Nahrstoffen bezeichnet.

Die Verliererstimme zeigten Aminosiureaustausche in Enzymen der DNA-Topologie, LPS-
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Biosynthese (Wbpm, ArnA) oder Proteinen, welche die Reaktionen auf Umwelteinfliisse
steuern (WspR). Im Gegensatz dazu hatten zwei (CF4, K4) der vier Verlierer der PA14-
Stdmme eine Variante der Geninsel PAPI-1 gemeinsam. Zusétzlich hatten beide Isolate
eine hohe Zahl weiterer Aminosdureaustausche akkumuliert. Die zwei Gewinnerstdmme
(CF1, K8) wiesen entweder die hichste Ahnlichkeit mit dem PA14 Referenzstamm auf
(CF1) oder kodierten kontrir dazu eine groke Menge zusétzlicher Gene wie Transkriptions-
regulatoren, NADPH-abhéangige Oxidoreduktasen und Schwermetallionen-Efflux-Proteine
(K8).

Zuammenfassend konnte gezeigt werden, dass im Einklang mit der sternférmigen Popu-
lationsstruktur (Abb. 3.13) die Gewinner und Verlierer keine gruppenspezifische Signatur
trugen, sondern nur individuelle genomische Merkmale. Ebenso konnte auch keine Asso-

ziation zwischen Habitat und geografischem Ursprung festgestellt werden.
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Tabelle 3.20: Relative Anteile der Klon C Isolate zu den verschiedenen Zeitpunkten des

Wachstumsexperiments.

Anteil [%] der einzelnen Isolate in

Minimalmedium LB-Medium

Isolat 0h 48 h 120 h 0h 48 h 120 h
17 2,38 £ 0,58 0,20 £ 0,13 0,21 +£0,17 | 421 £0,61 0,04 £ 0,04 0,01 +£ 0,01
36 1,78 £ 0,69 0,01 £ 0,01 0,11 £ 0,11 3,08 £ 0,58 1,72 + 0,41 0,10 £ 0,10
84 10,70 £ 1,81 44,84 + 1,99 41,52 £ 3,06 | 5,64 £ 0,91 5,17 £ 0,64 6,73 + 0,90
87 3,57 +0,44 498 £ 0,23 3,19 £0,37 | 3,08+031 10,34+£045 5,77 +£0,35
97 1,31 +£1,29 0,01 £0,01 0,01 £0,01 4,62+ 1,58 0,04 £0,04 0,01 £ 0,01
110 2,14 £1,04 0,04 £0,04 0,01 £ 0,01 2,87 £+ 0,86 0,09 4+ 0,09 0,10 & 0,10
179 10,70 £ 2,75 10,96 =156 1597 £2,99 | 2,77 £1,03 0,09 £ 0,09 0,01 £ 0,01
214 1,78 £ 0,69 0,70 £ 0,70 0,75 £ 0,75 3,08 £ 3,08 8,62 £+ 5,36 2,88 + 2,88
426 6,30 + 1,20 0,50 £ 0,18 1,28 + 0,44 3,28 £ 0,66 1,55 £ 0,39 0,96 £+ 0,29
584 7,13 £ 1,59 1,99 £ 0,37 7,99 £ 1,22 2,36 £+ 0,62 0,86 £+ 0,24 0,58 £+ 0,20
747 0,95 +0,95 11,96 + 1,83 14,16 + 3,28 | 2,77 + 1,28 2,59 4+ 1,05 5,09 £+ 1,46
10SB1 0,12 £ 0,12 0,01 £ 0,01 0,16 £+ 0,16 6,67 + 1,16 9,48 £+ 0,89 6,92 + 0,89
110 D4 | 559 £ 141 0,18 + 0,13 0,32 + 0,25 0,82 £ 0,42 21,55 + 1,87 11,53 + 1,36
12 F8 2,38 £ 0,56 0,05 £ 0,05 0,11 £ 0,11 4,41 + 0,22 0,52 £ 0,18 0,06 £+ 0,06
12_SB1 | 4,16 + 0,93 0,07 £ 0,06 0,11 £ 0,11 4,41 + 0,71 3,45 £ 0,54 3,84 £+ 0,53
702_D3 | 0,12 £ 0,12 0,10 + 0,10 0,11 £ 0,11 0,51 £ 0,33 3,45 £ 0,77 0,86 + 0,38
902 D1 | 0,48 £ 0,42 0,06 £ 0,06 0,11 £ 0,11 0,72 £ 0,41 1,29 4+ 0,44 0,77 £ 0,31
B6470 4,04 +196 0,06 £ 0,06 0,01 £0,01 1,95 £ 1,00 0,09 &+ 0,09 0,01 £ 0,01
CF2 131+ 1,31 1,79 + 1,09 0,01 £ 0,01 2,156 £1,74 0,86 £+ 0,86 1,92 £ 1,67
CF3 1,90 + 1,01 0,10 £ 0,10 0,11 £ 0,11 287 £0,84 0,06 £0,06 0,05 £ 0,05
CF8 1,31 £ 0,74 4,09 £0,71 3,41 £ 1,08 | 3,28 & 0,92 0,78 £ 0,37 0,86 + 0,41
K11 0,36 + 0,36 0,02 £ 0,02 0,01 £ 0,01 0,31 £ 0,30 0,09 £+ 0,09 0,10 £ 0,10
K13 5,47 £ 0,59 0,15 £ 0,05 0,32 £ 0,12 3,49 £+ 0,36 8,62 + 0,39 4,80 + 0,35
K16 250£0,88 1594+ 116 8,52+129 | 2,36 £0,65 6,03 +0,78 23,26 + 1,75
K17 9,35 £ 0,30 0,60 £+ 0,05 0,64 £+ 0,09 3,49 £+ 0,18 8,62 £ 0,24 6,05 = 0,21
K18 2,38 4+ 0,96 0,05 £+ 0,05 0,11 £ 0,11 3,59 £+ 0,92 0,17 £ 0,17 0,10 &£ 0,10
PJC 3,80 £+ 3,76 0,256 £ 0,25 0,06 £0,06 | 10,26 4,89 1,72 £ 1,42 4,80 £ 2,72
SG1 2,73 £2,05 0,02 £ 0,02 0,01 £0,01 1,23 £ 1,07 0,09 £ 0,09 0,10 £ 0,10
SG50m | 1,31 + 0,80 0,15 £ 0,15 0,32 £ 0,32 4,00 + 1,04 1,47 £ 0,53 11,53 £ 1,29
SS30 0,95 + 0,33 0,03 £ 0,03 0,06 £+ 0,06 0,82 £ 0,23 0,05 £ 0,05 0,01 £ 0,01
WI1 2,62 £ 1,25 0,08 + 0,08 0,21 £ 0,21 1,95 £ 0,81 0,09 £+ 0,09 0,10 £ 0,10
WU2 2,38 £ 0,84 0,02 £ 0,02 0,11 £ 0,11 2,97 £ 0,70 0,43 £ 0,22 0,10 £ 0,10

Die Werte der als Gewinner identifizierten Stidmme sind fett, die der als Verlierer identifizierten
Stamme unterstrichen markiert.
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3.3.1 Diskussion der kompetitiven Wachstumsexperimente

Im abschliefsenden Teil der Arbeit wurden kompetitive Wachstumsexperimente durch-
gefithrt, um mogliche Korrelationen zwischen den identifizierten stammspezifischen ge-
nomischen FEigenschaften und der Durchsetzungsfihigkeit innerhalb der Population zu
untersuchen.

Nachdem die Isolate auf bakterizide Pyocine hin untersucht und inkompatible Isolate von
der Analyse ausgeschlossen worden waren, verblieben fiir die Experimente in PA14 zehn
und fiir Klon C 32 Isolate. Der Umstand, dass von 42 Klon PA14 Isolaten nur 10 und
von 57 Klon C Isolaten nur 32 den Test auf Pyocinkompatibilitit bestanden, zeigte, dass
es in planktonischen Kulturen noch weitere Effektoren des Zellwachstums geben muss.
Eine andere mogliche Erkléarung ist, dass nicht alle Stdmme die Pyocine und zugehorigen
Antitoxine konstitutiv gleich exprimierten.

Fiir den Test auf Pyocinkompatibilitit wurden Isolate gepoolt, kultiviert und die Pyocin-
enthaltenden Uberstiinde auf Platten getropft, auf denen die einzelnen Isolate ausgestri-
chen worden waren (vgl. Kap. 2.24.1). Dieses Vorgehen wurde gewéhlt, da die paarweise
Uberpriifung aller Stimme gegeneinander nicht in einem budget- und ressourcenscho-
nenden Malfsstab hitten durchgefiihrt werden kénnen, auch wenn die paarweisen Tests
eventuell eine hohere Anzahl an Isolaten fiir die kompetitiven Wachstumstests zugelassen
hétten.

Zu spezifizierten Zeiten des Wachstums (Startwert, 48 h, 120 h) wurde aus einem Bakteri-
enaliquot die DNA isoliert und mit Hilfe einer SOLiD Maschine sequenziert. Anhand der
Readabdeckung von, fiir die einzelnen Isolate der Kompetition spezifischen SNPs, wurde
der Anteil jedes Stamms innerhalb des Experiments berechnet und fiir PA14 ein klarer
Gewinner (CF1) identifiziert, welcher alle anderen Stamme zuriickdriangte und zum Ende
des Experimentes mehr als 70% in LB-Medium und sogar mehr als 90% der Population
im Mineralmedium ausmachte. Da innerhalb der siebentigigen Ko-Kultivierung lediglich
60 Bakteriengenerationen entstehen, ist dieses Resultat umso eindrucksvoller. Auch kén-
nen die prozentualen Unterschiede nicht mit langsamerem Wachstum einzelner Stamme
erkldrt werden, da im separaten Wachstum der Vorkulturen keine auxotrophe Mutante
erkennbar war. Im Gegensatz zu CF1 kodierte das weitere Gewinnerisolat im LB-Medium
der PA14-Kompetition (K8) zusitzliche Gene der Schwermetallresistenzen.

Zwei der Verliererstimme aus der PA14-Kompetition (CF4, K4), welche beide in Eng-
land isoliert worden waren, wiesen neben vielen Mutationen und Aminosiureaustauschen
auch eine andere Variante der genomischen Insel PAPI-1 auf. Aufgrund der Vielzahl der
Mutationen war es fiir diese Isolate nicht moglich, den Fitnessnachteil auf einzelne Ge-
nomvariationen zuriickzufiihren. Vermutlich fiihrte die Summe der Mutationen zu den
beobachteten Wachstumsnachteilen.

Unter den untersuchten Klon C Stammen waren die Gewinner im nahrstoffreichen Medi-
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um mit der Ausnahme des Keratitisisolats K9 nicht auch die Gewinner im nihrstoffarmen
Mineralmedium. Uberraschenderweise setzten sich die Umweltisolate im nihrstoffreichen
LB-Medium durch und Isolate aus chronisch infizierten Patienten im ndhrstoffarmen Medi-
um. Daraus lief sich schlufsfolgern, dass die Adaptation an das jeweilige Habitat noch nicht
endgiiltig war, da eigentlich erwartet worden war, dass sich die Umweltisolate aufgrund
der noch nicht erfolgten Adaptation an das Patientenhabitat im nihrstoffarmen Medium
besser durchsetzen kénnen. Dabei sollte beriicksichtigt werden, dass die CF-Isolate aus
der friihen Phase der Kolonisierung der Patienten stammten und somit eventuell noch
nicht komplett an das neue Habitat angepasst waren.

Bemerkenswert war auch die breite Streuung des Spektrums der Anwesenheit einzelner
Stamme innerhalb der Kompetitionskultur um fiinf Gréfenordnungen, von einer 1000-
fachen Unterreprisentierung bis zu einer zehnfachen Uberreprisentierung einzelner Stim-
me. Eine solch hohe Auflésung einer Analyse lidsst sich nur mit einem Sequenzieransatz
erzielen. Eine weitere M6glichkeit zur Bestimmung der Zellzahl wire, die Bakterienstdm-
me mit Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. GFP) zu markieren. In diesem Ansatz ergibt sich
aber sowohl eine Limitierung der moglichen Stammzahl aufgrund der Zahl verschiedener,
einsetzbarer Fluoreszenzmolekiile als auch der Auflésung der Anteile der einzelne Staimme
an der Kompetitionskultur.

Die Suche nach Ursachen fiir diese Stammdominanz ergab, dass CF1 die wenigsten Veran-
derungen gegeniiber dem Referenzstamm PA14 aufwies und darunter keine stark funkti-
onsverdndernden Mutationen detektiert werden konnten. Der Ansatz, das Verhéltnis der
Stdmme anhand von spezifischen Reads zu ermitteln, war besonders fiir die Berechnung
der Anteile der unterreprisentierten Isolate fehleranfillig, weil einige Isolate nur ein bis
zwei spezifische Reads zeigten. Diese Tatsache bedeutete jedoch, dass ein seltener Sequen-
zierfehler (Genauigkeit der SOLIiD Sequenzierung fiir Einzelreads von 99,94%) in diesem
Fall einen starken Einfluss auf das Ergebnis des Stamms hat. Sollte eine Unkorrektheit
trotzdem vorkommen, so kann es im Falle eines Reads, der einen Sequenzierfehler bein-
haltete, anstatt eine echte Mutation anzuzeigen, bedeuten, dass der Anteil eines Isolats
deutlich iiberschétzt wird. Andererseits ist auch moglich, dass ein Anteil angezeigt wird,
obwohl der Stamm in der Kompetitionskultur nicht mehr présent ist. Es ist aus der Li-
teratur bekannt, dass DNA {iber einen lingeren Zeitpunkt sehr stabil ist und noch nach
vielen Jahren und teilweise Jahrhunderten nachgewiesen werden konnte (Nerlich et al.,
1997; Papagrigorakis et al., 2006). Deshalb liefs es sich nicht zweifelsfrei feststellen, ob die
verdrangten Isolate in geringen Individuenzahlen im Experiment vorhanden waren, oder
die DNA von bereits abgestorbenen Zellen sequenziert wurde, die mit in die Bakterien-
pellets fiir die DNA-Priparation gelangt ist. Gegen einen systematischen Fehler sprechen
dabei jedoch der Verdiinnungsfaktor des Medienwechsels (Re-Inokulation mit einer OD
von 0,1) und ein vergroferter Anteil der Isolate innerhalb der Kompetitionskultur nach

120 h verglichen mit dem Wert nach 48 h. Da nahezu alle Isolate in der logarithmischen
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Darstellung auf einer Gerade liegen (Abb. 3.25) und nur wenige Isolate davon abweichen,
lisst sich lediglich fiir ein Isolat (CF2) der Klon C Kompetition dieser Fehler nicht voll-
stindig ausschliefsen.

Mogliche Wachstumsvorteile der Gewinnerisolate beider klonaler Komplexe wurden in
vitro untersucht, liefen sich jedoch nicht validieren. So wurden die Isolate auf Zink-,
Cadmium- und Nickel-haltigen LB-Agarplatten kultiviert. Dabei zeigte sich, dass das
Isolat K8, welches zusétzliche Gene der Schwermetallresistenzen im akzessorischen Ge-
nom kodierte, auf den Schwermetall-haltigen Agarplatten keinen Wachstumsvorteil hat.
Wie in allen Isolaten war vermutlich nicht ein einziger Aminosdureaustausch, nur eine
Deletion oder lediglich ein zusétzliches, stammspezifisches Gen fiir den Fitnessvor- bzw.
-nachteil verantwortlich, sondern das Zusammenspiel mehrerer Ereignisse. Weiterhin be-
steht die Moglichkeit, das nicht-synonyme Mutationen und Indels in Genen mit bislang
unbekannter Funktion die Fitness der einzelnen Stdmme nachhaltig beeinflussen kénnen.
Neue Funktionszuweisungen fiir Proteine, die zukiinftig in der Fachliteratur und den Da-
tenbanken erscheinen, konnten eine tiefergehende Interpretation der hier beschriebenen

Kompetitionsergebnisse ermdoglichen.
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Kapitel 4
Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit war es moglich, das Genom eines Vertreters des haufigsten
Klons der P. aeruginosa Population, Klon C, ohne verbleibende Liicken zu entschliisseln
und erstmals innerhalb der Spezies intragenische nicht-kodierende RNAs zu annotieren.
Zusatzlich wurden, basierend auf SOLiD-Sequenzierungsdaten, in silico erstmals Isolate
der beiden dominanten Klone der P. aeruginosa Population, Klon C und Klon PA14,
hinsichtlich ihrer genomischen Diversitdt untersucht. Es wurde gezeigt, dass das Kernge-
nom innerhalb eines klonalen Komplexes hochkonserviert ist und die wenigen Mutationen
singuldre Ereignisse darstellen. Daher zeigte der phylogenetische Baum eine sternférmige
Topologie um einen gemeinsamen Vorfahren. Auch waren die Fragmentliangenpaare, wel-
che durch paarweise Vergleiche jeweils zweier Stdmme der klonalen Komplexe C und PA14
gewonnen wurden, im Median 1000-fach ldnger, als wenn unverwandte Klone verglichen
wurden. Im Gegensatz dazu zeigte das akzessorische Genom eine hohe Plastizitat und
war bei paarweisen Vergleichen zweier Vertreter des gleichen Klons nicht von unverwand-
ten Klonen zu unterscheiden. In kompetitiven Wachstumsexperimenten konnte Stdmme
identifiziert werden, welche sich im Wachstum gegeniiber anderen Stdmmen durchsetzen
konnten. Jedoch war es nicht moglich, die Wachstumsvorteile auf einzelne genomische
Faktoren zuriickzufiihren.

Die in dieser Querschnittsstudie untersuchten klonalen Komplexe C und PA14 stellen die
dominanten Klone in der P. aeruginosa Population dar und sind verteilt iiber den Glo-
bus sowohl in Umwelt- als auch in klinischen Isolaten zu finden. Im Vergleich dazu sind
die néchsthdufigeren Vertreter der P. aeruginosa Population geografisch ungleichmafig
verteilt und tendenziell entweder mehr mit der Umwelt oder dem klinischen Habitat as-
soziiert. Die Tatsache, dass die klonalen Komplexe C und PA14 sowohl geografische als
auch habitatbezogene Grenzen scheinbar spielend iiberwinden kénnen, deutet darauf hin,
dass beide Komplexe innerhalb ihres genetischen Repertoires Besonderheiten gegeniiber
den anderen Stdmmen aufweisen. Mit anderen Worten ausgedriickt bedeutet dies, dass
die seltenen Klone stirker mit einem bestimmten Habitat assoziiert sind.

Eine vergleichbare intraklonale Analyse anderer Bakterien fand bislang nicht statt. So
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wurden bislang zwar beispielsweise von F. coli mehrere hundert Stimme sequenziert, je-
doch nie eine grofe Kohorte des gleichen Klons untersucht (Huja et al., 2015; Toval et al.,
2014). Eine solche Analyse konnte zeigen, ob die in dieser Arbeit beobachteten Befunde
spezifisch fiir P. aeruginosa oder generell in bakteriellen Spezies verbreitet sind. So liefe
sich ein Zusammenhang zwischen der Lebensweise, der Fitness und der Segregation nach
Geografie und Habitat untersuchen.

Auch eine vertiefte sequentielle Analyse von Umweltisolaten, wie sie bislang schon fiir se-
rielle Isolate der Mukoviszidoselunge durchgefiihrt wurde, wiirde erlauben die Evolution
von P. aeruginosa in der Umwelt zu verfolgen. Ziel dieser Studien wére es, die Frage zu
beantworten, ob dhnlich wie in der CF-Lunge eine positive Selektion in Genen erfolgt, die
die Fitness in wassrigen Habitaten verbessert.

Ein Novum stellen die in dieser Arbeit detektierten intragenischen ncRNAs dar. Von den
drei bislang untersuchten Isolaten PAO1, PA14 und NN2 exprimiert jeder ein stammspe-
zifisches Repertoire an ncRNAs, obwohl nahezu alle Sequenzen in den Genomen kodiert
sind. In weiterfiihrenden Studien wird zu priifen sein, ob wirklich jeder Stamm ein indi-
viduelles Repertoire an ncRNAs exprimiert. Da fiir die Gewinner der Fitnessexperimente
keine genomischen Eigenschaften den Phanotyp abschliefsend erkldren konnten, stellt die
stammspezifische Expression von regulierenden ncRNAs einen interessanten Ansatz dar,
die Fitnessunterschiede zu erkléren.

Die vorliegenden Analysen konnten nur durchgefiihrt werden, da sich Sequenzierungs-
techniken in den letzten Jahren stark verbessert haben. So ist es heutzutage kein Problem
mehr, in grofsem Mafstab bakterielle Genome zu sequenzieren. Auch die Genauigkeit der
Sequenzierungstechniken wurde bedeutend weiterentwickelt. Bedauerlicherweise wird die
SOLiD-Technologie auf absehbare Zeit kommerziell nicht weiterentwickelt. Lange Sequen-
zierzeiten, die Produktion von vergleichsweise kurzen Reads und das Versagen der Technik
in GC-reichen Regionen sind nachvollziehbare Griinde, warum die SOLiD-Technologie ge-
geniiber den Tllumina-Gerdten sich nicht hat durchsetzen konnen.

Diese Studie zur intraklonalen Genomdiversitit der P. aeruginosa Klone C und PA14
erbrachte als zentrales Ergebnis, dass ein hochkonserviertes Kerngenom mit einem hoch-
variablen akzessorischen Genom assoziiert ist. Zumindest fiir die beiden Klone C und
PA14 gibt es kein klonspezifisches Repertoire an genomischen Inseln und RGPs. Vertreter
der Klone kénnen anhand der aktuellen Erfordernisse RGPs aus dem Pseudomonas Genus
aufnehmen und wieder abgeben. Im Falle der Geninseln des PAGI-2-Typs ist ein horizon-
taler Gentransfer sogar iiber Genusgrenzen hinaus moglich (Klockgether et al., 2007).
Diese Plastizitit des akzessorischen Genoms steht im Gegensatz zu dem streng konser-
vierten Kerngenom. So waren die Fragmentlingenpaare gleicher Sequenz des Kerngenoms
bei Vergleich zweier Klon C oder Klon PA14 Stimme im Median 100 kb grofs. Sortierte
man die Stdmme anhand der Einzelnukleotide zu einem phylogenetischen Baum, zeigte

sich eine sternférmige Struktur um einen gemeinsamen Vorfahren. Auch teilten sich nur
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in seltenen Fillen mehrere Isolate einen Ast und somit das gemeinsame Kerngenom. Diese
Tatsachen sprechen dafiir, dass sich das Kerngenom der klonalen Komplexe im Laufe von
vielen Millionen Generationen evolutionédr optimiert hat und kaum noch Verédnderungen
stattfinden.

Die wenigen de novo auftretenden Aminosidureaustausche unterliegen der purifizierenden
Selektion, so dass im interklonalen Vergleich die synonymen Austausche zwolfmal hdufiger
Vorkommen als statistisch zu erwarten ware. Diese kosmopolitischen Bakterien sind somit
nicht auf ein spezifisches Habitat festgelegt, wie es typischerweise bei obligat pathogenen
Bakterien beobachtet wird.
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Anhang

Der Ordner ,Skripte “ enthélt:

extract positions.pl

ExonicGC _fromTranscriptome.pl
gather.py

GC_DESeq.R

haplotypes _identification.pl
heatmap.R

LengthCoverage.pl
PrepareCountsForDESeq.pl
SequenceReplacer.java

Der Ordner ,,Tabellen “ enthélt:

Abdeckung ausgewé#hlter Positionen aus .vcf-Datei
Exon-Linge und GC-Gehalt fiir Transkriptomanalyse
Zusammenfassung stammspezifischer Gene hoher Homologie
Bestimmung differentiell exprimierter ORFs

Berechnung der Haplotypmatrix

Berechnung der Heatmaps des akzessorischen Genoms
Bestimmung Readabdeckung iiber Genlénge

Hilfsskript fiir die Berechnung differentiell exprimierter Gene

Inkorporiert SNPs in Referenzgenom

Tabelle S1 Annotation NN2 Genom
Tabelle S2 5’-untranslatierte Bereiche NN2
Tabelle S3  Haplotyplangenverteilung

Tabelle S4  Aminosdureaustausche

Tabelle S5  Gene hoher Mutationsfrequenz

Tabelle S6  Einzelnukleotidaustausche in ncRNAs pro Isolat

Tabelle S7  Zusammenfassung der Einzelnukleotidaustausche in ncRNAs
Tabelle S8  Thermodynamische Stabilitit ncRNAs

Tabelle S9  Grofe Deletionen
Tabelle S10  Indels pro Isolat

Tabelle S11  zusétzliche Gene der klonalen Komplexe

Tabelle S12 Fitnessresultate

Der Ordner ,SNPs “ enthilt fiir jedes Isolat eine Datei mit allen SNPs und die zugehorigen

funktionellen Charakteristika.

Der Ordner ,Annotation* enthilt die Datei KlonC__NN2.gbk.
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