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Zusammenfassung

Sequenzspezifizierte Transposonmutagenese (Signature- tagged mutagenesis,
STM) wurde an dem hochvirulenten Pseudomonas aeruginosa Stamm TB durch-
gefuhrt, der Uber die Fahigkeit verfugt, intrazellular ohne weitere Anpassungen in
polymorphkernigen Leukozyten (neutrophile Granulozyten) zu tberleben und sich
dort sogar zu vermehren. Diese Immunzellen stellen bei Menschen und hdheren
Saugetieren die erste und effektivste Verteidigungslinie des zellularen Immun-
systems dar.

Eine Bibliothek von nicht- redundanten mini- Tn5 Plasposonmutanten wurde durch
ein spezielles, an die Anforderungen von P. aeruginosa angepalites Verfahren zur
triparentale Konjugation im Rezipientenstamm angelegt. Bei der Untersuchung von
mehr als 1100 nicht- auxotropher Transposonmutanten wurden 13 Mutanten mit
deutlich verringerter Uberlebensfahigkeit und zwei Mutanten mit erhéhter Fahigkeit
zum intrazellularen Uberleben in Phagozytosetests identifiziert. Die Inaktivierung
dieser isogenen Mutanten erfolgte in Genen die an der Oxidativen Stress- Antwort,
dem Transport, der TyplV- Pili- oder der Flagellenbiogenese beteiligt waren. Weiter-
hin wurden Gene mit bisher unbekannter Funktion identifiziert. Alle untersuchten
Gene waren in ihrer Nukleotidsequenz zu mehr als 99,5% mit Genen aus P. aerugi-
nosa PAO identisch, was darauf hindeutet, dal3 auch PAO Uber fast alle Gene
verfigt, die fir ein intrazellulares Uberleben in polymorphkernigen Leukozyten

notwendig sind.

Weiterhin wurden 3800 Transposonmutanten auf Defekte im Quorum Sensing unter-
sucht. Hierbei wurden 18 Mutanten mit deutlich verringerter Produktion von
aliphatischen Homoserinlactonen (AHL) und ein Mutant mit erhdhter Konzentration
von AHL im Medium identifiziert. 2 der identifizierten Sequenzen, bei denen die
Transposoninsertion zu einem volligen Ausfall des Quorum Sensing fuhrte, wiesen
keine Homologie zu irgend einer bekannten Sequenz auf, was darauf schlie3en l&ft,
dal3 das Quorum Sensing bei einigen P. aeruginosa— Stammen noch Uber andere

Wege reguliert wird als in P. aeruginosa PAO.

Schlagworte:

Pseudomonas aeruginosa, Pathogenitatsfaktoren, Quorum Sensing



Summary

Signature-tagged mutagenesis was applied to the highly virulent Pseudomonas
aeruginosa strain TB which is able to constitutively survive and replicate in
polymorphonuclear leucocytes (PMN) that represent the most important elements of
cellular first line antipseudomonal host defense.

A library of non-redundant mini-Tn5 plasposon mutants was generated by a
triparental mating adapted to the P.aeruginosa recipient. Screening of more than
1100 non-auxotroph mini-Tn5 transposon mutants uncovered 13 independent loss-
of-function and 2 gain-of-function mutants with significantly different survival rates in
phagocytosis assays. The isogenic mutants were inactivated in genes involved in
oxidative stress response, transport, type IV pili or flagellum biogenesis as well as
in genes with yet unknown encoded function. All genes were more than 99.5%
identical in nucleotide sequence with known PAO genes, thus showing that
P.aeruginosa PAO possesses almost all genes necessary for intracellular survival in
PMN.

Furthermore, the transposon mutants were examined for quorum sensing defects. 18
loss-of function-mutants as well as one mutant that produced more aliphatic
homoserine lactones were found. Two of the identified sequences where the
transposon insertion had led to a total knock-out of the quorum sensing showed no
homologies to any known sequences, thus implying that the quorum sensing in
several P.aeruginosa-strains must be regulated via other pathways than known from

P.aeruginosa PAO.

Key words:

Pseudomonas aeruginosa, pathogenicity factors, quorum sensing
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pseudomonas aeruginosa

1.1.1. Allgemeines

In der Gattung Pseudomonas sind stabchenférmige, polar begeil3elte, gram-
negative Bakterien zusammengefal3t (BotzenHarpT & Doring 1993) Bei der Art Pseu-
domonas aeruginosa (aerugo, lat. = Grinspan) handelt es sich um Bakterien der

Lange 1,5 - 3 pm und des Durchmessers 0,5- 0,8 um (PaLLeroni, 1986), die der

Gruppe der y- Proteobakterien zugeordnet werden (Ovsen ET AL. 1994). lhre taxonomi-
sche Einteilung erfolgt auf der Grundlage der 16S- rRNA Sequenzen. P.aeruginosa
zeichnet sich durch die Produktion verschiedener Farbstoffe aus, die zu der
Namensgebung des Bakteriums gefihrt haben: Pyocyanin (blaugriin) (PaLLeron,
1986), Pyoverdin (Fluorescein, gelbgrin), Pyorubin (r6tlich) und Pyomelanin
(BravENY Krump- ScHmipT, 1985) (braun).

P.aeruginosa stellt nur sehr geringe Anforderungen an den Lebensraum (Botzen-
HARDT & DorING, 1993) und ist durch selektive Regulation seiner Genexpression in der
Lage, sich an ein breites Spektrum unterschiedlicher Umweltbedingungen anzupas-
sen. P.aeruginosa kann in einem Temperaturbereich von 4°C bis Uber 43°C
wachsen und zahlreiche Verbindungen, so z.B. auch verschiedene Kohlenwasser-
stoffe oder (halogenierte) Aromaten (HickLey & FocHt 1990; PaLLeroni 1986), als Koh-

lenstoffquelle nutzen. Er wurde sogar in fast reinem Wasser (>71 kQ) (Favero ET AL.,
1971) und in einigen Desinfektionsmitteln nachgewiesen (Abar 1969; Bean ET AL
1967). Diese grof3e Anpassungsfahigkeit macht P.aeruginosa zu einem fast ubiqui-
taren Keim (PeLLeT T AL 1983; BoT1zeENHARDT & DoRING 1993; CHo ET AL. 1975; HOFTE ET AL,
1990; MiLLER ET AL. 1989; MitcHERLICH & MARTIN 1984; RHaME 1980; Zieunski ET AL 1992),
der nur gegen Austrocknung sehr empfindlich ist. Sie wird von P.aeruginosa durch
selektive Regulation der Genexpression erreicht, wodurch der Phanotyp der Bakte-
rien je nach Anforderungen des Habitates zwischen einer mukoiden und einer nicht-
mukoiden Variante variieren kann (Woobs et AL. 1991; Govan & DereTic 1996).

In der nicht- mukdsen Form ist das Bakterium begeif3elt und mit einer vielfaltigen
Oberflache ausgestattet, so dal’ es neue Lebensrdume erschliel}en kann (FLETSCHER
& Foopceate, 1973). Allerdings ist es in dieser Form auch empfindlicher gegen

Antibiotika und immunologische Reaktionen eines hoheren Organismus. Mukdse



Einleitung

P.aeruginosa sind unbegeif3elt und unterscheiden sich in vielen phanotypischen
Merkmalen von der beweglichen Variante (Costerton ET AL 1987). Der aufféalligste
Unterschied ist dabei die starke Produktion an Alginat, einem linearen O-
acetylierten anionischen Polymer aus 1,4- verknupfter 3- D- Mannuronséure und a-
L- Guluronsaure, das eine hohe Viskositat aufweist (Fyre & Govan 1983; GiLL ET AL.
1987). Vermutlich wird durch diese Glykokalyx die stabile Anheftung der Bakterien
an Oberflachen vermittelt (Costerton 1980) und so der Halt der Kolonie gegen
Gewasserstromungen oder Zilienbewegungen eines besiedelten Epithels gesichert.
Weiterhin wird eine Phagozytose erschwert und die Nahrstoffaufnahme erleichtert
(CosTerTON 1987).

1.1.2. Genomische Organisation bei P.aeruginosa

In den funfziger Jahren wurden die ersten genetischen Untersuchungen mit Hilfe
klassischer Konjugationsmethoden an P.aeruginosa PAO durchgefihrt, der dadurch
zu einem Referenzstamm wurde (HoLoway 1955). Fir sein 6,3 MB grol3es Genom
wurde neben einer genetischen Karte (RovLe T AL. 1981; O'Hoy & KrisHnapiLLAI 1987)
mit Hilfe der WFGE eine physikalische Karte unter Verwendung verschiedener
Restriktionsenzyme erstellt (Romunc T AL 1989; Holloway ET AL 1991; RoOMLING &
TommLer 1991; RowmuinG & TummLer 1992). Bisher wurden mehr als 300 Marker auf dem
Chromosom lokalisiert (HoLLoway ET AL. 1994).

Dabei zeigte sich, dal die zu einer Stoffwechselkette gehdérenden Gene in P.aeru-
ginosa PAO meistens nicht in einer polycistronischen Genkassette liegen (HoLLoway
& Morean 1986), von einem gemeinsamen Promotor reguliert und, wie z.B. bei
Escherichia coli, als eine mRNA transkribiert werden, sondern trotz einer
gemeinsamen Regulation an verschiedenen Stellen des Genoms kodiert sind (CHanc
& Crawrorp 1990). Die Untersuchung des PAO- Genoms zeigte eine schon von
P.putida bekannte Zweiteilung: Essentielle und anabole Gene liegen meistens in der
Nahe des Replikationsursprungs, katabole und nicht- essentielle zumeist in der
anderen Halfte. Diese Aufteilung ist vermutlich auf die Integration neuer genetischer
Elemente, z.B. Plasmide, in ein ehemals kleineres Genom zuriickzufihren (Krawiec &
RiLey 1990; HoLLoway & Morcan 1986, PaLLeroni 1993). 2000 wurde die gesamte geno-
mische Sequenz von P.aeruginosa PAO veroffentlicht und ist jetzt flr weitere in

silico- Untersuchungen zugéanglich (www.pseudomonas.com).



Einleitung

Die genetische Verwandtschaft unterschiedlicher P.aeruginosa wurde anhand von
573 lIsolaten aus Patienten und Umwelt mit einem Makrorestriktionsverdau und
WFGE untersucht. Traten Unterschiede in weniger als 20% der Bandenpositionen
auf, wurden die Isolate als klonale Varianten eines Stammes angesehen (RomLiNG ET
AL 1994 (1)), da diese Ubereinstimmungen nicht mehr auf statistische Variationen
zuruckgefihrt werden konnten.

Eine als C- Klon bezeichnete dominierende Variante war in 28% der CF- und 21%
der aquatischen Umweltisolate zu finden und wies somit keine Praferenz fur ein
bestimmtes Habitat auf, was eine weite Verbreitung in der Umwelt vermuten lai3t. Es
konnten sogar ,klinikspezifische* Varianten entdeckt werden (RowmLinG ET AL. 1994 (2)).
Die groRRe genetische Ahnlichkeit von Stammen aus sehr unterschiedlichen Habita-
ten ist entweder Uber eine evolutionar sehr junge Radiation oder eine im Prinzip vom
Lebensraum unabhéngig konservierte Genomorganisation zu erklaren. Bei Unter-
suchung von Isolaten aus P.aeruginosa- infizierten CF- Patienten liel3 sich neben
einer Akquisition aus der Umwelt oft eine nosokomiale Infektion innerhalb einer
Klinik oder eine Ansteckung von ebenfalls erkrankten Angehdrigen nachweisen
(GroTHUES ET AL. 1988; TumMmLERET AL.1991; HaiBy ET AL. 1989).

1.1.3. P.aeruginosa als opportunistisches Pathogen

Neben der saphrophytischen Lebensweise besitzt P.aeruginosa auch ein patho-
genes Potential. Schon 1882 wurde vermutet, dal} dieses Bakterium fur die grun-
spanartige Verfarbung von eitrigen Wundverbanden verantwortlich ist (Gessarb
1882). P.aeruginosa beféllt allerdings Menschen erst dann, wenn deren Immun-
system allgemein oder lokal geschwacht ist. Frihgeborene und Immunsupprimierte
sowie Personen, die an Erkrankungen wie Zystische Fibrose (CF), schweren Ver-
brennungen oder Malignomen leiden, sind die am meisten befallenen Patienten-
gruppen (SchaaL 1994). Aufgrund seiner Anpassungsfahigkeit, seiner hohen Anti-
biotikaresistenz und seinen geringen Nahrstoffanforderungen ist P.aeruginosa auch
in Krankenh&usern zu finden, wo er nach Daten des National Nosocomial Infections
Surveillance System (USA) mit einem Anteil von 10,1% einer der hauptsachlichen
Erreger nosokomialer Erkrankungen ist (Braveny, Krump- SchmioT 1985; PoLiak 1985;
Horan 1986). Wahrend der Besiedelung des Gewebes und der Invasion in

Epithelzellen produziert P.aeruginosa eine Vielzahl von Virulenzdeterminanten (Lory
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& Ta 1985; DorinG ET AL. 1987). Dazu gehdren unter anderem zwei toxische Proteine,
Exotoxin A und Exoenzym S, die nach Aufnahme in eukaryontische Zellen deren
Zelltod auslosen. Verschiedene Proteasen (Elastase, alkalische Protease, LasA-
Fragment) zerstoren lokal die Gewebsstruktur im Wirt und hydrolysieren
Immunglobuline, Komponenten des Komplementsystems und Rezeptoren der
immunkompetenten Zellen. Zusatzlich sezerniert P.aeruginosa auch hitzestabile
Cytotoxine mit Detergenz- &hnlichen Eigenschaften, sog. Rhamnolipide, die
aufgrund ihrer chemischen Struktur weder von Proteasen des Wirtes zersetzt

werden kdnnen noch eine Immunantwort induzieren.

Ein Groldteil der Expression der Pathogenitatsfaktoren von P.aeruginosa wird
wachstumsabhéangig uber das Quorum Sensing reguliert (Kap. 1.1.4.). Zuséatzlich
existiert aber noch ein Typlll- Sekretionssystem, durch das von den Bakterien bei
Kontakt mit eukaryontischen Zellen gezielt Toxine durch deren Zellmembran in das
Cytosol eingeschleust werden. Diese Enzyme - ExoS (Barsieri 2000), EXOT (KRrALL ET
AL. 2000) und ExoU (ALLeweLT T AL. (2000) - zerstoren in den Zielzellen durch ADP-
Ribosylierungen das Cytoskelett und die Transportprozesse. Die Ausstattung an
Toxinen ist bei den einzelnen P.aeruginosa Stammen unterschiedlich und verursacht
die unterschiedlichen Pathogenitdtsmechanismen verschiedener P.aeruginosa- Iso-
late. Bei Expression von ExoS und ExoU zeigen die Bakterien einen fur Eukaryonten
cytotoxischen Phanotyp, bei Expression von ExoT sind die Bakterien invasiv (HAuser
ETAL. 1998).

Im Gegensatz zu der oben beschriebenen akuten Infektion bleibt der chronische
Pseudomonas- Befall bei CF- Patienten auf die Lunge beschrankt, ist dort aber ein
entscheidender Faktor fur den Krankheitsverlauf (Pier 1985; Hazisy 1986).

In der Anfangsphase der Infektion erfolgt eine wiederholte Besiedlung der Lunge
durch die nicht- mukdse Form von P.aeruginosa aus einem geschuitzten Bereich des
Nasen- Rachenraumes. Die dabei von den Bakterien sezernierten Toxine (z.B. Exo-
toxin A) und Enzyme (z.B. Elastase, Hamolysine und proliferationshemmende
Proteinasen (WinkLEr ET AL. 1985)) fuhren zur Schadigung des Gewebes und einer
Verzdgerung der Immunantwort. Diese Pathogenitatsfaktoren werden zum Teil kon-
stitutv exprimiert und Uber das Typlll- Sekretionssystem der Bakterien direkt in die
Zellen des Wirtes sezerniert oder vom Quorum Sensing regliert in das umgebende
Medium freigesetzt. Wahrend der Infektion kommt es zu einer Anpassung beider
Pathogenitdtsmechanismen an die Bedingungen in der Lunge des chronisch besie-
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delten CF- Patienten (Gattant CV ET AL.2000; DacHeux D et AL, 2000). Eine Wandlung
zu dem bei den meisten CF- Patienten gefundenen mukoiden Phanotyp erleichtert
den P.aeruginosa zusétzlich die chronische Infektion der Lunge (Pirt, 1986), ist aber
nicht zwingend notwendig. Die bei CF- Patienten gefundene chronische Hyper-
gammaglobinamie und Leukozytose wird durch Toxine und stark antigen wirkende
Zellwandbestandteile der Bakterien ausgel6st. Viele der gebildeten Antikodrper sind
jedoch nicht opsonierend (z.B. durch eine von bakteriellen Enzymen ausgeltste
proteolytische Spaltung), so dal? die Phagozytose der Bakterien erschwert ist.
Werden Immunkomplexe von Leukozyten phagozytiert, konnen sie nicht abgebaut
werden, so daf? die Zellen lysiert und die in ihnen enthaltenen Enzyme freigesetzt
werden. Dies fuhrt durch Entzindungen und Nekrosen zu weiteren Schadigungen
(Fick ET AL, 1985; Haisy, 1986) und zu einem fibrotischen Umbau des Lungengewe-
bes (Heisy, 1986). Zusatzlich kdnnen durch Alginat und Mucin ganze Bereiche der
Lunge verschlossen werden, wodurch es in den so entstehenden Atelektasen zu
einem irreversiblen Umbau des Lungengewebes kommt. Die fir Respiration zur Ver-
fugung stehende Flache wird dadurch zunehmend kleiner und die Patienten sterben
an einer pulmonalen Insuffizienz. Eine vollstandige Eliminierung der Bakterien ist
nach Auftreten von mukésen Mikrokolonien nur noch im Einzelfall durch extrem hohe
Antibiotikagaben moglich, da die Diffusionswege in den Kern der Kolonie weit sind,
und P.aeruginosa aufgrund seines vielseitigen Stoffwechsels eine grof3e Anzahl der
Antibiotika metabolisieren kann (Otson ET AL, 1985; MuLcrave, 1991; Ivorg, 1991).

Im Verlauf der chronischen Infektion kommt es bei den besiedelnden P.aeruginosa
teilweise zu einer genetisch fixierten Konversion des Phanotyps. Die entstehenden
Formen zeichnen sich durch ein mukoide Kolonieform, Verkirzung der Lipopoly-
saccharidketten der auf3eren Zellmembran, Verlust von Pili und Flagellen sowie eine
verringerte systemische Virulenz aus (Osenivi eT AL. 1994; DereTic €T AL. 1995; GoLDBERG
& PiErR 1996).

1.1.4. Quorum Sensing bei P.aeruginosa

1.1.4.1. Allgemeines

Die meisten Bakterien verfiigen tUber ein als Quorum Sensing bezeichnetes System,
um ihre Genexpression entsprechend ihrer Wachstumsdichte zu regulieren. Das
zuerst beschriebene Beispiel ist die Luciferaseproduktion in Vibrio fischerii, einem
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Bakterium, das symbiotisch in den Lichtorganen einiger mariner Lebewesen lebt.
Nur bei hoher Zelldichte wird von diesen Bakterien die Luciferase exprimiert. Die
Regulation dieser Genexpression erfolgt Uber die Konzentration eines Acyl-
Homoserinlactons (AHL) im umgebenden Medium. Dieses AHL wird von den
Bakterien auf geringem Niveau konstitutiv produziert. Solange die Konzentration
gering bleibt, erfolgt auch keine Expression der Luciferase. Bei hdheren
Bakteriendichten steigt die Konzentration der AHL im Medium und durch Diffusion
auch im Cytosol der Bakterien an. Dort kbnnen die Molekile an entsprechende
Rezeptoren binden, wodurch dann AHL- Synthase und AHL- Rezeptor verstarkt
exprimiert werden. Zusatzlich wird in Vibrio fischerii auch das Luciferasegen durch
Bindung des AHL- Rezeptors verstarkt transkribiert. Es handelt sich somit um einen
Prozel3, der ab einer definierten Zelldichte selbstverstarkend ablauft.

Generell werden Acyl- Homoserinlactone in allen Bakterien von einer AHL-
Synthase aus S-Adenosylmethionin und einem Zwischenprodukt des Fettsauremeta-
bolismus, Acyl- Acyl Carrier Protein (ACP), gebildet. Die AHL- Synthase gehort zur
Familie der LuxI- dhnlichen Enzyme. lhre Expression wird in allen gram- negativen
Bakterien von einem AHL- Regulator aus der Familie der LuxR- Regulatoren
kontrolliert.

1.1.4.2. Quorum Sensing in P.aeruginosa

In P.aeruginosa ist das Quorum Sensing deutlich komplexer strukturiert. Es existie-
ren dabei mehrere Quorum Sensing - Systeme:

Vom LasR / Lasl - System wird die Produktion von 3-Oxododecanoyl-L- Homoserin-
lactonen reguliert. LasR ist dabei der Regulator, Lasl die AHL- Synthase. Ist ein sol-
ches 3-Oxododecanoyl-L- Homoserinlacton an LasR gebunden, so kann sich dieser
Rezeptor an entsprechende Promotorregionen anlagern und so die Expression von
LasR, Lasl und weiteren Regulatoren verstarken. (Aufgrund dieser positiven Ruck-
kopplung werden AHL auch als ,Autoinducer® bezeichnet.) Zusatzlich reguliert
LasR-AHL auch die Expression weiterer Gene, z.B. Pathogenitatsfaktoren wie Pro-
teasen und Elastasen oder der Gene, die zur Ausbildung eines Biofilms notwendig
sind.

AufBerdem wird von LasR-AHL die Expression eines zweiten Quorum Sensing-
Sytems, RhII/RhIR, durch Bindung an die entsprechenden Promotorregionen stimu-
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liert. Die AHL- Synthase Rhll produziert als Autoinducer N-Butyryl-L-Homoserinlac-
ton. Dieses zweite Regulationssystem kontrolliert die Pyoverdin-, Pyocyanin-,
Cyanid- und Rhamnolipid- Produktion in P.aeruginosa (Van Detpben C et AL. 1998).
Ferner scheint es eine Wechselwirkung zwischen diesem Regulationssystem und
der Expression der Sigma- Faktoren zu geben, durch die der Eintritt der Bakterien in
die stationare Phase eingeleitet wird. Bei der genauen Beschreibung dieser
Wechselwirkung gibt es in der aktuellen Literatur allerdings noch Unklarheiten
(WHiteLEY M ET AL. 2000).

- multiple LasR- = RhIR
kontrollierte Gene
- Aufbau des Biofilms

- Immunmodulierende
Aktivitat

- multiple RhIR-
kontrollierte Gene

Abb. 1.1. Schematische Darstellung der Regulationsprozesse des Quorum Sen-
sings in P.aeruginosa PAO. (Darstellung nach: peKievit & lcLEwski 2000)
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Es existieren in P.aeruginosa noch weitere Wechselwirkungen, durch die das
Quorum Sensing in diesem Organismus zu einem sehr komplexen Regulations-

system mit vielen Ruckkopplungsschritten wird. Die wichtigsten sind hierbei:

Vir: Vir ist ein CAMP- bindendes Protein der LuxR- Familie. Es bindet nach Aktivie-
rung an die Promotorregion von lasR und aktiviert so die Transkription dieses
Gens (ALBusET AL. 1997).

GacA: Dieses Protein ist wie Vifr ein Ubergeordneter Regulator des Quorum Sen-
sings und aktiviert die Transkription von lasR und rhiIR (Remmmann ET AL1997).
Der Aktivator von GacA ist unbekannt.

RsalL: rsalL ist in P.aeruginosa Genom direkt hinter lasR, allerdings auf dem Gegen-
strang, kodiert. RsaL wirkt als negativer Regulator auf die AHL- Synthase Lasl.
Eine starke Expression von RsalL fuihrt so zu einer geringeren Produktion an
Homoserinlactonen und einer verminderten Sekretion von Elastase, wodurch
wiederum die Virulenz des betreffenden P.aeruginosa beeinfluf3t wird. (peKievit
ETAL 1999)

PQS: In P.aeruginosa PAO existiert noch ein drittes Quorum Sensing - System (Pesci
ET AL 1999). Es wird als PQS bezeichnet. Das hier sezernierte Signalmolekl
ist 2-Heptyl-3-hydroxy-4-chinolon. Dieses Signalsystem scheint ebenfalls tber
Regulatoren der LuxR- Familie gesteuert zu werden und mit den bekannten
Systemen LasR/Lasl und RhIR/RhIl in Wechselwirkung zu stehen (McKnicHT
eT AL. 2000). Die am PQS- System beteiligten Enzyme und Regulatoren sind
bisher zum gréf3ten Teil unbekannt.

Eine weitere Besonderheit der Regulatoren des Quorum Sensings ist, daf} sie in
ihrer Struktur sehr &hnlich sind. Somit konkurrieren an jedem Regulator alle AHL mit
jeweils unterschiedlichen Bindungskonstanten um einen Bindungsplatz. Die Bindung
eines falschen Regulators an eine Promotorsequenz fuhrt zu einer Inhibition der
Transkription, die Bindung eines falschen AHL an ein Regulatorprotein zu einer
Inaktivierung des Molekils. Auf diese Weise existieren neben den selbstverstarken-
den Reaktionskaskaden auch Prozesse, die bei einer hohen AHL- Konzentration
limitierend auf die weitere Produktion von AHL wirken kénnen.

Die groRe strukturelle Ahnlichkeit der AHL- Rezeptoren vom LuxR- Typ, die bei allen
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gram- negativen Bakterien zu finden ist, bedeutet, da? an die Regulatoren des
Quorum Sensing einer Bakterienspezies auch AHL anderer Bakterien mit einer
abweichenden Struktur der aliphatischen Seitenkette binden kénnen. Es ist daher
eine gemeinsame Reaktion und Regulation von bakteriellen Gemeinschaften auch
uber Speziesgrenzen hinweg moglich (Parsek & GReenBerG 2000; WHITELEY ET AL. 2000;

pEKIEvIT & lcLEwski 2000).

Reaktionen auf auf3eren Stref3
Die Aktivierung des Quorum Sensings erfolgt als Reaktion auf &uf3eren Strel3, sei es
durch Limitation der N&hrstoffe, was zu einer Aktivierung von Vfr fihrt, oder durch
die Anwesenheit anderer Bakterien. Durch Aktivierung des Quorum Sensings kommt
es in allen Fallen zu einer Anpassung der Bakterien an die Bedingungen der statio-
naren Phase. Hierbei bewirkt das Quorum Sensing durch Umstellungen des Expres-
sionsmusters vor allem eine erhdhte Resistenz gegenlber oxidativem Strel3 und
eine verstarkte Produktion eisenbindender Komplexe:

Die Expression von zwei Superoxiddismutasen und einer Katalase wird direkt Gber

das lasR/lasl- System reguliert (Hassett et aL. 1999).

- In Biofilmen und in planktonisch schwimmenden P.aeruginosa wird durch das
Quorum Sensing die Expression von unterschiedlichen Genen reguliert. Unter
Eisen- limitierenden Bedingungen ist in P.aeruginosa die Expression von Mn-
Superoxiddismutase (SOD) am hdchsten. In Biofilmen wird allerdings keine Mn-
SOD exprimiert. (BoLLinGER ET AL. 2001)

- Bei Ausschalten des Quorum Sensing wird vor allem PvdD, der Proteinanteil des
Siderophors Pyoverdin, nicht mehr exprimiert. Es erfolgt somit eine Regulation
der Siderophorproduktion durch das Quorum Sensing. Eine hohe Bakteriendichte
fuhrt dabei zu einem Produktionsanstieg von (StintzieT AL.1998).

Pathogenitat

Die Pathogenitat von P.aeruginosa wird durch das Quorum Sensing moduliert.
LasR-AHL reguliert direkt die Expression von LasB (Elastase), LasA (Protease),
AprA (alkalische Protease) und ToxA (Exotoxin A) (Horner ET AL 2000; SToREY ET
AL1998; Preston ET AL1997; GameeLLo ET AL.1993), RhIR-AHL die Produktion von Pyo-
verdin, Pyocyanin, Cyanid und Rhamnolipid (BrINT & OHman 1995; VAN DELDEN ET AL
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1998). Wahrend der logarithmischen Wachstumsphase sind die Bakterien nur wenig
pathogen. Die meisten Pathogenitatsfaktoren werden erst wahrend der stationaren
Phase exprimiert. Die hochste Produktion von AHL wurde bei den P.aeruginosa- Iso-
laten gefunden, die im Tiermodell schwere pathologische Veréanderungen hervor-
riefen (Wu et aL. 2000)

Bei Untersuchungen zur Infektion von Brandwunden zeigte sich im Tiermodell, daf3
P.aeruginosa- Mutanten mit einem Defekt in lasR, lasl, rhIR oder rhll eine deutlich
verringerte Virulenz hatten. Mutanten mit einem Knock- out in lasR oder einer Dop-
pelmutation in lasl und rhll waren im Gegensatz zum Wildtyp nicht in der Lage, sich
vom Punkt der Infektion weiter Uber die ganze Brandwunde auszubreiten (RumsaucH
eT AL. 1999). Die gleichen Abstufungen in der Virulenz zeigten sich bei Infektion neo-
nataler Mause mit P.aeruginosa. Mutanten mit einem Defekt in lasl und rhll waren
nahezu avirulent, bei Defekt in nur einem der beiden Gene waren die Bakterien
deutlich attenuiert (Pearson ET AL. 2000). Die Funktionalitat des Quorum Sensings ist
somit fur die Virulenz von P.aeruginosa von entscheidender Bedeutung.

In pathogenen E.coli wird zusatzlich tber das Quorum Sensing die Expression des
Typlll- Sekretionssystems reguliert (Speranbio ET AL 1999). Ein ahnlicher Mechanis-

mus ist aus P.aeruginosa bisher nicht belegt.

1.2. Pseudomonas aeruginosa TB

1.2.1. Eigenschaften

Dieser Stamm wurde 1983 in einem CF- Patienten mit akuter und chronischer
Hypoxamie entdeckt und lief3 sich durch Antibiotikagaben nicht aus der Lunge elimi-
nieren. Erst eine hochdosierte kombinierte 14- tagige i.v.- Therapie mit Ceftazidim
und Tobramycin erbrachte eine Verbesserung des klinischen Zustandes.

Phanotypisch ist dieser Stamm wie die meisten aus CF- Patienten isolierten
P.aeruginosa mukos, weicht jedoch in einigen Parametern deutlich ab: Wahrend
andere Isolate im Zuge ihrer Adaptation an das Habitat Lunge fast alle Oberflachen-
marker verloren haben und daher nicht mehr mit Phagen typisierbar sind, zeigt TB
eine Reaktion auf viele Phagen. Dies lal3t den Schlufd zu, dal3 bei diesem Bakterium

eine vielfaltigere Zelloberflache vorliegen muf3 (s. Kap. 2.1.5.).

10
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Abb. 1.2. Pseudomonas aeruginosa TB
nach 24 h Inkubation (37°C) auf Blutagar

Die schwere Eliminierbarkeit von P.aeruginosa TB und das geringe Ansprechen auf
eine antibiotische Therapie deuteten darauf hin, dal3 dieses Bakterium entweder
eine ungewohnlich hohe Resistenz oder einen atypischen Pathogenitatsmechanis-
mus aufweist. Bei den Untersuchung im Labor stellte sich heraus, dal P.aeruginosa
des Typs TB intrazellular in Granulozyten Uberleben kdnnen. Zur Quantifizierung
dieser Beobachtungen wurden P.aeruginosa (zum einen TB , zum anderen eine
nicht intrazellular Gberlebensfahige klonale Variante) mit Granulozyten im Verhaltnis
20:1 gemischt und bei 37°C inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten
wurden Aliquote entnommen und die Lebendkeimzahl bestimmt (MietHke N 1985).

log cfu [N/ml] log cfu [N/ml]
8 8
7 70
6 i
6 i
5 4
5
4 4
3] 4
2 ‘ ‘ 3 : : ‘ |
0 30 60 90 0 30 60 20 120
Zeit [min] Zeit [min]
a. b.

Abb.1.3. Lebendkeimzahlbestimmungen von P.aeruginosa bei Inkubation mit
Granulozyten. a.. P.aeruginosa TB
b.: beliebiges P.aeruginosa - Isolat
(Abbildung nach Miethke N,1985)
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Zu Beginn der Inkubation mit den polymorphkernigen Granulozyten ist fast kein
Unterschied zwischen einem intrazellular nicht Gberlebensfahigem Stamm und
P.aeruginosa TB zu sehen. In beiden Fallen sinkt innerhalb weniger Minuten die
Lebendkeimzahl um ca. 3 GrofRenordnungen. Allerdings steigt bei P.aeruginosa TB
nach ca. 60 min die Lebendkeimzahl wieder an. Fir eine eindeutige phanotypische
Charakterisierung wurden daher Bakterien der Stamme SG17M, 892 und TB jeweils
im Verhaltnis 20:1 mit Granulozyten inkubiert und nach bestimmten Inkubationszei-
ten elektronenmikroskopische Praparate der phagozytierten Bakterien angefertigt:

P.aeruginosa SG17M

Schon nach 15 min Inkubation waren keine lebensfahigen P.aeruginosa SG17M
mehr in den Granulozyten zu finden. Nur noch die Reste einiger Zellwande waren zu
sehen. Dieser Bakterienklon gehort zu der Gruppe der klonalen Varianten des
Stammes C, des in Mitteleuropa haufigsten Umwelt- und Klinikisolats (Romuin U ET AL
1994 (1)).

- Abb. 1.4
Granulozyt mit Resten von
- phagozytierten P.aeruginosa
~ SG17M nach 15 min
~ Inkubation.

P.aeruginosa 892

P.aeruginosa 892 ist eine klonale Variante des Stammes TB, der in infizierten CF-
Patienten ebenfalls zu schweren Krankheitssymptomen fiihrte. Er zeigte aber in den
in vitro- Untersuchungen keine Fahigkeit zum intrazellularen Uberleben in Granulo-

zyten. Dies bestatigten auch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die zeig-

12
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ten, dal? die Bakterien in den Granulozyten zwar l&anger Uberleben konnten als die

des Klons C, aber dennoch nicht unbegrenzt intrazellular persistieren konnten. Nach

15 min waren noch intakte Bakterien auf den Aufnahmen zu sehen, nach 60 min fast
nur noch Reste abgetoteter P.aeruginosa 892.

Abb. 1.5.

Granulozyt mit phagozytierten
P.aeruginosa 892 nach 15 min
Inkubation

Abb. 1.6.

Granulozyten mit den
Resten von phagozytierten
P.aeruginosa 892 nach

60 min Inkubation
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P.aeruginosa TB

Obwohl einige Bakterien des Typs P.aeruginosa TB intrazellular in den Granulo-
zyten lysiert werden, scheint ein grol3er Teil stabil persistieren zu kdnnen. Auch
nach 60 min Inkubation mit Granulozyten sind noch intakte Bakterien in den Phago-
somen zu sehen. Zusatzlich waren nach 60 min auch einige Zellteilungen zu beob-

achten.

Abb. 1.7.

Stabile intrazellulare P.aeruginosa
TB nach 15 min Inkubation mit
Granulozyten

Abb. 1.8.

Granulozyten mit intakten intra-
zellularen P.aeruginosa TB nach
60 min Inkubation

14
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Abb. 1.9.

Ausschnitt eines Granulozyten nach
60 min Inkubation mit P.aeruginosa
TB. Bei einigen der phagozytierten
Bakterien sind Zellteilungen zu beob
achten.

P.aeruginosa TB kann also nicht nur in den Phagosomen uberleben, er kann sich
unter diesen Bedingungen sogar ohne lange Adaptation vermehren. Bertcksichtigt
man, daf} die fur diese Experimente verwendeten P.aeruginosa TB vorher in der sta-
tionaren Phase waren, so wurden die Zellteilungen zum frihestméglichen Zeitpunkt
beobachtet. Diese elektronenmikroskopischen Abbildungen bestatigten die Werte
der aufgenommenen Wachstumskurven. Bei fortgesetzter Inkubation Uber mehr als
120 min wurden die Granulozyten sichtbar geschadigt (Grof3e Vakuolen, Form- und
Strukturveranderungen bis zur Apoptose) (MietHke 1985) und die intrazellularen Bak-
terien freigesetzt.

Ein Makrorestriktionsverdau der genomischen DNA zeigte nach der Auftrennung in
der WFGE ein Fragmentmuster, das stark von dem des dominierenden C- Klons
abwich (s. Kapitel 1.1.2.). Seit Mitte der achtziger Jahre traten keine weiteren Infek-

tionen mit diesem Bakterium oder seinen klonalen Varianten auf.

1.2.2. Intrazellulare Vermehrung von Bakterien

Ein Uberleben oder sogar eine Vermehrung in eukaryontischen Zellen ist bei vielen
Bakteriengattungen, wie z.B. Salmonella, Yersinia, Legionella, Listeria, Chlamydia
und Mycoplasma (MiLLer ET AL. 1994), nicht ungewdhnlich. Sogar ein Laborstamm wie
E.coli K12 zeigt hierfir ein geringes Potential (Sinai & Bavoir 1993). Der Aufnahme-

15
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mechanismus ist dabei je nach Bakterium und Gewebe unterschiedlich: Wahrend
normalerweise die Aufnahme in eine eukaryontische Zelle von den Prokaryonten
selbst durch Stimulierung entsprechender Rezeptoren ausgeldst wird, ist die Phago-
zytose durch Makrophagen oder polymorphkernige Granulozyten ein Prozel3, an
dessen Ablauf die Bakterien nicht beteiligt sind. Die Prozesse, die sich an diese Auf-
nahme anschliel3en, konnen je nach Bakterienstamm und Gewebe unterschiedlich
sein; im folgenden werden daher nur die grundlegenden Prinzipien dargestellt.

Nach der Aufnahme in ein Phagosom kommt es in der Zelle zu Prozessen, die der
Lyse des Bakteriums dienen sollen. Hierzu werden z.B. in die Phagosomenmembran
ATPasen integriert, durch die der pH- Wert der Vakuole auf 4,5 - 5,3 gesenkt wird
(IsBerc 1994). Zusatzlich wirken lysosomale Enzyme und kationische Peptide, die als
Detergentien der prokaryontischen Zellmembran operieren, auf die Bakterien ein.
Daneben findet in Leukozyten noch eine Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindun-
gen statt. (Iseerc 1994). Gegen die Ansduerung des Mediums existiert bei einigen
Bakterien Resistenz (HackstapT & WiLiams 1981), andere dagegen verhindern den
Einbau der ATPasen durch gezielte Stérung des Wirtsstoffwechsels (MiLLErR ET AL
1994). Auf die gleiche Art werden auch die anderen lytischen Mechanismen aul3er
Kraft gesetzt (Horwitz 1983). Diese Fahigkeiten sichern dem aufgenommenen Bakte-
rium aber nur das intrazellulare Uberleben, fiir eine Vermehrung muR zusétzlich eine
Nahrstoffquelle verfugbar sein. Dies wird bei einigen Bakterien durch eine Lyse der
Phagosomenmembran und damit einen direkten Kontakt zum Zytoplasma sicherge-
stellt (CamiLLi ET AL. 1993), andere dagegen nutzen die Inhaltsstoffe des Phagosoms
zum Wachstum. Beide Mechanismen sind in der Anfangsphase nicht sehr effektiv,
so daf? bei den meisten Bakterien eine mehrstindige Latenzzeit vor der Vermehrung
eintritt (MiLLer ET AL. 1994).

Sowohl die Aufnahme in eukaryontische Zellen als auch das Ausschalten der lyti-
schen Mechanismen erfolgt durch Einschleusung bakterieller Proteine in das Zyto-
plasma der Wirtszelle (StepHeEns & SHapiro 1996). Hierzu stehen prinzipiell drei
Transportsysteme zur Verfigung: Typ | (ein Porenkomplex durch beide prokaryonti-
schen Membranen) und Typ Il (Proteine werden mit Hilfe einer Signalsequenz in den
periplasmatischen Raum und von dort durch ein zweites Transportsystem aus der
Zelle geleitet) sind je nach sezerniertem Protein und Bakterienstamm unterschied-
lich aufgebaut. Bei dem unter pathogenen Bakterien (z.B. Yersinia sp., Salmonella
sp., Shigella sp., Bordetella sp., P.aeruginosa) weit verbreiteten Typ Il dagegen
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handelt es sich um einen grofR3en Proteinkomplex, der im Aufbau und den Protein-
sequenzen eine hohe Homologie zum Basalkorper eines bakteriellen Flagellums
aufweist (Corneuis & Van Gusecem 2000). Der Unterschied des Typ lll- Sekretions-
systems besteht nur in den anderen Signalsequenzen der auszuschleusenden Pro-
teine und in der Beteiligung eines Proteins des Typ II- Kanals am gebildeten Poren-
komplex (PucsLey 1993). Im Gegensatz zu den anderen Transportsystemen 6ffnet
der Typ llI- Kanal, der eine hohe Ahnlichkeit zum membrangebundenen Teil bakte-
rieller Flagellen aufweist, nur bei direktem Zell- Zell- Kontakt mit einer eukaryonti-
schen Membran und schleust dann entsprechende toxische Proteine direkt in das
Cytosol des Eukaryonten ein. Die Funktion dieser Proteine ist je nach Bakterium
unterschiedlich. Einige zerstéren die Struktur des Cytoskeletts, um so die Invasion
der Bakterien zu ermoglichen (Corneus 2000,Yersinia pestis), andere scheinen
gerade eine Phagozytose zu verhindern oder den phagozytierten Bakterien das
intrazellulare Uberleben durch Stérung des Metabolismus der Wirtszelle zu ermdg-
lichen (Hauser et AL 1998). Interessanterweise zeigen die Typ IlI- Kanéle unter-
schiedlicher Bakteriengattungen zueinander eine sehr viel hdhere Homologie als zu
den entsprechenden Flagellen, so dald das Sekretionssystem einer Gattung korrekt
Toxine einer anderen exportieren kann (RosquisT ET AL. 1995). So sind die einzelnen
Komponenten und Toxine der Transportsysteme von P.aeruginosa und Yersinia
enterocolitica durch ihre entsprechenden Gegenstiicke ersetzbar, ohne dal3 dieses
hybride Typ IlI- Transportsystem seine Funktionalitéat verliert (FritHz- LINDSTEN ET AL.
1998). Lediglich die Art der ausgeschleusten Proteine unterscheidet sich. Diese
Ahnlichkeit 1aRt vermuten, daR die betreffenden Bakterienstaimme diese Gen-
kassette durch horizontalen Transfer von einem bisher unbekannten Donorstamm
erst vor (evolutionar) relativ kurzer Zeit (wenige millionen Jahre) erworben haben
(BaRINAGA 1996).

1.3. Methoden zur funktionellen Genomanalyse

1.3.1. Transposonmutagenese

Bei der Transposonmutagenese wird mit Hilfe eines geeigneten Vektorsystems ein
Transposon in eine Zelle eingefuhrt und in das Genom integriert. Hierbei wird durch
eine Transposase die genomische DNA- Sequenz mit einem Einzelstrang- Uberhang
geschnitten und das Transposon mit glatten Enden integriert. Eine DNA- Poly-
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merase fullt die entstandenen Licken auf, so dafd links und rechts der Transpo-
soninsertion eine Duplikation der DNA- Sequenz stattfindet. Bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Transposon Tn5 erfolgt die Insertion sequenzunabhangig mit einer
Sequenzduplikation von 9-12 Bp. Erfolgt die Insertion in einem kodierenden
Abschnitt, wird ein Gen ausgeschaltet und gleichzeitig markiert. Tritt durch diesen
Verlust eine phanotypische Verdnderung auf, so ist die betreffende Mutante selek-
tierbar. Ausgehend von der bekannten Transposonsequenz kann eine Sequenzie-
rung des umliegenden DNA- Bereichs erfolgen.

Es ergeben sich bei diesem Verfahren zwei Probleme: Zum einen ist das Auftreten
einer Transposition selten und daher entsprechende Mutanten nur schwer zu finden,
zum anderen ist dieses Ereignis aber dennoch haufig genug, daf3 nach mehreren
Generationen durch weitere Transpositionen Subspezies entstehen koénnen, bei
denen wiederum andere Gene zusatzlich ausgeschaltet worden sind. In den meisten
Fallen bleibt ein einmal ausgeschaltetes Gen auch dann funktionslos, wenn das
Transposon bereits wieder an einer anderen Stelle im Genom inseriert ist: Durch die
Art der Transposoninsertion kommt es namlich neben einer Verdopplung eines
Sequenzabschnitts auch haufig zu einer Leserasterverschiebung. Eine verlaRliche
Detektion, welche Insertion in einem Transposonmutanten zu der beobachteten
phanotypischen Veranderung fuhrte, ist somit schwierig.

Eine Moglichkeit, diese Probleme zu umgehen, ist die Verwendung eines Minitrans-
posons in einem Suizid- Plasmid. Dies sei am verwendeten System dargestellt. Ein
Minitransposon hat folgenden Aufbau:

Repressor-
und inverse _ inverse
Resolvasegen Repetition  Resistenzgen Repetition
. tnpR tnpA resA segA
Promotor Transposasegen Promotor weitere Sequenzen

(Gene oder
Proteinbindungsstellen)

Abb. 1.10. Schematischer Aufbau eines Minitransposons
Zuerst wurde dazu ein resistenzvermittelndes Transposon in ein Plasmid integriert.
Die Transposase wurde herausgeschnitten und in einen Bereich aul3erhalb der IR-

Sequenzen inseriert. Eine Transposition transponiert nur den von den IR- Elementen

eingeschlossenen Bereich, so dal3 die Transposase auf dem Vektor verbleibt. Das
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Plasmid kann aber nur dann stabil in einer Zelle verbleiben, wenn es replizierbar

und kompatibel ist. In dieser Arbeit wurden zwei Vektorsysteme verwendet:

pUT besitzt als Replikationsursprung ein oriR 6K, der nur dann korrekt zur Replika-
tion des Plasmides verwendet werden kann, wenn in der Zelle ein sog. 1= Protein,

das von einem Apir- Phagen codiert wird, vorliegt. Dies bedeutet, dal’ das Plasmid in
den meisten Bakterienstimmen nicht stabil vermehrt werden kann und zusammen
mit der auf ihm codierten Transposase verloren geht, so dafd ein Transpositionser-

eignis irreversibel wird (De Lorenzo ET AL. 1990).

Bei pTnMod-OGm liegt der Replikationsursprung oriR PMB1 im mini- Transposon,
so dald nach der genomischen Insertion das Ubrige Plasmid mit der Transposase
nicht mehr replizierbar ist (Dennis & ZyLsTrRA 1998).

Wird nun auf die vom Transposon vermittelte Resistenz selektiert, so werden alle
Bakterien ohne Transposoninsertion abgetétet und nur die Mutanten kénnen
wachsen.

Soll Gberpruft werden, ob ein auf diese Weise ausgeschaltetes Gen fur die Aus-
pragung eines bestimmten Phanotyps verantwortlich ist, kann dies durch den Ver-
gleich von Originalstamm und Transposonmutante in einem geeigneten Differenzie-
rungsansatz geschehen. Kann der Ausgangsstamm eine bestimmte Selektions-
bedingung Uberleben, der Mutant dagegen nicht, so ist das ausgeschaltete Gen flur
das Uberleben unter diesen ausgewéhlten Bedingungen essentiell.

1.3.2. STM

Das 0.g. Verfahren ist vom Prinzip einfach, doch gibt es in der Praxis Probleme: Die
Insertion eines Transposons ins Genom erfolgt (im Idealfall) rein statistisch. Soll das
Genom von P.aeruginosa (6 Mb) mit Hilfe der Transposon- Mutagenese durchsucht
werden und bei jedem 1000. Nukleotid eine Insertion erfolgen, so ist dazu die Erzeu-
gung und Uberprufung von 6000 verschiedenen Transposonmutanten notwendig.
Berucksichtigt man, dald die Insertion statistisch erfolgt, so sind sogar noch mehr
Transposonmutanten zum Erreichen dieses Ziels notwendig. Dies ist in einem ver-

nunftigen Zeit- und Materialrahmen nicht moglich.
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Das STM- Verfahren ermdglicht die parallele Untersuchung von bis zu 100 verschie-
denen Mutanten in einem einzigen Ansatz. Dafur wird ein Unterscheidungsmerkmal
zwischen den einzelnen Stdmmen bendtigt. Dies 1413t sich durch den Einbau einer
von bekannten Sequenzen flankierten statistischen Zufallssequenz in das Transpo-
son erreichen, die derart konstruiert werden muf3, dald zum einen eine moglichst
grol3e Vielfalt sichergestellt ist, auf der anderen Seite aber keine Haarnadelschleifen
gebildet werden konnen (s. Kap. 3.2.). Es ist weiterhin von Vorteil, wenn die
Sequenz von einigen vorher festgelegten Restriktionsenzymen nicht gespalten
werden kann, da so eine einfachere Handhabung bei molekularbiologischen Arbei-
ten maoglich wird.

Beim urspringlich publizierten STM- Verfahren (HenseL et AL.1995) wurden die Trans-
posonmutanten durch Konjugation des Zielstammes mit einem Pool von Donorstam-
men erzeugt, in dem mehrere tausend unterschiedliche Signalsequenzen vertreten
waren. Von dieser Methode der Mutantenerzeugung wurde in spateren Arbeiten
wegen starken Schwankungen in der Signalstarke und haufig fehlerhaften Hybridi-
sierungen ahnlicher Signalsequenzen abgesehen. Aul3erdem war es sehr schwierig,
die Vielfalt der Signalsequenzen in den Donoren aufrechtzuerhalten, da es mit jeder
Subkultur zu einer immer starkeren Verarmung des Donorpools kam. Die Transpo-
sonmutanten wurden deshalb in spateren Experimenten aus einer Gruppe von sepa-
rat angezogenen Donoren erzeugt. Diese Gruppe enthielt zumeist 48 verschiedene
Donorplasmide, da es bei Verwendung von 96 verschiedenen Signalsequenzen in
einer Detektion oft zu starken statistischen Signalschwankungen kam (DarRwiN &
MiLLER 1999).

Mit diesen Donorplasmiden wurden die Transposonmutanten des zu untersuchen-
den Stammes erzeugt und in Mikrotiterplatten geordnet. Parallel in einem adaquaten
Medium angezogen, konnten dann 48 bis 96 Transposonmutanten vor einer Selek-
tion vereinigt werden, wobei im Idealfall alle Proben bei Versuchsbeginn die gleiche
Zelldichte haben sollten. Diese Bakterienmischung wurde in zwei Ansatze aufgeteilt.
Ein Teil wurde den gewdahlten Selektionsbedingungen ausgesetzt, der andere ohne
Selektionsdruck inkubiert. Aus beiden Gruppen wurde nach Beendigung der Selek-
tion jeweils die genomische DNA der Bakterien prépariert und die spezifischen
Signalsequenzen durch PCR amplifiziert und mit einem geeigneten Verfahren mar-
kiert. Diese Sondenlésungen wurden dann mit einen DNA- Blot hybridisiert, auf den
die Signalsequenzen der Donorplasmide gebunden waren.
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Bei dem urspriinglichem STM- Verfahren (HenseL et aL. 1995) wurde die genomischen
DNA der Transposonmutanten als Kolonieblot auf eine Membran gebunden. Alterna-
tiv erhalt man durch das Fixieren der Donor- Plasmide (oder sogar der PCR- Pro-
dukte der Signalsequenzen) auf der Membran universell verwendbare Blots, die
zusatzlich noch ein exzellentes Signal- Rausch Verhaltnis aufweisen.

Im Selektionsansatz fehlen nun die Signalsequenzen von den Bakterien, die den
Selektionstest nicht Uberlebt haben. Dementsprechend werden bei der Hybridisie-
rung mit dem DNA- Blot die dazu gehérenden Donor- Plasmide (oder PCR- Pro-
dukte) nicht markiert. Mutanten, die das zu selektierende Merkmal nicht auspragen,
konnen somit identifiziert und in dem betreffenden DNA- Abschnitt sequenziert
werden, da dort durch das Transposon eine bereits bekannte Sequenz inseriert
worden ist (HenseL ET AL. 1995)

1.3.3. IVET

Die In Vivo Expressionstechnologie (IVET) ist ein Verfahren zur Identifikation aller
Gene, die unter definierten Selektionsbedingungen verstarkt exprimiert werden
(MaHAN ET AL. 1993; StaucH ET AL1994;RAINEY ET AL1997). Hierzu wird die genomische
DNA des zu untersuchenden Organismus fragmentiert und vor einen promotorlosen
Selektionsmarker (z.B. Antibiotikaresistenz, GFP) in ein geeignetes Vektorsystem
kloniert. Diese Vektoren werden durch Transformation oder Konjugation in den zu
untersuchenden Organismus eingefihrt. Je nach Vektor erhalt man episomale Plas-
mide oder durch homologe Rekombination genomisch integrierte Selektionsmarker.
In die Bibliothek werden nur die Bakterien Gibernommen, die unter den gewahlten
Standardbedingungen den entsprechenden Selektionsmarker nicht exprimieren.

Werden die so ausgewahlten Mutanten in einem Versuchsansatz einem entspre-
chenden Selektionsdruck ausgesetzt, so verandern sie ihr Expressionsprofil. Enthalt
die in den Vektor eingefligte Sequenz einen Promotor, der unter diesen veranderten
Bedingungen abgelesen wird, so wird auch der entsprechende Selektionsmarker
abgelesen und die entsprechenden Mutanten kénnen identifiziert werden. Von der
bekannten DNA- Sequenz aus ist dann eine Sequenzierung des unbekannten inse-
rierten DNA- Fragments moglich. Im Gegensatz zur Transposonmutagenese und
deren Weiterentwicklung STM ist IVET eine positive Selektion. Es werden daher

nicht nur die Gene identifiziert, die fir die Anpassung an ein bestimmtes Habitat
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essentiell sind, sondern alle Gene, deren Expression durch die Selektionsbedingun-
gen erhoht wurde. Dies kénnen beispielsweise auch Gene des Stoffwechsels sein,
wenn die Zusammensetzung des N&hrmediums verandert ist. Mit IVET werden
daher stets mehr Gene gefunden als bei STM mit einer dominant negativen Selek-
tion. Es ist aber bei IVET keine Aussage mdglich, ob diese Gene auch tatsachlich
essentiell sind. Zusatzlich ist denkbar, daR Gene fiir das Uberleben in einem Habitat
notwendig sind, aber konstitutiv stark exprimiert werden. Auch diese Gene werden
nicht gefunden, da hier keine Signalanderung zu detektieren ist. Zusatzlich hat die-
ses Verfahren noch zwei weitere Nachteile. Da prinzipiell alle Bakterien die Selek-
tion Uberleben, ist eine parallele Untersuchung mehrerer Mutanten in einem Experi-
ment nur selten maglich. Zusatzlich ist auch eine Untersuchung von Pathogenitéats-
faktoren in vivo nur schwer durchfihrbar, da die Bestimmung der veranderten

Expression des Selektionsmarkers wahrend des Experiments erfolgen muf3.

1.3.4. DNA- Chiptechnologie

Die Anwendung der DNA- Chiptechnologie setzt voraus, dal3 das Genom des zu
untersuchenden Organismus vollstandig sequenziert ist. Unter dieser Voraus-
setzung ist es moglich, einen DNA- Chip zu konstruieren, auf dem die Sequenzen
aller putativen ORFs fixiert sind. Wird aus diesem Organismus die gesamte mRNA
gewonnen, in cDNA- Fragmente umgeschrieben und entsprechend markiert, so kann
durch Hybridisierung mit dem DNA- Chip ein Expressionsprofil des gesamten
Genoms unter den gewahlten Wachstumsbedingungen erstellt werden. Durch Ver-
gleich der Expressionsprofile in verschiedenen Habitaten ist die Identifizierung aller
Unterschiede im Expressionsmuster moglich (Wei et aL. 2001).

Auch dieses Verfahren hat einige Nachteile. Man erhalt -wie bei IVET- die Summe
aller Gene, deren Expression verandert wurde. Eine Aussage, ob ein einzelnes Gen
fur die Anpassung essentiell war, ist auf Grundlage dieses Experiments nicht mog-
lich. Auch werden Gene nicht identifiziert, die zwar eventuell essentiell fur die Aus-
pragung eines Phanotyps waren, aber konstitutiv exprimiert werden. Ebenso ist es
mit der bisherigen Technik noch nicht mdglich, gute Ergebnisse von Genen zu erhal-
ten, die nur schwach exprimiert werden. Diese kodieren haufig fur Schlisselproteine
(z.B. Regulatoren), konnen aber, selbst wenn eine Anderung im Expressionsmuster

vorliegen sollte, aufgrund des schwachen Signals oft nicht identifizert werden.
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1.4. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau einer Bibliothek von STM- Transposonmutanten
in Pseudomonas aeruginosa TB und die Identifikation von Genen, die fur das intra-
zellulare Uberleben dieses Bakteriums in neutrophilen Granulozyten essentiell sind.
Bisher ist nur eine Minderheit von P.aeruginosa - Stammen einer Transposonmuta-
genese zuganglich. Im ersten Teil dieser Arbeit soll ein effizientes Verfahren zur
Erzeugung von Transposonmutanten aus verschiedenen P.aeruginosa- Isolaten ent-
wickelt werden. Eine fur die Verwendung in P.aeruginosa optimierte Signalsequenz
ist zu konstruieren und in ein geeignetes Vektorsystem zu klonieren. Diese STM-
Vektoren sind auf vergleichbare Signalstarken und spezifische Hybridisierung unter
definierten Bedingungen zu optimieren.

Mit diesen Vektoren soll eine Bibliothek von P.aeruginosa TB- Transposonmutanten
aufgebaut und entsprechend den Signalsequenzen geordnet werden.

Die Transposonmutanten sollen gruppenweise mit Granulozyten inkubiert werden,
um so in einem kompetitiven Ansatz diejenigen Mutanten zu identifizieren, deren
Fahigkeit zum intrazellularen Uberleben deutlich vermindert ist. Ziel ist hierbei die
Entwicklung eines nichtradioaktiven Detektionsverfahrens zur parallelen quantitati-
ven Identifikation der Signalsequenzen der jeweils eingesetzten Transposon-
mutanten.

Anhand der Transposonmutanten, die eine Veranderung in ihrer intrazellularen
Uberlebensfahigkeit aufweisen, soll eine Methode zur Sequenzierung der flankieren-
den Bereich der Transposoninsertion etabliert werden. Durch Vergleich der gefun-
denen Sequenzen mit Datenbanken sollen, soweit méglich, die fur das intrazellulare
Uberleben in Granulozyten essentiellen Gene identifiziert werden. Wo aufgrund von
Datenbankhomologien eine eindeutigen Funktionsvorhersage moglich ist, sollen
Mutanten durch ph&notypische Untersuchungen in ihren individuellen Abweichun-
gen charakterisiert werden.

Bei allen entwickelten Verfahren zum Aufbau der STM- Bibliothek und zur Detektion
der Signalsequenzen ist darauf zu achten, dal’ eine Anwendung auch bei anderen
Pseudomonas- Isolaten moglich ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate
Brutschrank Heraeus
Labofuge | Heraeus
Dri- Block DB-3 Techne
eppendorf- Centrifuge 5415C Eppendorf
eppendorf- Centrifuge 5417R Eppendorf
eppendorf- Thermostat 5320 Eppendorf
Hybridisierungsofen 400 HY Bachofer
UV- Transilluminator Bachofer
Vacuum Concentrator Bachofer

Minifold | Vakuum- Blotter
Schuttelwasserbad Modell G76
Schwenktisch HS250
Sorvall- Zentrifuge RC5B Plus
dazu Rotoren  GS-3 (SLA3000)
GSA (SLA1500)
SS34
Spannungsquelle Power pac 300
pH- Mel3geréat 761 Calimatic
Spektralphotometer U3000
Thermocycler
Tischzentrifuge Hettich universal
Waage BP3100S
BP210 S

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Filterpapier GB003

Filter Celluloseester HA 0,45 pm

Filter Celluloseacetat 5um Porengrole
Pasteurpipette

Petrischalen 9 cm @

Pipettenspitzen (1ml, 200, 10pl)
Polaroidfilm 667

Reaktionsgefal’ (50 ml, 15 ml)
Reaktionsgefafd (0,5ml, 1,5ml, 2ml)
Rontgenfilm X-Omat AR

Schleicher und Schuell

New Brunswick Scientific
Janke & Kukel Ika Labortechnik
DuPont

Bio-Rad
Knick
Hitachi
Landgraf
Hettich

Sartorius

Schleicher u. Schuell
Millipore

Sartorius

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Polaroid

Greiner

Sarstedt

Kodak
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2.1.3. Chemikalien und Enzyme

AB- Serum
Agar
Agarose

anti-Digoxigenin AP

CDP- Star
DEA
Ethidiumbromid
FCS

Formaldehyd 35%

Gentamicin

Goldstar- Polymerase

+ Puffersystem
Kanamycin

Klenow- Polymerase

[-Block

Liguemin (Heparin)

LMP- Agarose
Lymphozyten-

Separationsmedium
Nitrocellulosemembran Schleicher&

Blutbank MHH Nylonmembran
Gibco BRL Hybond N+ Amersham
Gibco BRL Oligonukleotide MWG Biotech
Boehringer Pharmacia,
Tropix GibcoBRL
Tropix PIPES Sigma
Sigma PBS- Tabletten GibcoBRL
GibcoBRL Proteinase K Sigma
Merck Qia- Maxi Prep Qiagen
Serva RNase A Qiagen
Restriktionsenzyme New England
Eurogentec + Puffersysteme Biolabs
Sigma RPMI 1640 GibcoBRL
Boehringer T4- Ligase Boehringer,
Tropix New England
Merck Tag- Polymerase
Bethesta Res. + Puffersysteme InViTek

Terminale Transferase
+ Puffersystem
Uranylacetat fur EM

GibcoBRL Boehringer
Merck, Plan

Schuell

Die anderen Laborchemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad ,pro analysis“ von den
Firmen Merck, Sigma und Riedel de Haen bezogen.

2.1.4. LOosungen
(1) LB- Medium:

26

LB- Gm:

LB- Km:

LB- Agar:

(2) M9- Medium (10x): 68,14 g/l

15 g/l Caseinhydrolysat
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NacCl pH 7,0

LB- Medium mit 25 pg/ml Gentamicin

LB- Medium mit 50 pg/ml Kanamycin

Zur Herstellung eines festen Nahrbodens wurden jeweils
15 g/l Agar zugesetzt.

Na.HPO,
30 g/l KH.PO,
5 g/l NaCl

10 g/l NH.CI

Vor Gebrauch Zugabe einer Kohlenstoffquelle.

Glycerol: 0,2 %
Casein: 0,5%
Gelatine: 0,5%
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M9- Agar: Zur Herstellung eines festen Nahrbodens wurden jeweils
15 g/l Agar zugesetzt. Agar und Wasser wurden separat
autoklaviert.10x M9- Medium und die entsprechende
Kohlenstoffquelle wurden direkt vor dem Giel3en des
Agars zugesetzt.

(3) TBE- Puffer (10x): 09M Tris (108 g/l)
0,9 M Borsaure (55 g/l)
0,02 M EDTA (7,59/) pH 8,3- 85

(4) Auftragspuffer (6x): 15% Ficoll 400
0,25% Bromphenolblau
0,25%  Xylencyanol
0,5M EDTA pH 8,0

(5 PBS (10x): 1,37 M NacCl (80 g/l)
27 mM  KCI (2 g/l)
4,3mM Na,HPO, - 7 HO (11,5 g/l)
1,4mM KH,PO, (2 g/l) pH~ 7,3

(6) SOB: 20 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
10 mM NacCl (0,58 g/l)
2,5 mM KCI (0,185 g/l) pH 7,0
10 mM MgCl, (1 g/l)  vor Gebrauch zugeben
10 mM MgSO, (1,2 g/l) vor Gebrauch zugeben

(7) SOC: SOB + 20 mM Glucose (3,6 g/l)

(8) TB- Puffer: 10 mM PIPES (3 g/l)
15mM CaCl, (1,6 g/l)
250 mM KCI (18,6 g/l)

mit KOH pH 6,7 einstellen, dann erst
50 mM MnCl, (9,85 g/l Tetrahydrat)
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern

(9) TE- Puffer: 10 mM Tris-Cl (1,2 g/l)
1 mM EDTA (0,38 g/l) pH 7,5

(10) Plasmid- Praparation:
Ldsung | 50 mM Tris-Cl (6 g/l)
10 mM EDTA (0,38 g/l)
100 pg/ml DNase freie RNase A pH 8,0

Ldsung I 0,4M NaOH (16 g/l)
1% SDS
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LAsung Il 3M
2M

(11) Lysispuffer : 40 mM
20 mM
1 mM
1%

(12) Fixierldsung: 1x
1%
1mM

(13) Gelfiltration-
Farbstoffgemisch: 0,8%
0,5%

(14) Blotpuffer: 0,4 M
15M

(15) Blot- Waschpuffer: 50 mM

Kaliumacetat (294 g/l)
Essigséaure (115 mi/l)

Tris-Acetat (4,84 g/l)
Natriumacetat (1,64 g/l)
EDTA (0,38 g/l)

SDS pH 7,8
PBS

Paraformaldehyd

CaCl; (0,11 g/l) pH 7,2-7,4

Dextranblau (2-10° g/mol)
Phenolrot (376 g/mol)

NaOH (16 g/l)
NaCl (87 g/l)

Natriumphosphat (NaH.PO,-2H,0: 7,8g/l)

mit NaOH pH 6,5 einstellen

(16) Prahybridisierungspuffer:
7%
05M
1 mM
0,5 %

SDS

Natriumphosphat (NaH.PO,-2 H,O: 78 g/l)
EDTA (0,38 g/l

Blockingreagenz (Boehringer)

Durch Erwarmen auf 50-70°C losen pH 7,2

(17) Nicht- radioaktive Detektion:

Hybridisierungs- Waschpuffer:

40 mM Natriumphosphat (NaH.PO,-2 H,0:6,3 g/l)
1% SDS
1 mM EDTA (0,38 g/l) pH 7,2
Puffer I: 100 mM Tris -ClI (12 g/l)
150 mM NacCl (8,7 g/l) pH 7,5
Puffer II: Puffer | + 0,5 % Blocking- Reagenz (Boehringer)

Antikorperlésung:  1: 5000 Verdinnung Anti- Digoxigenin AP Fp-
alkalische Phosphatase- Konjugat (Boehringer) in

Puffer Il

Puffer 1ll: 100 mM
100 mM
50 mM

Tris-Cl (12 g/l)
NacCl (5,8 g/l)
MgCl. (4,8 g/l) pH 9,5



Material und Methoden

(18) Waschldsung: 0,2 M
0,1 %
(19) Immunoblot- Detektion:

Waschlosung A: 1x

0,1 %

0,2 %

Waschlésung B: 1x

0,1 %

Assay-Puffer: 0,96 %
1mM

Nitroblock- Losung: 5%

0,96 %
1mM

(20) Blutagar: 5%

1,5%

Prozentangaben
Bei Einwaage von Feststoffen:
Bei Zugabe fllissiger Substanzen:

2.1.5. Bakterien
2.1.5.1. Escherichia coli

CC118 Apir:

NaOH (8 g/l)
SDS

PBS®
Tween 20
[-Block

PBS®
Tween 20

DEA
MgCl (0,1 g/l)

Nitroblock
DEA
MgCl;

Schafblut

Columbia-Agar

pH 10

pH 10

Gewicht/Volumen (g/100 ml)
Volumen/Volumen (ml/100 ml)

A(ara-leu), araD, AlacX74, galE, galK, phoA20, thi-1, rpsg, rpoB, argE(Am),

recAl, Apir Phage lysogen

Verwendung: Stabile Lagerung der Plasmide pUT miniTn5 Km2 und pUT Gm

S17-1 Apir:

Tp" SM' recA, thi, pro, hsdR" M* RP4-2:Tc: Mu : Km Tn7, Apir

Verwendung: Donorstamm (pUT mini Tn5 Km2 und pUT Gm) in biparentaler

Konjugation
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DHb5a:

F -,¢80, m80lacZAM1S, A(lacYZA-argF)uiss, recAl, endAl, hsdR17 (r« ; mk?),

SupE44, A\, thir, gyrA, relAl

Verwendung: Lagerung von pTnMod-OGm und Donorstamm in triparentaler
Konjugation

HB101:

F, leuB6, proA2, recAl3, thi-1, ara-14, lacY1, galK2, xyl-5, mtl-1, rpsL20,

SupE44, hsdS20 (1" ; mg)

Verwendung: Als Trager des Plasmides pRK2013 Helferstamm in
triparentaler Konjugation

2.1.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Folgende P.aeruginosa- Stamme wurden eingesetzt:

TB: Serotyp: 4
Pyocintyp: 1h
Phagenlysotypie: F8, M4, PS2, PS24, PS31, 352, 46b/2,
1214, Col21,F7, F10, PS21, PS73
Ein Plasmid konnte nicht nachgewiesen
werden.

Bereits in Kap. 1.2. beschrieben.

892: Serotyp: 4
Pyocintyp: 1h
Phagenlysotypie: F8, M4, PS2, PS24, PS31
Ein Plasmidnachweis wurde nicht
durchgefihrt.

Der Stamm 892 ist eine klonale Variante
(RomuING ET AL. 1994) des Stammes TB

PAO1: Der Stamm P.aeruginosa PAO1 gilt als genetischer Referenz-
stamm. Die meiste verotffentlichte Literatur bezieht sich auf ihn und
seine klonalen Varianten.
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2.1.6. Vektoren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Vektoren zur Transpo-
sonmutagenese von P.aeruginosa TB verwendet. Biparentale Konjugationen wurden
mit dem pUT- Vektorsystem durchgefuhrt, triparentale mit den Vektoren pTnMod-
OGm und pRK2013 (Kap. 2.2.4.).

2.1.6.1. pUT mini-Tn5 Km2

BamHi
Xbal
Pstl
Sphi
Sfil
Notl
EcoRlI

pUT / mini-TnSKm2 R

Sall

RéK oriR

Abb.2.1.
Der Vektor pUT mini-Tn5Km2
(Abb. nach Dennis & ZyLsTrRA 1998)

Der Vektor pUT wurde aus pGP704 entwickelt. Durch den ori R6K wird dieser Vektor

zu einem Suizidplasmid, da er nur in Bakterien, die das 1= Protein des Apir- Phagen
exprimieren, korrekt ablesbar ist (DeLorenzo & Timmis 1990). Die mit oriT RP4 gekenn-
zeichnete Region enthalt alle Sequenzen, die zur Initiation eines konjugativen Plas-
midtransfers notig sind. Die Ap’- Region kodiert eine Ampicillinase, die als Selekii-
onsmarker in E.coli dienen kann, nicht jedoch in P.aeruginosa, da diese Bakterien
eine genomisch kodierte B- Laktamase besitzen. Mit tnp” ist der Bereich des Plas-
mids gekennzeichnet, der die Transposase des Tn5 kodiert. Unter Kontrolle des
gleichen Promotors wird in diesem Bereich zusatzlich noch ein zur Transposase
gehdrendes, in seiner Sequenz Uberlappendes Repressorgen kodiert (Berc 1989).
Der Stern weist auf eine eingefiihrte stille Mutation im Transposasegen hin, durch
die eine Notl- Schnittstelle eliminiert wurde ( DeLorenzo & Timmis 1990).

Das Transposon wurde in die ,multi- cloning- site“ des Plasmids inseriert. Die ver-
wendete Kanamycinresistenz stammte aus dem Transposon Tn903, aus dem sie als
BamHI- Fragment herausgeschnitten und in den Vektor pUC18 inseriert wurde. Aus
diesem wurde die Sequenz dann als Sfil- Fragment in das ebenso verdaute pUT
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mini-Tn5 ligiert. Die spezifische Markersequenz wurde bei der Vorbereitung des
Transposons zur STM in die Kpnl- Schnittstelle inseriert (HenseL et aL. 1995).

2.1.6.2. pUT Gm

Sphl

Sfil

Notl
EcoRlI

Abb.2.2.
Der Vektor pUT Gm

Zur Konstruktion dieses Plasmids wurde die Kanamycinresistenz mit Kpnl und Sphl
in einem Doppelverdau herausgeschnitten und eine Gentamicinresistenz (aus
pMS246; ScHweizer 1993) einkloniert. Dabei kam es zu einem Verlust der urspringli-
chen Signalsequenz des pUTmini-Tn5Km2, die dann durch eine optimierte Version
(s. Kap. 3.2.) ersetzt wurde.

2.1.6.3. pTnMod-OGm

Kpnl Ssti

Abb. 2.3.
; Pe Der Vektor pTnMod-OGm
Hindllggm Spr (Abb. nach Dennis & ZyLsTrA 1998)

Beim pTnMod-OGm handelt es sich um ein sog. Plasposon. Von seinem Aufbau ist

es den pUT- Plasmiden sehr &hnlich. Auch bei pTnMod-OGm handelt es sich um ein
Plasmid mit einem mini-Tn5 (mit einer Gentamicinresistenz) und einem oriTRP4 zum
konjugativen Transfer. Wie bei pUT verbleibt die Transposase nach einer Transposi-
tion auf dem Plasmid. Allerdings umfaldt die transponierte Sequenz bei pTnMod-
OGm auch den Replikationsursprung des Plasmides. Dies bedeutet, dal} das Rest-
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plasmid nach erfolgter Transposition nicht mehr repliziert werden kann und somit
verloren geht. Der verwendete Replikationsursprung oriR pMB1 ist zudem zwar in
den meisten E.coli - Stdmmen, nicht aber nicht in P.aeruginosa stabil exprimierbar.
Ein weiterer Vorteil dieses Vektors liegt darin, dal3 somit eine erneute Mobilisierung
der flankierenden Bereiche des inserierten mini- Transposons als Plasmid moglich
wird (s. Kap. 2.2.9.3. Plasmid rescue).

2.1.6.4. pTnMod-OGm-ST
In diesem Plasmid wurde die optimierte Signalsequenz flankierend zum Replika-
tionsursprung in die Kpnl- Schnittstelle des pTnMod-OGm ligiert. Das Plasmid eignet

sich somit zur Generierung von Mutanten mit spezifischen Signalsequenzen.

2.1.6.5. pRK2013

pRK2013 ist ein sog. Helferplasmid. Es kodiert fur samtliche Gene, die fir eine Kon-
jugation notwendig sind (tra und mob). Mit seiner Hilfe sind andere Plasmide, die
einen RP4- oriT besitzen, mobilisierbar, auch wenn der Donor- Stamm selbst nicht
uber die zur Konjugation notwendigen Gene verfigt (Ficurski D & HeLinski D 1979).

2.2. Methoden

Im den folgenden Kapiteln werden die fur die vorliegende Arbeit notwendigen
Methoden dargestellt. Hochgestellte Indexzahlen (z.B. LB- Medium®) verweisen auf
die in Kap. 2.1.4. beschriebene Zusammensetzung der entsprechenden Ldsung.

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Anzucht von Bakterien

Das meistverwendete Kulturmedium zur Bakterienanzucht war Luria- Bertiani- (LB-)
Medium®. Zumeist erfolgte die Anzucht der Bakterien aus Einzelkolonien in 5 ml LB
(37° C, 250 rpm, 12- 16 h). Fur gré3ere Ansatze, bei denen Bakterien in der logarith-
mischen Wachstumsphase geerntet werden sollten, wurden 2- 3 ml dieser Vorkultur
in ein grol3eres Volumen (je nach Ansatz 100- 250 ml) LB- Medium tberfihrt und far
einige Stunden inkubiert (37°C, 150 rpm), bis die gewlnschte Zelldichte erreicht
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war. Als lagerfahige Kultur oder zur Selektion diente LB- Agar mit einem entspre-
chenden Antibiotika- Zusatz. Die so erhaltenen Platten waren - mit Parafilm ver-
schlossen - im Kihlschrank 2- 3 Wochen haltbar.

Selektionsmedien:

E.coli DH5a pTnMod-OGm LB + 25 pg/ml Gentamicin
E.coli HB101 pRK2013 LB + 50 pg/ml Kanamycin
P.aeruginosa LB + 50ug/ml Gentamicin und

M9(Glycerol)®+ 50ug/ml Gentamicin

2.2.1.2. Bestimmung der Bakterienzelldichte
Alle Zelldichte- Bestimmungen wurden auf einem Photometer bei 578 nm vorgenom-
men. Der Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Zelldichte ist unter diesen
Bedingungen wie folgt:

Pseudomonas aeruginosa: 0,6 OD= 1-10°Zellen/ml

Escherichia coli: 1,00D =0,8 - 10° Zellen/ml

2.2.1.3. Anlegen von Glycerolkulturen

Glycerolkulturen kénnen bei -70° C Uber lange Zeitrdume gelagert werden. Hierzu
wurden die Bakterien einer Ausgangskultur sedimentiert (10 min, 3000 xg), der
Uberstand verworfen und die Zellen in ca. /s Vol. frischem LB- Medium resuspen-
diert. Die Zellsuspension wurde auf 15% Glycerol eingestellt und bei -70°C gelagert.

2.2.2. Auftrennung von DNA

2.2.2.1. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsduren wurde zumeist eine Elektrophorese in einer
Flachbettgelapparatur durchgefiihrt, wobei der Agarosegehalt je nach Grol3e der zu
trennenden Molekile zwischen 1 und 2 % (w/v) variiert wurde. Als Pufferlésung
wurde 1x TBE® verwendet, die angelegte Feldstarke betrug 2,0 V/om (Lauf tber
Nacht) bis 8,5 Y/cm . Die Proben wurden vor dem Auftrag mit 1/5 Vol. Auftragspuffer®

versetzt.
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Die Gele wurden anschlieRend fir 30 min in 1 pg/ml Ethidiumbromid gefarbt, in
Wasser entfarbt und auf einem UV- Transilluminator bei 312 nm photographiert. (Zur

Grolenbestimmung der Proben wurde ein BstEll- Verdau der DNA des Phagen A

verwendet.)

2.2.2.2. Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung kleiner DNA- Fragmente bietet sich aufgrund der hoheren Trenn-
leistung die Polyacrylamidgelelektrophorese an. Im vorliegenden Versuch erfolgte
die Auftrennung der DNA- Fragmente in einem 10% Gel (19+1 Acrylamid/ Bisacryl-
amid) in TBE- Puffer” bei einer Feldstarke von ca. 6,5 V/cm. Zur Detektion wurden die
Gele 5 min in 1 pg/ml Ethidiumbromid gefarbt und 5 - 10 min in Wasser entfarbt.
Langere Farbezeiten sollten vermieden werden, da dies bei kleinen Fragmenten

(=40 Bp) teilweise zu erheblichen EinbufR3en in der Signalstarke fuhren kann.

2.2.2.3. Makrorestriktionsanalyse und Wechselfeldgelelektrophorese
Die Entwicklung der Wechselfeldgelelektrophorese ermdglichte die elektrophoreti-
sche Auftrennung von DNA- Molekile bis zu einer Grof3e von 9 MBp, wodurch die
Analyse vollstandiger Eukaryonten- und Prokaryonten- Genome moglich wurde
(SchwarTz & CanTor 1984; SmitH ET AL1987). Das intakte Bakterienchromosom wird
dabei mit einer selten schneidenden Restriktionsendonuklease in 20 - 60 Fragmente
gespalten, die dann mit Hilfe der Wechselfeldgelelektrophorese ihrer Lange entspre-
chend separiert werden und so ein typisches Makrorestriktionsfragmentlangen-
muster ergeben. Anhand dieses Musters sind globale chromosomale Veranderun-
gen (Insertionen, Deletionen, Inversionen, Amplifikationen und Transpositionen)
durch Deletion oder Einfuhrung einer Schnittstelle oder einer Veranderung einer
Fragmentlange detektierbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit einem Spel- Ver-
dau der genomischen DNA verschiedene P.aeruginosa TB - Transposonmutanten
typisiert.

Der gesamte technische Ablauf der Makrorestriktionsanalyse, von der Préparation
der in Agarose eingebetteten bakteriellen DNA bis zur Auswertung der erhaltenen
Fragmentmuster, ist ausfuhrlich in Abvances IN ELEcTrRorPHORESIS protokolliert (Romuing et

AL. 1994) und wurde dementsprechend durchgefihrt:
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1,5-10 8 Bakterien der spaten exponentiellen Wachstumsphase wurden in einem
Blockchen aus 1,5% low- gelling Agarose (Sigma) eingeschlossen, mit Proteinase K
und Detergentien lysiert (56° C, 48 h) und mit 10 U Spel verdaut (37° C, 48 h). Die
Auftrennung erfolgte in einem Zeitraum von 37 h in einer BioRad DR"-Kammer in
einem Wechselfeld mit folgenden Bedingungen: U= 200 V, 10° C, zwei lineare Puls
rampenvon5-25sund5-60 sin 1 s- Intervallen.

Zur Detektion wurden die Gele 60 min in 1 pg/ml Ethidiumbromid gefarbt und zwei

mal je 60 min in Wasser entfarbt.

2.2.3. Transformation

2.2.3.1. ,Transformation- buffer” - Methode

Die ,Transformation- buffer*- (TB-) Methode wurde von Inoue et al. (1990) beschrie-

ben. Sie wurde zur Herstellung transformationskompetenter Zellen der E.coli-

Stamme S17-1 Apir , CC118 Apir und DH5a verwendet.

2.2.3.1.1. ,TB- Methode* zur Herstellung transformationskompetenter Zellen

10- 12 Kolonien wurden von einer LB- Agar Platte in 250 ml SOB- Medium® (ber-
fuhrt und auf ca. 0,6 OD - 0,8 OD herangezogen (18-20° C, 200 rpm). Nach einer
zehnminitigen Inkubation in einem Eisbad wurden die Zellen zentrifugiert (2500 xg,
10 min, 4° C) und die Pellets in 80 ml eiskaltem TB- Puffef® resuspendiert. Nach 10
min Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit den oben genannten Parametern
erneut zentrifugiert, das Pellet in 20 ml kaltem TB- Puffer aufgenommen und mit 1,4
ml DMSO versetzt (entspricht ca. 7% DMSO in der Losung). Nach kurzer Lagerung
auf Eis (10 min) wurde die Suspension aliquotiert und in fllissigem Stickstoff einge-
froren. Die Bakterien werden bei -70°C gelagert und sind Giber Monate haltbar.

2.2.3.1.2. Transformation nach der, Transformation- buffer”- Methode

Die vorbereiteten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Je 200 pl der Suspension
wurden in einem Reaktionsgefald vorgelegt und mit ca. 5 pl Plasmidlésung, deren
Konzentration je nach Experiment variierte, vereinigt und gut durchmischt. Nach
einer 30 minutigen Inkubation im Eisbad wurden die Transformationsanséatze fir 60s

auf 42° C erwarmt und wieder auf Eis gestellt. Zu jedem Ansatz wurde 0,8 ml SOC-
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Medium® gegeben und die Bakterien fir 1 Stunde bei 37° C inkubiert. Die Anséatze
wurden zentrifugiert (15 min, 3000 xg), 800 ul des Uberstandes abgenommen und
das im Restvolumen resuspendierte Pellet auf einer LB- Agarplatte mit einem
antibiotischen Zusatz (s. 2.2.1.1.) ausgestrichen.

Positive Klone waren nach ca. 12- 24 Stunden Inkubation (37°C) sichtbar.

2.2.3.2. Transformation durch Elektroporation

Bei der Elektroporation handelt es sich um ein physikalisches Transformationsver-
fahren, bei dem durch Anlegen eines starken elektrischen Feldes kurzfristig Locher
in der Zellmembran der zu transformierenden Zellen entstehen, durch die dann
Plasmid- DNA eindringen kann. Prinzipiell soll dieses Verfahren die hochste Effizi-
enz besitzen. Im Gegensatz zu chemischen Verfahren ist bei der Elektroporation die
Transformationseffizienz Gber viele Grol3enordnungen direkt zu der eingesetzten
Menge Plasmid- DNA proportional. Ansatze mit mehreren pg Plasmid sind bei
schwer zu transformierenden Stammen ublich (Dower ET AL. 1988).

Drei Parameter bestimmen die Effizienz der Transformation: Die gewahlte Feld-
starke, die Dauer des Pulses und der innere Widerstand der Losung, die die Bakte-
rien enthalt. Im Prinzip ist ein Elektroporator wie folgt aufgebaut:

Spannungs- _| C
quelle — ]
Kivette /) / /

Schalter RKl'Jvette RPulsdauer

Abb. 2.4. Schaltbild eines Elektroporators

Nach SchlieRen des Schalters wird vom Kondensator in der Kuvette ein starkes
elektrisches Feld aufgebaut, das sich nur Uber einen parallel geschalteten Wider-
stand entladen kann. Die Zeitkonstante t, welche die exponentielle Abnahme der
Feldstarke beschreibt, ist unter der Voraussetzung, dafd der innere Widerstand der
Losung hoch ist, durch RC (R: Paralleler Widerstands, C: Kondensatorkapazitat)
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bestimmt. Die Zellmembranen der zu elektroporierenden Zellen wirken jeweils als
Dielektrikum. Durch das anliegende &uf3ere Feld kommt es an dem Membranen zu
einer Akkumulation von Ladungen und zu einer lokalen Erhéhung der Feldstéarke, so
daR3 es punktuell zu Ladungsdurchbriichen und so zu einer Porenbildung kommt. Je
langer das Feld anliegt und je héher die Feldstarke ist, desto mehr Poren entstehen.
Eine optimale Ausbeute wird nach Angaben eines Herstellers (Invitrogen) erreicht,
wenn 40% - 80% der Zellen im Ansatz letal geschadigt werden.

Der innere Widerstand der Zellsuspension hat einen anderen Effekt: Ist er zu gering,
kommt es nach dem zweiten Kirchhoffschen Gesetz zu einer Addition der reziproken
Widerstande. Dies fuhrt zu einer Senkung des Gesamtwiderstands und zu einer Ver-

kiirzung der Zeitkonstanten 1. Weiterhin ist es moglich, daf3 es zu einer Entladung in

Form eines Lichtbogens durch die Kivette kommt, wodurch die meisten Zellen in der
Suspension getttet werden.

2.2.3.2.1. Herstellung von transformationskompetenten Zellen zur
Elektroporation (INvITROGEN)

500 ml LB- Medium® wurden mit einer E.coli Vorkultur beimpft und unter heftigem
Schitteln (ca. 200 rpm, 37°C) bis zu einer Dichte von ca. 0,5- 0,8 OD inkubiert.
Nach 30 min auf Eis wurden die Bakterien zentrifugiert (4000 xg, 15 min, 0° C), der
Uberstand verworfen und das Pellet in 500 ml dest. Wasser (0° C) resuspendiert.
Nach einer erneuten Zentrifugation (Parameter s.0.) wurde das Pellet in 250 ml dest.
Wasser (0°C) aufgenommen. Eine weitere Zentrifugation, bei der ein extrem
lockeres Sediment erhalten wurde, schlof3 sich an. Die Bakterien wurden in 80 ml
einer eiskalten 10%- Glycerol- Lésung gewaschen (Parameter s.0.). Das erhaltene
Pellet wurde in 2 ml eiskalter 10% Glycerolldsung resuspendiert und in Aliquoten
von 40- 100 pl bei -70°C eingefroren.

Auf die gleiche Weise wurden auch P.aeruginosa TB zur Elektroporation vorbereitet.

2.2.3.2.2. Elektroporation

40 ul gefrorene Zellsuspension wurden langsam auf Eis aufgetaut und zusammen
mit max. 5 pl Plasmidldsung (in dest. Wasser) in eine eisgekuhlte Elektroporations-
kivette gegeben. Zur Erzeugung des Feldpulses wurde ein Elektroporator Il (Invitro-
gen) - je nach Experiment - mit folgenden Einstellungen verwendet:
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Plattenabstand in der Kiivette : 1 mm
Kapazitat : 71, 50 pF
Widerstand : 100 Q, 150 Q, 200 Q

Spannung: 1000 V, 1500V, 1800 V

Die fettgedruckten Einstellungen wurden zur Elektroporation von E.coli benutzt. Fir
P.aeruginosa TB wurden verschiedene Parameter verwendet (Kap. 3.1.2.2.).

Direkt im AnschluB an die Elektroporation wurde der Ansatz mit 1 ml SOC®, bzw.
LB®, versetzt und nach einem Transfer in ein Reaktionsgefa 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Die Ansatze wurden zentrifugiert (15 min, 3000 xg), 800 pl des Uberstan-
des abgenommen und das im Restvolumen resuspendierte Pellet auf einer LB-
Agarplatte mit einem antibiotischen Zusatz (Kap. 2.2.1.1.) ausgestrichen.
Positive Klone waren nach ca. 12- 24 Stunden Inkubation (37°C) sichtbar.

2.2.4. Konjugation

2.2.4.1. Biparentale Konjugation
Bei der biparentalen Konjugation wird ein Plasmid direkt von einem Donorstamm auf
einen Akzeptorstamm Ubertragen. Voraussetzung dafur ist, daf3
- der Donorstamm uber sdmtliche zur Konjugation notwendigen Gene verfugt
- das zu ubertragende Plasmid Uber einen oriT fur den konjugativen Transfer
verfugt
- der Akzeptorstamm Uber kein Restriktionssystem verfugt, das die aufgenomme-
ne DNA als fremd erkennt und abbaut.

In den vorliegenden Experimenten wurden folgende Stamme und Vektoren
verwendet:
Donor- Stamm:: E.coli S17-1 Apir
Vektor: pUT Gm
Akzeptor- Stamm: P.aeruginosa TB
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2.2.4.2. Triparentale Konjugation

Bei diesem Verfahren wird ein mobilisierbares Plasmid mit Hilfe eines Helferstam-
mes, der Uber die zur Konjugation notwendigen Gene verfligt, von einem selbst nicht
zur Konjugation fahigen Donorstamm auf einen Akzeptorstamm Ubertragen. Wichtig
ist hierbei nur, da3 der Akzeptor Uber kein funktionierendes Restriktionssystem

verfugt.
Donor- Stamm : E.coli DH5a
Vektor: pTnMod-OGm
Helfer- Stamm: E.coli HB101 mit pRK2013
Akzeptor- Stamme: P.aeruginosa TB, 892 und PAO1

2.2.4.3. ,Filtermating®

Das sog. ,Filtermating” ist ein Protokoll zur Konjugation, das vor allem bei E.coli ver-
wendet wird. Es zeichnet sich gegeniber einer Konjugation in einer Flussigkultur
durch eine hohere Zelldichte und damit eine hdhere Konjugationseffizienz aus. Das
.Filtermating“ wurde zur Herstellung von Transposonmutanten aus biparentalen
Konjugationen (HenseL & Holpen 1995) verwendet. Wahrend das fur E.coli Ubliche
Protokoll fir P.aeruginosa nicht geeignet ist, gelingt mit der hier erwahnten Variante
auch die Konjugation in P.aeruginosa, jedoch ist die Ausbeute gering.

P.aeruginosa TB wurde Uber 5-7 Tage auf Blutagar bei 42° C inkubiert und dabei
taglich uberimpft. Der Donorstamm E.coli S17-1 Apir (mit pUT Gm) wurde am Vortag
der Konjugation als Flussigkultur angesetzt und vor Beginn des Filtermatings abzen-
trifugiert (3000 xg, 10 min). Sowohl Donor als auch Akzeptor wurden in 10 mM
MgSO, resuspendiert und auf eine Zellzahl von 10° Bakterien/ml Losung eingestellt.
Je 500 pl von Donor und Akzeptor wurden in 5 ml 10 mM MgSO, gegeben, gemischt
und mit einer 10 ml Spritze durch die vorbereitete Filterpatrone gedrtckt. (Als Filter-
membran diente Celluloseester HA mit einer Porengréf3e von 0,45 um (Millipore).
Die Filterpatrone wurde vollstdndig zusammengesetzt autoklaviert und bis zur Ver-
wendung steril gelagert.) Die Patrone wurde gedffnet, der Filter entnommen, mit der
bakterienbesetzten Seite nach oben auf eine LB- Agarplatte™ gelegt und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert.
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Die Filter wurden vom Agar in 5 ml 10 mM MgSO, uberfuhrt und die Bakterien durch
intensives Mischen von der Membran gelést. Aliquote von je 200 pl wurden auf M9-
Agarplatten (Glycerol) mit Gentamicinzusatz (Kap. 2.2.1.1.) ausplattiert. Positive
Transposonmutanten waren nach ca. 36- 48 Stunden sichtbar.

2.2.4.4. P.aeruginosa -Konjugation

Mit diesem Protokoll ist eine hohe Konjugationseffizienz in P.aeruginosa zu
erreichen. Lediglich die Lange der Inkubationszeit des Akzeptorstammes vor der
Konjugation ist je nach verwendetem P.aeruginosa- Isolat verschieden (personliche
Mitteilung LivperT AS).

P.aeruginosa TB wurde Uber 5-7 Tage auf Blutagar bei 42° C inkubiert und dabei
taglich Gberimpft. Donorstamm E.coli DH5a (mit pTnMod-OGm) und Helferstamm

E.coli HB101 (mit pRK2013) wurden am Vortag der Konjugation auf LB- Agar mit
entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestrichen.

Die Bakterien wurden in 10 mM MgSO, resuspendiert und auf eine Dichte von 1,0
OD eingestellt. Suspensionen von Donor, Helfer und Akzeptor wurden im Verhaltnis
10:10:1 gemischt und je 500 pl auf einer LB-Agar Platte ausplattiert. Nach einer
Inkubation von mindestens 16 Stunden (37°C) wurde der Bakterienrasen jeder
halben Platte in je 5 ml 10 mM MgSO, resuspendiert und Aliquote von je 150 pl auf
M9 (Glycerol)- Agarplatten mit Gentamicinzusatz (s. 2.2.1.1.) ausplattiert. Positive
Transposonmutanten waren nach ca. 36- 48 Stunden Inkubation (37°C) so weit
gewachsen, dal3 sie auf eine neue M9(Glycerol)- Agarplatte mit Gentamicin tber-
fuhrt werden konnten. Nach einer 16- stindigen Inkubation bei 37°C wurden die
Platten fir ca. 1 Monat bei 4° C gelagert, bevor die P.aeruginosa Mutanten weiteren
Experimenten zugefuhrt oder bei -80° C eingefroren wurden. Diese Lagerung war
notwendig, um die mittransferierten E.coli, die zwar mit der Kohlenstoffquelle Gly-
cerol fast nicht wachsen, aber dennoch uberleben kdnnen, von den P.aeruginosa
Mutanten abzutrennen. Die E.coli waren nicht in der Lage, eine derart lange Hunger-

periode zu tberleben.
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2.2.5. Praparation von Plasmiden

2.2.5.1. Plasmid- Maxi- Praparation

GroRRerer Mengen der Plasmide pUT mini Tn5 Km2 und pTnMod-OGm wurden mit
Hilfe eines Qiagen Maxi- Prep Kits entsprechend dem Firmenprotokoll aufgereinigt.

2.2.5.2. Plasmid- Mini- Praparation

Die Aufreinigung von Plasmiden aus transformierten E.coli erfolgte im analytischen
Malstab nach einer modifizierten Variante der alkalischen Lyse (Birnsoiv & Doly
1979).

Bakterien aus 3 ml Vorkultur wurden abzentrifugiert (5 min, 5000 xg) und in 300 pl
Losung 19 resuspendiert, bevor 300 pl Lésung 119 zugegeben wurden. Nach einer
Inkubation von 5 min wurden 300 pl Lésung 1149 zugefiigt, griindlich gemischt und
15 min auf Eis inkubiert. Die Prazipitate wurden abzentrifugiert (10 min, 14000 xg,
4°C) und der Uberstand in ein neues Reagiergefal tiberfiihrt.

Zur Aufreinigung der Plasmidlésung wurde ein gleiches Volumen Phenol/Chloroform
(1:1) zugegeben, grundlich gemischt und zur Phasentrennung zentrifugiert (14000
Xg, 2 min, 4° C). Die wal¥rige Phase wurde in einem zweiten Aufreinigungsschritt mit
Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) ausgeschittelt. Die erhaltene Plasmidlésung
wurde mit einem gleichen Volumen lIsopropanol gemischt, die ausfallende DNA
abzentrifugiert (14000 xg, 15 min, RT), mit 70% Ethanol gewaschen und in einem
Vakuum- Konzentrator getrocknet. Die Plasmid DNA wurde in 50 pl TE- Puffer® auf-
genommen und bei -20°C gelagert.

2.2.6. Praparation genomischer DNA von Gram- negativen
Bakterien

Die Praparation genomischer DNA aus P.aeruginosa erfolgte nach einem speziell fur
Gram- negative Bakterien entwickelten Methode (CHen & Kuo 1993). Die so aufgear-
beitete DNA wurde als Matrize in der PCR oder zur Herstellung von Southern Blots
eingesetzt.

Aus 1,5 ml einer dicht gewachsenen Bakterienkultur in LB- Medium® wurden die
Zellen durch Zentrifugation (14000 xg, 3 min) geerntet. Das Pellet wurde in 300 pl
Lysispuffer®™ aufgenommen und mit 100 pl 5 M NaCl griindlich vermischt. Proteine
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und Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (60 min, 14000 xg, 4° C) abgetrennt,
der Uberstand transferiert und zum Verdau der RNA mit 5 pl DNase- freier RNase
(10 mg/ml) versetzt (30 min, 37°C). Zur Aufreinigung wurde die DNA- Ldsung
nacheinander mit je einem gleichen Volumen Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gemischt und die Phasen durch Zentrifugation
getrennt (15 min, 14000 xg). Die DNA wurde durch Zugabe eines gleichen Volumens
Isopropanol ausgefallt und abzentrifugiert (14000 xg, 15 min, RT). Das Pellet wurde
mit 70% Ethanol gewaschen, in einem Vakuum-Konzentrator getrocknet und in 50 pl
TE- Puffer® aufgenommen.

2.2.7. Polymerase- Kettenreaktion
Seit ihrer Erfindung im Jahre 1983 hat sich die Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

(MuLuis ET AL. 1986; MuLus & FaLoona 1987) zu einem der wichtigsten Standardverfah-
ren in der Molekularbiologie entwickelt. Sie ermdglicht die selektive Anreicherung
spezifischer DNA- Sequenzen aus sehr geringen Mengen heterogener DNA (Sai ET
AL. 1985, 1988).
Im Rahmen dieser Arbeit nimmt die PCR eine zentrale Rolle ein:
- Herstellung und Amplifikation der Signalsequenzen aus chemisch synthetisier-
ten Oligonukleotid- Einzelstrangen zur spateren Ligation in die Plasmide pUT
Gm und pTnMod-OGm
- Amplifikation der spezifischen Signalsequenzen aus den Donorplasmiden
pUT Gm und pTnMod-OGm
- Nachweis der genomischen Insertion des Transposons in P.aeruginosa TB
- Amplifikation spezifischer Sequenzen des Transposons und des P.aeruginosa
Genoms zur Herstellung von Sonden fir Southern- Hybridisierungen
- Amplifikation spezifischer Genomsequenzen von P.aeruginosa TB zur spéteren

Sequenzierung

2.2.7.1. Auswahl der Primer

Ein kritischer Faktor fur Ausbeute und Reinheit der PCR- Produkte ist die Wahl der
als Primer verwendeten Oligodesoxyribonukleotide. Bei der Auswahl der Primerse-
guenzen wurden folgende Kriterien beachtet (Spancenserc 1997):
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- Der GC- Gehalt des Primers soll dem der DNA- Matrize entsprechen

- = 20 Bp Lange

- Der Primer sollte am 3"~ Ende auf mindestens 2 Guanin/Cytosin enden,
um so eine stabile Hybridisierung dieses Bereichs mit der DNA- Matrize
zu gewahrleisten.

- Die Primer sollten nicht zu sich selber oder zu dem anderen Primer des
entsprechenden Paares komplementare Sequenzen aufweisen und ober-
halb von T,= 50°C keine stabilen Haarnadel- Strukturen ausbilden.

- Primer in kodierenden Sequenzen sollten mit ihrem 3° - Ende nicht auf
eine 3. Codonposition fallen, da hier Mutationen am h&ufigsten sind.

- Der Schmelzpunkt T, der Primer sollte mdglichst oberhalb von 60° C lie-
gen, damit die Anlagerung der Primer gegenuber der Reassoziation der
Matrizen- DNA auch bei einem hohen GC- Gehalt - wie bei P.aeruginosa -
bevorzugt ablauft. (Der Schmelzpunkt kann Gber die Faustregel
Tm=4°C-Z(GC) + 2°C-Z(AT) berechnet werden.)

- Primer eines zusammengehorenden Paares sollten den gleichen

Schmelzpunkt aufweisen.

2.2.7.2. PCR- Ansatz

Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR- Ansatze wurden nach dem gleichen Schema
zusammengestellt.

2,5 ul  10x Puffer (InViTek, Eurogentec)
2,5 u 8 mMdNTP (2 mM je Nukleotid)

2,5 u  5uM Primer 1

2,5 ul  5puM Primer 2

1,25ul  DMSO

0,75 ul - 50 mM MgCl;

0,2 yl  Tag- DNA Polymerase 5U/pl

10- 200 ng Template- DNA (je nach Experiment)
ad 25 pl  bidest. Wasser

Die genomische DNA von P.aeruginosa neigt aufgrund des hohen GC- Gehaltes zur
Bildung von Sekundarstrukturen, welche die Amplifikation behindern kénnen. DMSO
wirkt als denaturierendes Reagenz und senkt als Zusatz in der PCR den Schmelz-
punkt der DNA. Hierdurch wird die Bildung von Sekundéarstrukturen unterdriickt und
auch die Hybridisierungstemperatur herabgesetzt.
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2.2.7.3. PCR- Parameter

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde fur vier verschiedene Anwendungen DNA
mit Hilfe der PCR amplifiziert.

a.) Herstellung und Amplifikation der Signalsequenzen aus chemisch
synthetisierten Oligonukleotid- Einzelstrangen.
Hierzu war am Anfang des PCR- Programms kein Denaturierungszyklus notwen-
dig, da als Matrize ein chemisch synthetisierter Einzelstrang verwendet wurde.

Verwendete Primer (Sequenzen s. Anhang): Kom-1, Kom-2

b.)Amplifikation der spezifischen Signalsequenzen aus den Donorplasmiden
pUT Gm und pTnMod-OGm.
Fur die einzelnen Temperaturanderungen wurde jeweils ein Intervall (Temperatur-
rampe) von 10 s programmiert. Uber einen weiten Konzentrationsbereich der
Plasmide lieferte diese PCR hohe Ausbeuten. Das zu erwartende Produkt hatte
eine Lange von nur 80 Bp, so dal alle Temperaturen nur fur sehr kurze Zeiten
gefahren wurden. Bei langeren Zeiten nahm die Bildung von Nebenprodukten
rapide zu. Durch diese kurzen Zykluszeiten konnten nur entsprechend kleine
Volumina gleichméRig temperiert werden, so dal3 bei Bedarf grof3erer Mengen an
PCR- Produkt entsprechend viele kleinvolumige (max. 25 pl) Ansétze parallel zu

fahren waren.

Verwendete Primer (Sequenzen s. Anhang): TAG-1, TAG-2

c.)Amplifikation der Signalsequenzen aus dem Genom der P.aeruginosa
Transposonmutanten.
Fur die einzelnen Temperaturanderungen wurde jeweils ein Intervall (Temperatur-
rampe) von 10 s programmiert. Diese PCR bedurfte einer sehr genauen Einstel-
lung der eingesetzten Menge an DNA- Matrize. Bereits kleine Ungenauigkeiten
fuhrten zu erheblichen EinbufRen an Produkt. Auch hier durfte die Ansatzgrolle
wegen der zwingend notwendig kurzen Zykluszeiten nicht verandert werden. Im
Bedarfsfall waren entsprechend viele kleine Ansatze parallel zu fahren.

Verwendete Primer (Sequenzen s. Anhang): TAG-1, TAG-2
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d.)Amplifikation genomischer Sequenzen aus P.aeruginosa oder codierender

Sequenzen aus pUT GM oder pTnMod-OGm.:

Dieses Standardprotokoll wurde fur die meisten DNA- Amplifikationen verwendet.

Die jeweiligen Hybridisierungstemperaturen sind zusammen mit den Primer-

sequenzen im Anhang abgelegt.

Im folgenden sind die variablen Parameter der verschiedenen PCR je nach

Verwendungszweck zusammengestellt.

a.) b.) c.) d.)
300s 96°C 300s 96°C 300s 96°C
20s 60°C 1 20s 61°C* 1 20s 58°C* 1 20 s variabel 1
20s 72°C 20x 20s 72°C* 40 x 20s 72°C* 40 x 20s 72°C 40x
30s 94°C | 30s 94°C* | 30s 94°C* | 30s 94°C )
20s 60°C 20s 61°C* 20s 58°C* 20 s variabel
40s 72°C 40s 72°C* 40s 72°C* 40s 72°C
o 10°C o 10°C o 10°C o 10°C
Primer: Primer: Primer: Primer:
Kom-1; Kom-2 TAG-1; TAG-2 TAG-1; TAG-2 variabel
DNA/Ansatz: DNA/Ansatz; DNA/Ansatz: DNA/Ansatz:
10 ng 5 -100ng 3 -10ng 10 - 100ng
Volumen: 25 pl Volumen: 25 pl Volumen: 25 pl Volumen: 25 pl

*. Bei Programmschritten mit * wurden die jeweils notwendigen Temperaturanderun-

gen in einem Zeitraum von 10 s durchgefihrt (,Temperaturrampe®). Bei Angaben

ohne * war die jeweilige Temperaturdnderung so schnell, wie es bauartbedingt im

Thermocycler moglich war.
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2.2.8. Restriktionsverdau von DNA

Im analytischen Mal3stab wurden zum Verdau von DNA die entsprechenden Restrik-
tionsenzyme entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt. Eine Liste der ver-

wendeten Restriktionsendonukleasen ist im Anhang zu finden.

Restriktionsenzyme wurden auch préaparativ bei der Handhabung der artifiziellen
Signalsequenzen verwendet. Von diesen relativ kurzen Segmenten (80 Bp) wurden
jeweils mehrere Mikrogramm DNA bendtigt (s. Kap. 2.2.9. und 2.2.10.). Als Enzyme
wurden hierfiir Hindlll oder Kpnl (New England Biolabs) verwendet.

Unitdefinition: 1 Unit [1 U] entspricht der Menge an Enzym, die 1 pg Assay- DNA in 1
Stunde spaltet.
HindlllI: A-DNA (48,5 kBp) mit 7 Schnittstellen,
d.h. ca. 1 Schnittstelle / 7000 Bp

Kpnl: Adenovirus-2 DNA (36 kBp) mit 8 Schnittstellen,
d.h. ca. 1 Schnittstelle / 4500 Bp

Die Signalsequenz besitzt dagegen je 2 Schnittstellen fir Kpnl und Hindlll auf einer
Lange von 80 Bp. Dies bedeutet, dal? fir den Verdau von 1 pg Signalsequenz unter
den Standardbedingungen des Herstellers 175 U Hindlll und 112,5 U Kpnl benétigt
werden. Allerdings mussen noch zwei weitere Faktoren beriicksichtigt werden. Zum
einen die Lebensdauer des Enzyms (bei einem Verdau Uber Nacht braucht man
deutlich weniger), zum anderen sollte fur einen vollstandigen Verdau das Enzym
mindestens im doppelten UberschuR zugegeben werden. Unter Beriicksichtigung
dieser Faktoren ergaben sich folgende Minimalwerte fir den (Uber Nacht-) Verdau
der Signalsequenz:

Hindlll: 44 U/ ug Signalsequenz

Kpnl: 56 U / ug Signalsequenz
Zur Vermeidung von Star- Aktivitat sollte der Glycerol- Gehalt des Restriktionsan-
satzes deutlich kleiner als 0,5 % (v/v) sein. Unter Berlcksichtigung der lieferbaren
Enzymkonzentrationen ergab sich daher fur einen typischen préparativen Ansatz mit
5 pg Signalsequenz ein Volumen von 250 pl. Die dabei eingesetzte Enzymmenge
betrug fur Hindlll 200 U, fir Kpnl 250 U.
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2.2.9. Ligation von DNA- Fragmenten

2.2.9.1. Anderung der Antibiotikaresistenz in pUT mini Tn5 Km2

pUT mini-Tn5 Km2 wurde mit Kpnl und Sphl in einem Doppelverdau (je 5 U/ug Plas-
mid) geschnitten (Kap. 3.1.1.) und die Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt.
Der pUT- Rahmen wurde mit den in Kap. 2.2.10.1. erlauterten Methoden aufgerei-
nigt und entsprechend den Herstellerangaben (Boehringer) fir Fragmente mit 3'-
Uberhang durch Inkubation mit alkalischer Phosohatase dephosphoryliert.

Das Gentamicingen wurde mit Promotor und Terminatorstruktur aus dem Vektor
pMS246 (Schweizer 1993) unter Verwendung der gleichen Restriktionsenzyme aus-
geschnitten und ebenfalls Uber eine praparative Agarosegelelektrophorese aufgerei-
nigt. Zur Ligation wurden &aquimolare Mengen des pUT- Rahmens und der Genta-
micinkassette (insgesamt 500 ng) in einem 10 pl Ansatz mit 1 U T4- Ligase bei 16° C
tber Nacht inkubiert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde in eine Transformation
(TB- Methode, Kap. 2.2.3.) eingesetzt.

2.2.9.2. Klonierung der Signalsequenz in Plasmide

Zur Ligation der Signalsequenzen in das Donorplasmid pTnMod-OGm muf3te das
von den Herstellern (Boehringer, New England Biolabs) angegebene Standardver-
fahren deutlich modifiziert werden.

Das Plasmid wurde mit Kpnl linearisiert (5 U/pg Plasmid) und mit alkalischer Phos-
phatase (BoeHriNngER) dephosphoryliert. Das Enzym wurde mit einer Phenol/Chloro-
form- Extraktion entfernt, die DNA mit Ethanol geféllt und in Wasser aufgenommen.
Die Signalsequenz wurde in einer PCR entspr. Kap. 2.2.7.3. Teil a. amplifiziert und
die flankierenden Enden mit Kpnl geschnitten (Kap. 2.2.8.). Das Restriktionsenzym
wurde mit einer Phenol/Chloroform- Extraktion entfernt, die DNA mit Ethanol gefallt
und in Wasser aufgenommen.

Die Ligation wurde im 20 pl- Mafistab mit einem gegenuber der linearen Plasmid
DNA 50-fachen (molaren) UberschuR an Signalsequenz durchgefiihrt. Hierbei wur-
den insgesamt 250 ng DNA mit 2 U Ligase bei 4° C fur 16 h inkubiert. Der gesamte
Ansatz wurde in einer Transformation (TB- Methode, Kap. 2.2.3.) eingesetzt.
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2.2.9.3.Plasmid- rescue

Das Plasmid- rescue (AususeL ET AL. 1987-95) ist ein Verfahren, um die flankierende
DNA eines inserierten Plasposons in episomal stabile Plasmide zu tberfihren. Hier-
zu wurde die genomische DNA eines Transposonmutanten mit einer Restriktions-
endonuklease (die méglichst nicht im Transposon schneiden sollte) verdaut und die
entstehenden Fragmente in einer Selbstligation zu Ringstrukturen tberfihrt. Nur die
genomische Sequenz, in die das Plasposon integriert war, besald einen Replika-
tionsursprung (oriR) und eine Antibiotikakassette (in diesem Fall gm") und konnte
nach Transformation in E.coli auf einem entsprechenden Selektionsmedium stabil
exprimiert werden. Diese Plasmide wurden dann zur Sequenzierung der flankieren-

den genomischen DNA- Abschnitte des inserierten Transposons verwendet.

Die genomische P.aeruginosa- DNA wurde mit Pstl (10 U/ug DNA) oder Bcll / BamHI
(je 5 U/ ug DNA) verdaut und die DNA uber eine Phenol /Chloroform-Extraktion mit
einer anschlielBenden Ethanolfallung aufgereinigt. Um die monomolekulare
Selbstligation gegenuber der bimolekularen Verbindung mehrerer DNA- Fragmente
zu begunstigen, war es notwendig, eine moglichst geringe DNA- Konzentration in
der Ligation einzusetzen. Zur Reaktion wurden daher 100 ng verdaute genomische
DNA in 100 pl Ligationsansatz mit 25 U T4- Ligase (New England Biolabs) 5 h bei
16° C inkubiert. Die Ansatze wurden in einem Vakuumkonzentrator auf ca. 10 pl ein-
geengt und in einer Transformation nach der TB- Methode (Kap. 2.2.3.) eingesetzt.

2.2.10. Herstellung DIG- markierter Sonden

2.2.10.1. Isolierung eines DNA- Fragments aus Agarose

Hierzu wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. Die erste zeichnet sich
durch groRRere Schnelligkeit aus. Allerdings versagt sie bei sehr langen DNA-
Fragmenten (>5000 Bp). AulRerdem sind die so erhaltenen Proben immer mit
Agarose kontaminiert. Dies stort in den meisten Féllen nicht (Restriktionsverdau,
DIG- Markierung), kann jedoch bei anderen Verfahren zu erheblichen Stérungen
fuhren (Ligation, Sequenzierung). Die zweite Methode ist zeitaufwendiger, die erhal-
tene DNA ist allerdings auch sauberer.
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1. Methode:

Nach einer Agarosegelelektrophorese wurden die gesuchten DNA- Fragmente im
Gel mit Hilfe eines UV- Transilluminators lokalisiert und ausgeschnitten. Zur Elution
der Fragmente aus dem Agarosegel wurde die ,Freeze and Squeeze®- Methode
nach Wawker (1984) verwendet. Hierzu wurde das Gelbloéckchen mit der gesuchten
DNA zerkleinert, mind. 2 h bei -70° C gelagert, aufgetaut und die DNA- Losung aus
der Agarose durch Zentrifugation (1500 xg, 20 min, 4° C) eluiert. Die DNA wurde
durch Zugabe von 0,5 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 7,0) und 3,5 Vol. Ethanol bei
-70° C geféllt, abzentrifugiert (14000 xg, 15 min, 0° C), gewaschen, getrocknet und in
TE- Puffer® gelost.

2. Methode:

Die DNA- Fragmente wurden in einem Agarosegel aus low- melting- Agarose (1%)
separiert und nach Ethidiumbromidfarbung auf einem UV- Transilluminator lokali-
siert. Das entsprechende Fragment wurde ausgeschnitten, gewogen und mit 2 Vol.
TE- Puffer® versetzt. Durch Erwarmung auf 70° C wurde die Agarose geschmolzen.
Die zweimalige Zugabe von 0,5 Vol. Phenol féllte die Agarose an der Phasengrenze
aus, so dal3 nach Zentrifugation (14000 xg, 15 min, 4° C) die wélrige DNA- Lésung
abgenommen werden konnte. Nach einer Chloroform/Isoamylalkohol - Extraktion zur
Entfernung der Phenolreste wurde die DNA mit Ethanol ausgefallt und in TE-
Puffer® gelost.

2.2.10.2. Separation kleiner DNA- Fragmente

Zur Herstellung spezifischer Sonden aus P.aeruginosa Transposonmutanten muf3ten
die spezifischen, zentralen Bereiche der Signalsequenzen (40 Bp) von den unspezi-
fischen flankierenden Primerbindungsstellen (20 Bp) nach einem Hindlll- Verdau
(Kap. 2.2.8.) separiert werden. Es existiert allerdings kein Standardprotokoll, um
solch kleine DNA- Fragmente im hohen Durchsatz zu trennen. Drei Methoden

wurden verwendet:
Methode 1:

Theoretisch ist eine Trennung tber High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
maoglich. Hier wurde eine Jupiter C4- Saule (Phenomenex) mit einem Hochsalz-
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gradienten (0,5 - 1,5 M NaCl) verwendet. Eine Separation der 20 Bp- und 40 Bp-
Fragmente war moglich, doch war durch den hohen Salzgehalt und das grof3e Volu-
men des Eluats anschlie3end eine Membranfiltration (Millipore, Centricon 10) notig.
Die so erhaltene Ausbeute war relativ gering (< 20% der eingesetzten DNA) und der
Zeitaufwand sehr hoch. Dieses Verfahren wurde daher spater nicht mehr verwendet.

2. Methode:

Die verdaute DNA wurde in einem 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt, in Ethidium-
bromid gefarbt und das 40 Bp Fragment auf einem UV- Transilluminator lokalisiert.
Dieses Fragment wurde ausgeschnitten und in ein 3% Agarosegel eingesetzt. Durch
eine kurze Gelelektrophorese (max. 20 min) wurden die DNA- Fragmente in die
Agarose uberfihrt und auf einem UV- Transilluminator lokalisiert. (Ein erneutes Far-
ben mit Ethidiumbromid war zumeist nicht nétig, die Signalstarke war noch aus-
reichend). Das Fragment wurde ausgeschnitten und nach der ,Freeze- Squeeze*-
Methode (s.0.) aus der Agarose isoliert.

Dieses Verfahren hat den Vorteil, dal3 viele Proben parallel aufgearbeitet werden
konnen und die Uber PAAGE aufgetrennten 40 Bp- Fragmente quantitativ von allen
anderen DNA- Verunreinigungen separiert wurden. Die Nachteile liegen in der rela-
tiv geringen Ausbeute (<30% der eingesetzten 40 Bp- Fragmente wurden aus der
Agarose zuruckgewonnen) und der Agaroseverunreinigung der DNA.

- U

Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR der Signalsequenzen
und Restriktionsverdau

Ausschneiden und Transfer des
40 Bp- Fragments im Polyacrylamidgel
(spezifischer Teil der Signalsequenz)
in ein 3% Agarosegel

> Elution aus Agarose

Agarosegelelektrophorese

Abb.2.5. Elution kleiner DNA- Fragmente aus Polyacrylamidgelen
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3. Methode:

Eine 3 ml- Sephadex G-100 Saule wurde mit TE- Puffer® aquilibriert und trocken
zentrifugiert (1000 xg, 1 min). Die verdaute DNA wurde mit einer Farbstoff-
mischung®® versetzt, auf die Saule aufgetragen und zentrifugiert (1000 xg, 2 min).
Dextranblau lief zusammen mit einem Grof3teil der 40 Bp- Fragmenten im Aus-
schluBvolumen der Saule, die 20 Bp- Fragmente mit dem Phenolrot durch das
gesamte Saulenvolumen. Die so angereicherten 40 Bp- Fragmente wurde mit Etha-
nol gefallt und in TE- Puffer® aufgenommen.

Dieses Verfahren war das schnellste und hatte die hochste Ausbeute (ca. 40%). Lei-
der war die Trennung der 40 Bp- und 20 Bp- Fragmente nicht vollstandig. Es konnte
mit dieser Methode nur eine Anreicherung der gesuchten DNA- Fragmente um den
Faktor 5-10 erreicht werden. Fir eine spatere Sondenherstellung reichte dies aus,

fur andere Zwecke kann es allerdings ungeniigend sein.

2.2.10.3. ,Random primed labelling“zur DIG-DNA-Sondenherstellung

Zur Herstellung nicht- radioaktiver DNA- Sonden fur Southern- Hybridisierungen
wurde die Technik des ,random primed labelling” von Feinsere und VoceLsTeIn (1983,
1984) verwendet. Die DNA wird dabei thermisch denaturiert und komplementare
Strange mit Klenow- Polymerase synthetisiert. Als Primer dienen durch DNasel- Ver-
dau aus Kalbsthymus gewonnene Hexanukleotide, die ca. alle 100 Nukleotide an die
Matrizen- DNA binden (Boehringer). Zur Verlangerung wird eine dNTP- Mischung
verwendet, bei der '/; des dTTP durch DIG-dUTP (Digoxigenin-11-2"- deoxyuridin-5"-
triphosphat (alkalilabil), Boehringer) ersetzt wurde. Durch die gewahlten Konzentra-
tionsverhaltnisse wird ein DIG-dUTP markiertes Nukleotid ungefahr alle 20- 25
Basen in den neu synthetisierten Strang eingebaut.

Die Markierungsreaktion wurde mit Reagenzien der Firma Boehringer, Mannheim
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Nicht inkorporierte DIG-dUTPs und Hexanu-
kleotide wurde in einer Gelfiltration Giber eine mit TE-Puffer® aquilibrierte Sephadex
G-50 Saule abgetrennt. Die Saule wurde hierzu trockenzentrifugiert (1000 xg, 45 s),
der mit 8 pl Farbstoffmischung® und TE- Puffer auf 100 pl aufgefiillte Markierungs-
ansatz aufgetragen und zentrifugiert (1000 xg, 30 s). Die markierten DNA- Frag-
mente und Dextranblau durchliefen dabei die S&aule im Ausschluf3volumen. Die so
erhaltenen Sondenlésungen wurden bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert.
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2.2.10.4. DIG- 3"- Endmarkierung von Oligonukleotiden

Zur Bestimmung der Uberlebensraten der verschiedenen P.aeruginosa TB Transpo-
sonmutanten muf3ten die spezifischen 40 Bp- Bereiche der Signalsequenzen
markiert werden. Hierzu wurden Reagenzien fur eine DIG- Oligonukleotid- 3"- End
markierung verwendet (Boehringer). Dabei werden DNA- Einzelstrange von einer
Terminalen Transferase matrizenunabhangig mit einem DIG-ddUTP (Digoxigenin-
11-2° ,3" dideoxyuridin 5 triphosphat) verlangert, das als erkennbares Antigen bei der
immunologischen Detektion dient. Der Hersteller empfiehlt dieses Verfahren zur
Markierung von Oligonukleotiden mit einer Lange von 25- 100 Bp. Bei langeren
Fragmenten ist die Signalintensitdt zu gering, da nur jeweils ein Digoxigenin pro
Oligonukleotid eingebaut wird.

Die geschnittene und aufgereinigte spezifische Signalsequenz (Kap. 2.2.8. und Kap.
2.2.10.2.) wurde bei 95° C denaturiert und im Eisbad abgekihlt. Mindestens 1 pg der
so erhaltenen einzelstrangigen DNA wurde in einem Reaktionsansatz nach Herstel-
lerangaben (Boehringer) gemischt und 4 - 8 Stunden bei 37° C inkubiert. Der Reak
tionsansatz konnte ohne weitere Aufreinigung direkt als Sonde fur eine DNA-
Hybridisierung in einem geeigneten Puffersystem verwendet werden. Eine weitere
Aufreinigung war nicht notwendig, da keine unspezifisch bindenden Oligonukleotide
(wie z.B. die Hexanukleotide beim ,random - primed - labelling®, s.0.) vorlagen.

2.2.11. DNA- Fixierung und Hybridisierung
2.2.11.1. Southern Transfer

Der Southern Transfer (SoutHern 1975) erméglicht die dauerhafte Fixierung von
gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA- Fragmenten auf einer Nylonmembran.

Der Kapillartransfer der DNA auf die Nylonmembran (Hybond N+, Amersham)
erfolgte unter alkalischen Bedingungen (Blotpuffer: 0,4 M NaOH) nach dem klassi-
schen Prinzip, wie es unter anderem in den CurrenT ProTocoLs IN MoLEcULAR BioLogy
(AusugeL ET AL. 1987-95) beschrieben ist. Die Dauer des Transfers richtet sich nach
der GrolRe der DNA- Fragmente (1-4 Tage, letzteres bei Wechselfeldgelen). Nach
dem DNA- Transfer wurde die Membran 5 min in Blot- Waschpuffer® neutralisiert
und getrocknet. Die DNA wurde durch 1 min Belichtung (312 nm) irreversibel auf der

Membran fixiert.
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2.2.11.2. Dot- Blot

Zur Auswertung der STM- Selektionsexperimente waren DNA- Blots ndétig, auf
welche die aus den Signalsequenzen hergestellte Sonden- DNA spezifisch hybridi-

siert werden konnte.

Hierzu wurden die Signalsequenzen der Donor- Plasmide mit Hilfe der PCR amplifi-
ziert (Kap. 2.2.7.3.). Je 80 ul PCR- Produkt wurden mit 40 pul 3 M NaOH und 280 pl
TE- Puffer © gemischt und 30 min bei 65° C denaturiert. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurden 400 pl 2 M Ammoniumacetat zugegeben und nach kurzer
Inkubation die denaturierte DNA in 96- well- Platten aliquotiert. Mit einer Mehrkanal-
pipette wurden jeweils 95 pl DNA- Losung pro Bohrung in eine Minifold Dot Vakuum
Blot- Apparatur (Schleicher & Schuell) gegeben und durch Anlegen eines leichten
Vakuums auf eine mit 1 M Ammoniumacetat angefeuchtete Membran (Hybond N+,
Amersham) gebunden. Nach einer kurzen Trocknung wurde die DNA durch 1 min
Belichtung (312 nm) irreversibel auf der Membran fixiert.

2.2.11.3. Hybridisierung spezifischer DNA - Sonden an DNA - Blots

Bei geeigneter lonenstarke und Temperatur ist es mdglich, kurze einzelstrangige
DNA unter Bildung von Doppelstrangen sequenzspezifisch an membrangebundene
DNA- Fragmente zu binden (CHurcH & GiLeert 1984). Hierzu wurde die Nylonmem-
bran zur Blockierung der unspezifischen Bindungen 1 bis 16 Stunden mit Prahybri-
disierungspuffer®® (ca. 10 ml/ 100 cm? Membran) bei 68° C inkubiert, woran sich eine
weitere 24 bis 48 Stunden lange Inkubation mit einer DIG- markierte Sonden- DNA
(Kap. 2.2.10.3 und 2.2.10.4) in 5 - 10 ml Préhybridisierungspuffer anschlof3. Die
Sondenlésung konnte bei -20° C gelagert und mehrfach verwendet werden. Nach
Abnehmen der Sondenlésung wurden die Blots zweimal mit Hybridisierungs-
Waschpuffer® inkubiert (68°C, 45 min)

Die Hybridisierungstemperatur fur die 3'- endmarkierten 40 Bp- Signalsequenzen
betrug abweichend vom o.g. Protokoll 65°C.
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2.2.11.4. Immunologische Detektion Digoxigenin- markierter DNA

Die Detektion der auf dem Southern - Blot durch die Sonden-DNA DIG-markierten
Fragmente erfolgte mit Hilfe eines Anti- Digoxigenin- (Fa.- Fragment)- Alkalische
Phosphatase- Konjugates (Boehringer). Die Alkalische Phosphatase katalysiert eine
Chemolumineszenzreaktion von CDP-Star™(Tropix), deren Lichtintensitat tber
mehrere Stunden konstant ist. Die Detektion erfolgte hierbei in Anlehnung an ein
von ALLers ET AL. (1990) publiziertes Protokoll.

Die gewaschene Membran wurde 5 min in Puffer 149 gquilibriert und durch 30 min-
tige Inkubation in Puffer 11% die unspezifischen Bindungsstellen abgesattigt. Hieran
schlossen sich eine 30 min Inkubation mit der Antikorperlosung® (mind. 4 ml pro
100 cm? Membran) und drei 15 minitige Waschschritte mit Puffer | an, ehe die Mem-
bran 2 Minuten in frisch filtriertem Puffer 111 &quilibriert wurde. CDP-Star wurde in
einer 1:500- Verdinnung in Puffer 111" zugegeben und 5 bis 10 min inkubiert, ehe
die Blots in Plastikfolie eingeschweil3t wurden. Nach 15- 30 min war das Maximum
der Chemolumineszenz erreicht (Boehringer 1995; BronsTeN et al., 1989), die Uber
viele Stunden ein Signal konstanter Starke erzeugte und mit Hilfe eines photogra-
phischen Films (Kodak X-OMAT AR) nachgewiesen werden konnte.

2.2.11.5. Waschen hybridisierter Nylonmembranen

Die markierten Blots konnen mehrmals verwendet werden. Das verwendete DIG-
dUTP ist in einem alkalischen Milieu nicht stabil und zerfallt unter Freisetzung des
Digoxigenins, so dal3 die an die Membran gebundene Sonden- DNA, bei spateren
Hybridisierungen kein Signal mehr zeigt (Boehringer).

Zum Waschen wurden die Membranen zweimal fir je 30 min in Waschlosung®
unter kraftigem Schutteln inkubiert. Zur Neutralisation des pH- Wertes wurden die
Membranen fiur einige Minuten in mehrfach erneuertem Wasser gelagert, kurz mit

TE- Puffer® inkubiert, in Haushaltsfolie eingeschlagen und bei -20°C gelagert.
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2.3. Methoden zur Untersuchung der P.aeruginosa-
Transposonmutanten

Im folgenden sind die verwendeten Methoden zur Untersuchung und phéano-
typischen Charakterisierung der P.aeruginosa - Transposonmutanten erklart.

2.3.1. Phagozytosetest

Die generierten P.aeruginosa TB - Transposonmutanten wurden auf ihre intragranu-
lozytare Uberlebensfahigkeit getestet. Hierzu wurden Granulozyten frisch aus Blut
prapariert und mit P.aeruginosa Transposonmutanten inkubiert. Die Granulozyten
wurden durch Waschen und Filtrieren von den extrazellularen Bakterien separiert
und anschliel3end lysiert, so dal3 die Fraktion der intrazellularen, lebensfahigen

P.aeruginosa weiteren Analysen zugénglich wurde.

2.3.1.1. Granulozytenpraparation

Pro Selektionsansatz wurden 10 ml Blut in frisch heparinisierten Spritzen (10 I.E.
Heparin/ml Blut) von einem Probanden abgenommen und in ein hohes Glasgefald
gegeben, in dem 5 ml HES vorgelegt worden war. Nach ca. 45 min wurde das Blut-
plasma von den sedimentierten Erythrozyten abgenommen und vorsichtig mit 2 ml
Lymphozyten- Separationsmedium (eine isotonische Ficoll- Losung der Dichte
p=1,077 g/ml) unterschichtet. In einer Zentrifugation (3000 xg, 15 min) wurden die
an der Phasengrenze verbleibenden Lymphozyten und Makrophagen von den sedi-
mentierenden Granulozyten und Erythrozyten separiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen, das Zellpellet in 1 ml RPMI1640 resuspendiert und auf Eis gelagert.

2.3.1.2. Bestimmung der Granulozytenkonzentration

Die Bestimmung der Granulozytenkonzentration erfolgte in einer Neubauer-

Zahlkammer durch Auszéhlen der Granulozyten in 4 Grof3quadraten (je 0,004 pl).
1 Granulozyt / GroRquadrat = 2,5 - 10° Granulozyten / ml

Die in den Versuchen erreichten Konzentrationen lagen im Bereich von 107 - 1,5 -10’

Zellen/ml.
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2.3.1.3. Untersuchung der intrazellularen Uberlebensfahigkeit

P.aeruginosa TB
Lyse der PMN
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Abb. 2.6. Schema des Selektionsverfahrens zur Bestimmung der intra-
zellularen Uberlebensfahigkeit in Granulozyten von P.aeruginosa
TB- Transposonmutanten

Zur Bestimmung der intragranulozytaren Uberlebensfahigkeit wurden P.aeruginosa-
Mutanten aus einer Uber-Nacht Kultur mit Granulozyten fir 2 h (37° C, 200 rpm) in
folgendem Selektionsansatz inkubiert:
107 Granulozyten
1-2-10% cfu P.aeruginosa- Transposonmutanten

200 pI Humanes Blutserum, Blutgruppe AB (AB- Serum)

ad2 ml RPMI1640
Der Zusatz des AB- Serums war notwendig, da die Granulozyten zur Erkennung der
Bakterien ein funktionsfahiges Komplementsystem bendtigen. Ohne eine Opsonisie-
rung der Bakterien wirde keine Phagozytose stattfinden. Die Verwendung von
Serum der Blutgruppe AB ermoglichte es, Granulozyten verschiedener Spender
(ohne Riucksicht auf ihre jeweilige Blutgruppe) mit einem standardisierten Komple-
mentsystem zu versorgen. Ca. 300 ml Serum wurden vor Beginn der Experimente
bei -80°C eingefroren, so dal} stets Serum des gleichen Spenders vorlag.
Die Auswertbarkeit des Untersuchungsansatzes setzt voraus, dal3 das Verhaltnis
von Bakterien zu Granulozyten im Bereich von 10:1 bis 20:1 liegt. Bei kleineren
Zahlen ist die Anzahl der Uberlebenden Bakterien sehr klein, bei gré3eren Zahlen ist
der Strel3 fur die Granulozyten zu hoch, so daf} die Ergebnisse nicht reproduzierbar
werden. (MietHke 1985)
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In einem parallel begonnenen Kontrollansatz wuchsen die Bakterien ohne &aul3ere
Selektion:
1 - 2 -10® Bakterien in 2 ml RPMI 1640

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Kontrollansatze auf Eis gestellt. Die
Selektionsansatze wurden mit RPMI1640 auf 10 ml aufgefillt und 10 min bei 400 xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment (bestehend aus
Granulozyten mit intrazellularen Bakterien) in 200 pl RPMI1640 resuspendiert. Diese
Suspension wurde auf eine Nutsche mit einem Celluloseacetat -Filter von 5 pm

Porengrol3e aufgebracht und das Retentat zur Abtrennung der extrazellularen Bak-

terien mit 5 ml PBS gewaschen. Der Filter wurde in 3 ml destilliertes Wasser uber-

fuhrt, zur Lyse der Granulozyten 10 min inkubiert und 5 min intensiv geschdittelt. Die

Suspension wurde abgenommen und 10 min bei 3000 xg zentrifugiert. Der Uber-

stand wurde bis auf einen kleinen Rest (ca. 100 pl) verworfen, das Pellet resuspen-

diert und auf LB- Agar ausgestrichen. Mit einem Aliquot (ca. 50 pl) des Kontrollan-
satzes wurde entsprechend verfahren.

Die gesamte Untersuchung unterlag strengen zeitlichen Begrenzungen:

- Von der Blutabnahme bis zur Filtration der Granulozyten durften nicht mehr als
6 h vergangen sein, da sonst die Granulozyten ihre Funktionen einstellten und
der Selektionsdruck sank.

- Von dem Beginn der Inkubation der Granulozyten mit den P.aeruginosa bis zur
Filtration durfte nicht mehr als 2% Stunden vergehen. Nach dieser Zeit gingen die
Granulozyten im Selektionsansatz in vermehrtem Mal3e in Apoptose Uber und die
Bakterien wurden freigesetzt, so dal} fast keine intrazellularen Bakterien mehr

auffindbar waren.

2.3.2. Untersuchung des Quorum Sensing

Die Untersuchungen zum Funktion des Quorum Sensing in den generierten P.aeru-
ginosa TB- Transposonmutanten wurden wahrend eines Aufenthalts an der TU Mun-
chen (Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Dr. L. Eberl) durchgefiihrt. Das Prinzip des Unter-
suchungsverfahrens besteht darin, die P.aeruginosa - Mutanten zusammen mit
einem E.coli - Detektorstamm zu inkubieren, der Giber eine episomal kodierte, nur bei

Anwesenheit von aliphatischen Homoserinlactonen exprimierte Luziferase verfugt.
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Hierzu wurden die Transposonmutanten in Mikrotiterplatten (100 pl LB®) angeimpft
und 4 h bei 37° C inkubiert. Der das Sensorplasmid tragende Detektorstamm wurde
in LB® (Tetracyclin: 10 pg/ml) bis zu einer Dichte von 0,3- 0,4 herangezogen und je
100 pl davon zu jedem P.aeruginosa- Transposonmutanten zugegeben. Nach 4 h
Inkubation (37° C) wurde die Luziferaseaktivitdt mit einer Photonenkamera gemes
sen. Hierbei mufite ein Abkihlen der Mikrotiterplatte auf Raumtemperatur unbedingt
vermieden werden (s. Kap. 3.6.2.).

Die in dieser Untersuchung gefundenen auffalligen Mutanten wurden dann in einem
zweiten Experiment auf LB- Agar®” zusammen mit dem Detektorstamm in folgendem

Muster ausgestrichen:

Abb. 2.7.
Muster der ausgestrichenen P.aeruginosa-
Transposonmutanten zur Bestimmung der
jeweiligen Autoinducer- Produktion
P: P.aeruginosa -Transposonmutant
E: E.coli mit Sensorplasmid

Die jeweiligen induzierten Luziferaseaktivititen des Detektorstammes wurden nach

einer Inkubation von 16 h (37°C) mit einer Photonenkamera gemessen.

Fur alle Experimente wurde ein LB- Agar® mit einem NaCl- Gehalt von 0,4% (w/v)

verwendet.

2.3.3. Bestimmung der Invasivitat von  P.aeruginosa-
Mutanten in Epithelzellen
2.3.3.1. Zellkultur eukaryontischer Epithelzellen (Chang- Zellen)

Aus der Ausgangskultur (50 ml, 37° C, 5% CQ) mit prakonfluent gewachsenen Zel-
len (d.h. mit der n&chsten Zellteilung wirde ein konfluenter Monolayer aus Epithel-
zellen entstehen) wurde das Medium (RPMI1640 mit 5% FCS) abgenommen und die
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Zellen mit 1 ml Trypsinldsung (1:100 Verdunnung; GibcoBRL) fiir 5-10 min bei 37° C
inkubiert. Sobald sich die Zellen von der Oberflache geldst hatten (Kontrolle mit
Mikroskop) wurde 10 ml RPMI1640 mit 5% FCS zugesetzt und die Zellzahl in einer
Neubauer- Zahlkammer bestimmt. (Fur die Berechnung s. Kap. 2.3.1.2.) Aus dieser
Zellsuspension wurden Aliquote fir die folgenden Experimente entnommen.

Zur weiteren Kultur der Epithelzellen wurde ein entsprechendes Volumen der sus-
pendierten Zellen in eine neue Kulturflasche uberfihrt und mit RPMI1640 (+ 5%
FCS) auf 50 ml aufgefullt. Durch vorsichtiges Schwenken wurden die Zellen gleich-
manRig in der Flasche verteilt. Die Uberfuhrte Zellzahl richtete sich nach der zu
erwartenden Inkubationszeit. Da Chang- Zellen sich ungefahr einmal pro Tag teilen,
wurde die eingesetzte Menge an Zellen fur jeden geplanten Inkubationstag halbiert.

2.3.3.2. Mikroskopische Untersuchung der Invasivitat

Die schnellste Moglichkeit zur Bestimmung der Invasivitat unterschiedlicher P.aeru-
ginosa Mutanten bestand in der mikroskopischen Untersuchung von adharenten
Epithelzellen, die mit den jeweiligen P.aeruginosa inkubiert worden waren. Zur bes-
seren Sichtbarkeit wurden die Zellen mit Kristallviolett angefarbt.

Zur Vorbereitung wurden am Vortag des Experiments runde Deckglaschen in 24-
Well Platten verteilt und mit einer 1:10- Verdiinnung von poly-I-Lysin (Sigma) fir 10
min Uberschichtet, bevor jeweils 10° Epithelzellen in 1 ml RPMI1640 + 5% FCS (s.0.)
sehr langsam zentral auf das Deckglaschen aufgetragen wurden. Das Deckglaschen
war dabei mit der Pipette auf den Boden zu dricken, um zu verhindern, daf} sich
Epithelzellen auch an der Unterseite festheften. Hieran schlof3 sich eine Inkubation
uber Nacht an (37°C, 5 %CQ,). Ebenfalls wurden 5 ml - Kulturen der zu unter-
suchenden Bakterien angesetzt. Am néchsten Tag wurde die Adharenz der Epithel-
zellen tberprift (Mikroskop). In 15 ml frischem LB- Medium wurde von den zu unter-
suchenden Bakterien eine Suspension mit der optischen Dichte von 0,25 hergestellt.
Diese Aliquote wurden zentrifugiert (3500 xg, 5 min) und die sedimentierten Bakte-
rien in 1,5 ml PBS® resuspendiert. Das Kulturmedium der Epithelzellen wurde ver-
worfen und 1 ml frisches RPMI1640 (ohne FCS) zugefiigt. Jeweils 30 ul der Bakteri-
ensuspension (ca. 100 Bakterien pro Epithelzelle) wurden zugesetzt und die 24-
Well Platten fir 2 min bei minimaler Drehzahl (ca. 300 xg) zentrifugiert. Hieran

schlo3 sich eine fur jeden P.aeruginosa - Stamm experimentell zu bestimmende
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Inkubationszeit (zumeist 30 min - 2 Stunden bei 37° C und 5% CO,) an. Cytotoxische
Stamme konnten nur fUr kirzere Zeiten mit den Epithelzellen inkubiert werden, da
schon nach 40 min fast alle eukaryontischen Zellen in Apoptose Ubergingen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Uberstande aus den Wells verworfen,
die Epithelzellen zweimal mit PBS® gewaschen und 15 min in 0,5 ml einer Fixierlo-
sung™? fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit dest. Wasser wurden die Praparate
in 1 ml einer 0,07% (w/v) Kristallviolettlosung fir mehrere Stunden gefarbt.

Die Auszéhlung der intrazellularen P.aeruginosa erfolgte am Mikroskop bei 1000x
VergrofRerung manuell. Hierzu wurden in 50 - 100 zufallig ausgesuchten Epithelzel-
len die intrazellularen Bakterien gezahlt und der Mittelwert berechnet.

2.3.3.3. Quantifizierung der Invasivitat von  P.aeruginosa

Die ersten Arbeitsschritte zur quantitativen Bestimmung der Invasivitat von P.aeru-
ginosa - Stammen &hneln denen im obigen Kapitel. Die Behandlung der Bakterien
und der Epithelzellen entspricht den o0.g. Protokoll, jedoch werden die eukaryonti-
schen Zellen vor der Inkubation direkt und ohne Deckglaschen in die 24- Well Platte
eingebracht. Auch in diesem Experiment wurden die Epithelzellen fur eine experi-
mentell zu bestimmende Zeit mit einem 100-fachen UberschuRR an Bakterien inku-
biert. Allerdings sollten von jedem zu untersuchenden Klon mindestens 5 parallele
Experimente angesetzt werden, um durch Mittelung der Ergebnisse die Signal-
schwankungen zu verringern.

Nach Ablauf der Inkubation (37°C, 5% CQ,) wurden die Epithelzellen zur Abtren-
nung der Bakterien im Uberstand dreimal mit 1 ml RPMI1640 gewaschen und fir
120 min mit je 1 ml RPMI1640 mit 100 pg/ml Polymyxin B bei inkubiert (37° C, 5%
CO,), um die adharenten extrazellularen Bakterien aus dem Ansatz zu entfernen.
Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit RPMI1640 gewaschen. Zur Frei-
setzung der intrazellularen Bakterien wurden die eukaryontischen Zellen 5- maximal
10 min mit 0,5 ml Saponinldésung (50 mg/ml) inkubiert und so lysiert. 100 pl dieses
Lysats sowie 100 pl einer 1:10- Verdiinnung wurden auf LB- Agar® ausgestrichen,
uber Nacht bei 37°C inkubiert und die Lebendkeimzahl bestimmit.

Zur Bestimmung der Adhérenz der Bakterien an die Epithelzellen wurde ein ver-
gleichbares Experiment durchgefihrt, jedoch entfiel die Inkubation mit Polymyxin B.
Die Epithelzellen wurden vor der Lyse nur viermal mit RPMI1640 gewaschen.
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2.3.4. Untersuchung zur Pathogenitat von  P.aeruginosa TB

im Mausmodell

Zur Bestimmung der Pathogenitat von P.aeruginosa TB wurden unterschiedliche
Mengen an Bakterien Mausen (BIk6 und heterozygote Mause eines daraus abgelei-
teten Stammes mit einer ausgeschalteten sauren Sphingomyelinase) intranasal mit
einer Sonde verabreicht. Die pro Tier verabreichte Bakterienmenge betrug zwischen
3:10 ' (60 pl Bakterienpellet) und 4-10 ° Bakterien (15 pl eines 1+1 mit PBS ver-
dunnten Pellets). Mit jeder Bakterienkonzentration wurden zwei Mause infiziert. Der
Erkrankungsverlauf der Tiere wurde tber 72 Stunden beobachtet. Zielgrof3e war

dabei die Bestimmung der minimalen letalen Dosis.

2.3.5. Flagellinnachweis bei P.aeruginosa

Bei einem Transposonmutanten wurde ein Zusammenhang zwischen der intrazellu-
laren Uberlebensfahigkeit und der Regulation des Flagellenaufbaus gefunden. Zur
naheren Charakterisierung wurden die folgenden Untersuchungen durchgefihrt.

2.3.5.1. Fixieren der Bakterien auf Membranen

Die zu untersuchenden Bakterien wurden tber Nacht in 5 ml LB-Medium herangezo-
gen und je 3 ml Bakteriensuspension (ohne Kahmhaut oder andere Aggregationen)
fur die weiteren Untersuchungen abgenommen. Nach der Bestimmung der Zellzahl
(Kap. 2.2.1.2.) wurden 4-10' Bakterien abzentrifugiert und in 1 ml PBS® resuspen-
diert. Aliquote von 10% und 10’ Bakterien (aus einer 1:10 Verdiinnung) wurden auf
eine Nitrocellulosemembran (Protran BA85, 0,45 pum; Schleicher & Schuell) aufgetra-
gen und 5 min bei 37°C getrocknet.

2.3.5.2. Immunologische Detektion

Die Detektion des Flagellins erfolgte nach dem Protokoll der Firma Tropix, das
generell fur immunologische Detektionen eingesetzt werden kann.

Zum Blockieren der unspezifischen Bindungen wurde die Nitrozellulosemembran
mindestens 1 Stunde in Waschlosung A®® (200 ml) vorinkubiert bevor 1:1333 ver-
dunnter primarer Antikorper (15 pl Kaninchen-AK gegen Flagellin Typ b, Montie T,
Univ. Tennessee, Knoxville) in Waschlosung A®® (20 ml) fur 1 Stunde zugegeben
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wurde. Nach dreimaligem Waschen (10 min) mit je 200 ml Waschlésung B“® wurde
der 1:5000 verdinnte sekundare Antikorper (4 pl anti- Kaninchen- 1gG- alkalische
Phosphatase- Konjugat aus Ziege, Tropix) in Waschlosung B®® (20 ml) zugegeben.
Nach drei weiteren Waschschritten (10 min, 200 ml) mit Waschlésung B“® wurden
die Membranen jeweils fiir 5 min mit Assay-Puffer®®, dann mit Nitroblock- Losung™?,
und erneut zweimal mit Assay- Puffer®® inkubiert. CDP- Star wurde in einer 1:1000
Verdinnung zugegeben und 5 bis 10 min inkubiert, ehe die Blots in Plastikfolie
eingeschlagen wurden. Nach ca. 15 min war das Maximum der Chemolumineszenz
erreicht (Boehringer; BronsTein ET AL 1989), die Detektion der Signale erfolgte mit
Hilfe eines Rontgenfilms (Kodak X-OMAT AR).

2.3.5.3. Farbung von Flagellen zur elektronenmikroskopischen
Untersuchung

P.aeruginosa aus einer Uber Nacht bei 37°C inkubierten Kultur wurden durch
Zugabe von Formaldehyd (Endkonzentration 1%) abgetdtet und auf einer Glimmer-
matrix fixiert. Die Farbung geschah mit 5 mM Uranylacetat (pH 7,0), das fur 5 min
auf die Bakterien einwirkte. Nach zweimaligem Waschen mit dest. Wasser wurde
das Praparat getrocknet und auf einem Kupfer- Trager fixiert. (Die elektronenmikro-
skopische Untersuchung erfolgte an der GBF durch Dr. M. Rohde)

2.4. Selektion von STM- Mutanten

Fur die Selektion der P.aeruginosa TB - Transposonmutanten in Granulozyten und
die Bestimmung ihrer jeweiligen intrazellularen Uberlebensfahigkeit war eine Viel-
zahl der o.g. Methoden notwendig. Sie sind in den vorherigen Teilen inhaltlich
geordnet, sollen hier aber zur besseren Ubersichtlichkeit noch einmal in den experi-

mentellen Zusammenhang eingeordnet werden.

Die P.aeruginosa- Transposonmutanten wurden separat in Mikrotiterplatten aus ein-
gefrorenen Glycerol- Kulturen angeimpft (Kap. 2.2.1.3.) und uber Nacht bei 37°C
inkubiert (Kap. 2.2.1.1.). Je 48 Transposonmutanten mit verschiedenen Signalse-
quenzen wurden vereinigt und in einem Phagozytosetest auf ihre Uberlebensfahig-
keit in Granulozyten untersucht (Kap. 2.3.1.). Hierbei wurde jede Gruppe von 48

Mutanten je zwei unabh&ngigen Experimenten unterzogen.
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Nach einer Inkubation Gber Nacht bei 37° C wurden die Bakterien (selektierte und
unselektierte Proben) in 5 ml 10 mM MgSO. resuspendiert und ein zweites Mal den
Selektionsbedingungen ausgesetzt. (Die Kontrollen wurden entsprechend nur in
RPMI1640 suspendiert.) Die auf LB-Agar® ausgestrichenen Bakterien wurden Uber
Nacht bei 37° C inkubiert. Erst nach dieser zweiten Selektion wurde die genomische
DNA der Uberlebenden Bakterien isoliert (Kap. 2.2.6).

Aus diesen DNA- Ldsungen wurden dann mit PCR die Signalsequenzen der Trans-
posons amplifiziert (Kap. 2.2.7., Parameter c.). Hierbei wurden fiur jede untersuchte
DNA- Mischung 8 PCR- Reaktionen (zu je 25 ul) durchgefiihrt, um genigend Aus-
gangsmaterial fur die nachfolgenden Schritte bereitzustellen. Die so erhaltenen
Signalsequenzen wurden mit Hindlll restriktionsverdaut (Kap. 2.2.8, abgewandeltes
Protokoll fir grof3e Volumina) und die spezifische 40 Bp- Sequenzen Uber ein geeig-
netes Verfahren (Kap. 2.2.10.2) aufgereinigt. Die aufgereinigten 40 Bp- Sequenzen
wurden mit Hilfe einer Terminalen Transferase am 3'- Ende mit DIG- ddUTP markiert
(Kap. 2.2.10.4.).

Die Signalsequenzen der Donor-Plasmide wurden mit Hilfe der PCR amplifiziert
(Kap. 2.2.7, Parameter b.) und als Dot- Blots auf Membranen fixiert (Kap. 2.2.11.2.).
Auf diese vorbereiteten Blots wurden die 3'-endmarkierten Signalsequenzen aus
dem Phagozytosetest bei 65° C (16h) hybridisiert (Kap. 2.2.11.3.). Die Haufigkeit der
einzelnen  Signalsequenzen wurde durch eine Lichtreaktion bestimmt
(Kap.2.2.11.4.). Die erhaltenen Rontgenfilme wurden gescannt und die Schwarzung
(od/mm?) der einzelnen Dots mit dem Programm PC-BAS 2.09f ermittelt. Die Auswer-
tung der Ergebnisse erfolgte in MS- Excel.

Die Blotmembranen konnten gewaschen (Kap. 2.2.11.5.) und ca. 3- 4 mal verwendet

werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die einzelnen Kapitel dieses Teils bauen aufeinander auf. Die experimentellen

Zielsetzungen der einzelnen Abschnitte soll deshalb hier kurz umrissen werden:

Kap. 3.1.:

Kap. 3.2.:

Kap. 3.3.:

Kap.3.4.:

Kap. 3.5.

Kap. 3.6.

Kap. 3.7.

Kap. 3.8.

Kap. 3.9.

Entwicklung eines Verfahrens zur Konjugation und Transposonmutage-

nese von P.aeruginosa TB

Konstruktion eines geeigneten Vektorsystems zur sequenzspezifizierten

Transposonmutagenese (STM) in P.aeruginosa TB

Aufbau und Uberprifung der Bibliothek von P.aeruginosa TB- Transpo-

sonmutanten

Untersuchung von P.aeruginosa TB- Transposonmutanten auf ihre intra-
zellulare Uberlebensfahigkeit in Granulozyten unter Einsatz des STM-
Verfahrens.

Untersuchung der Invasivitat einiger in Kap. 3.4. identifizierten P.aerugi-

nosa TB- Transposonmutanten mit einem auffallig veranderten Phanotyp.

Untersuchung des Quorum Sensing der P.aeruginosa TB- Transposon-
mutanten durch qualitative Bestimmung ihrer Produktion an aliphatischen

Homoserinlactonen.

Weitere Untersuchungen zur genaueren Charakterisierung der in den
Kap. 3.4. und 3.6. gefundenen auffalligen Transposonmutanten.

Beschreibung der Gene, die in den jeweiligen P.aeruginosa TB- Trans-
posonmutanten aus Kap. 3.4. und 3.6. durch die Insertion ausgeschaltet
wurden. Auflistung der ermittelten phanotypischen Daten. Weitere Unter-
suchungen einzelner Mutanten zur Uberpriifung ihrer individuellen phano-

typischen Veranderungen.

Zusammenfassende funktionelle Interpretation der identifizierten Gene
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3.1. Entwicklung und Optimierung eines Verfahrens
zur Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB

Zur Optimierung eines Verfahrens zur Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB
wurde auf vorhergehende Arbeiten (Diplomarbeit L. WieHLmanN) aufgebaut. Weiterhin
wurde meistens die Zielrichtung der in einem Kapitel beschriebenen Untersuchun-
gen durch Ergebnisse aus vorhergehenden Experimenten vorgegeben. Zur besse-
ren Ubersichtlichkeit werden daher zu Beginn jedes Kapitels die fur diesen Abschnitt

relevanten Vorarbeiten kurz zusammengefal3t.

3.1.1. Konstruktion des Vektors pUT- Gm

In den vorhergehenden Versuchen hatte sich gezeigt, da3 Kanamycin als Selekti-
onsmarker zur Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB ungeeignet war,
obwohl dieser Stamm bei der Bestimmung der MHK empfindlich zu sein schien. Die
Erzeugung von P.aeruginosa TB - Transposonmutanten war mdglich, jedoch war
diese Insertion nicht stabil und wurde innerhalb weniger Tage wieder aus dem Chro-
mosom herausgeschnitten. Sowohl die Insertion als auch der Verlust des Transpo-
sons wurden tber PCR und Southern- Hybridisierung nachgewiesen. Ein vergleich-
barer Effekt ist auch in der Literatur beschrieben (GoLbeerc 1990). Auch ein ununter-
brochener Antibiotikadruck verhinderte dies nicht. Die Resistenz der initial erzeugten
P.aeruginosa TB- Transposonmutanten gegeniber Kanamycin blieb -vermutlich
durch Adaptation- auch nach mehreren Tagen in Kanamycin- haltigem Medium
erhalten, obwohl keine Transposonsequenzen mehr in den Bakterien nachweisbar
waren. Diese adaptierten Bakterien konnten selbst auf Antibiotikakonzentrationen
von mehr als 1000 pg/ml Kanamycin wachsen. Von der Verwendung von Kanamycin
als Selektionsmarker wurde daher in der vorliegenden Arbeit abgesehen.
Untersuchungen mit verschiedenen Antibiotika zeigten eine hohe Empfindlichkeit
von P.aeruginosa TB gegenuber Gentamicin. Die auf in LB und M9- Medium gemes-
sene MHK lag unter 8 pg/ml und auch bei langerer Inkubation zeigte sich keine
durch Adaptation steigende Resistenz.

Die Kanamycinresistenz des pUT- miniTn5 Km2 wurde daher gegen eine Genta-
micinresistenz ausgetauscht. Hierzu wurde der Vektor mit Kpnl und Sphl in einem

Doppelverdau geschnitten, der Plasmidrahmen vom Resistenzgen und der Signalse-
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guenz separiert und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Die Gentamicin-
kassette wurde aus dem Plasmid pMS246 (Scrweizer 1993) mit den gleichen Enzy-
men ausgeschnitten, in den pUT- Rahmen ligiert und in E.coli CC118Apir transfor-

miert. Die Karte des erhaltenen Vektors ist in Kap. 2.1.6.2. zu abgebildet.

Dieser Vektor wurde in den weiteren Versuchen zur Entwicklung eines Protokolls fur

die Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB verwendet.

3.1.2. Vorversuche zur Konjugation von P.aeruginosa

Ziel der Vorversuche war es, ein geeignetes Basisprotokoll zu Konjugation und
Transposonmutagenese von P.aeruginosa zu finden. Dieses Verfahren sollte dann
in einem zweiten Schritt so weit optimiert werden, dal} es fur die Generierung einer

Bibliothek von mehreren tausend verschiedenen Mutanten geeignet ist.

3.1.2.1. ,Filtermating“ von P.aeruginosa TB

Das ,Filtermating“ (HenseL & Hooen 1995) ist das Verfahren, das von M. Hensel bei
der Entwicklung der STM zur Generierung der Transposonmutanten verwendet
wurde (HenseL et AL 1995). Es war allerdings bereits bei seinen Experimenten nie
sehr effektiv. Die maximale Ausbeute in M. Hensels Versuchen betrug ca. 1-2
Mutanten auf 5 Filter (personl. Auskunft M. HENsEL).

Das gleiche Verfahren wurde fur eine biparentale Konjugation verwendet:

Donorstamm: E.coli S17-1Apir mit pUT- Gm
Akzeptorstamm: P.aeruginosa TB

Vorinkubation: Alle Stamme auf LB- Agar, 37°C, 16 h
Selektion: LB-Agar mit 25ug/ml Gentamicin und

25 pg/ml Nalidixinsaure, 37°C, 36h
Anzahl der Experimente: 120

Mutanten: 2
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Das ,Filtermating” in der von M. Hensel beschriebenen Art war vom Prinzip zwar zur
Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB geeignet, in der Praxis aber zu
arbeitsaufwendig, um fur die Generierung einer Bibliothek von Transposonmutanten
geeignet zu sein.

(Das im Kapitel 2.2.4.3. beschriebene ,Filtermating” ist entsprechend der spateren
Resultate fur P.aeruginosa modifiziert. Die Ausbeute an Transposonmutanten nach

dem dort beschriebenen Protokoll betragt ca. das 10-fache des 0.g. Ergebnisses.)

3.1.2.2. Elektroporation

In der Literatur wird beschrieben, dal? DNA durch Elektroporation in P.aeruginosa
eingefuhrt wurde (z.B. Dennis 1995; Farinva 1990). Allerdings gibt es auch Hinweise,
dal3 diese Methode nur bei einigen Stammen funktioniert, beim Uberwiegenden Tell
der P.aeruginosa - Isolate jedoch nicht (DeLorenzo & Timmis 1994).

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zur Erzeugung kompetenter P.aeru-
ginosa zur Elektroporation unterscheiden sich nicht von dem fir E.coli verwendeten.
Ausgehend von diesen Arbeitsanweisungen wurde versucht, ein Protokoll zur

effizienten Elektroporation von P.aeruginosa TB zu entwickeln:

Donorplasmid: pUT- Gm (aus E.coli CC118Apir
und E.coli S17-1Apir)

pTnMod-OGm (aus E.coli DH5a)

Akzeptor: P.aeruginosa TB (in 10% Glycerol)

Elektroporation: 0,1 und 1 pg Plasmid- DNA; 800V, 1200V
oder 1500 V; 150Q ; 71 puF

Selektion: LB-Agar mit 25 pg/ml Gentamicin, 37°C, 36 h

Anzahl der Experimente: 36 mit pUT- Gm aus E.coli CC118Apir
24 mit pUT- Gm aus E.coli S17-1Apir
12 mit pTnMod-OGm aus E.coli DH5a

Mutanten: 0

Die Transformationseffizienz ist stark vom Bakterienstamm abhangig, aus dem das
zu transformierende Plasmid gewonnen wurde. Grof3e Unterschiede im Restriktions-
und Methylierungssystem von Donor- und Akzeptorstamm kdnnen eine vollstandige
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Degradation der transformierten DNA nach der Aufnahme durch den Akzeptor bewir-
ken. Aus diesem Grund wurde zur Elekroporation Plasmid- DNA von unterschiedli-
chen E.coli- Stdmmen getestet. Das vollstandige Versagen der Elektroporation
bedeutet daher nicht notwendigerweise, dald dieses Verfahren fir P.aeruginosa TB
prinzipiell ungeeignet ist. Es beweist allerdings, daf? es mit den verwendeten Donor-
Stammen nicht funktioniert. Die Versuche zur Elektroporation von P.aeruginosa TB

wurden daher eingestellt.

3.1.2.3. Konjugation auf Agarplatten

Die Ergebnisse aus dem ,Filtermating* zeigten, daf} der konjugative Transfer eines
Plasmides von E.coli zu P.aeruginosa TB prinzipiell méglich aber sehr selten ist. Das
Ziel einer hoheren Ausbeute 141t sich direkt Gber eine Erhdéhung der Zellzahlen
erreichen. Bei einer Inkubationstemperatur von 37° C erreichen 10 Bakterien, wie
sie fur ein ,Filtermating” eingesetzt wurden, schon lange vor Ablauf der Inkubations-
zeit von 16 h die stationére Phase. Nur in dieser begrenzten Zellzahl kann ein Kon-
jugationsereignis stattfinden. Zur Erhdhung der Gesamtzellzahl - und damit zur
Erh6hung der Wahrscheinlichkeit eines Konjugationsereignisses - wurden daher in
einer biparentalen Konjugation die einem Filtermating entsprechenden Zellzahlen
von Donor- und Akzeptorstamm (je 10° cfu) direkt auf LB- Agar ausplattiert.

Donor: E.coli S17-1Apir mit pUT- Gm
Akzeptor: P.aeruginosa TB

Vorinkubation: Alle Stamme auf LB- Agar, 37°C, 16 h
Selektion: LB-Agar mit 25ug/ml Gentamicin und

25 pg/ml Nalidixinsaure, 37°C, 36h
Anzahl der Experimente: 72

Mutanten: 11

Das Ergebnis bestatigte die Eingangsvermutung. Die Ausbeute war deutlich hoher
als bei allen vorhergehenden Experimenten. Zur Kontrolle wurde die genomische
Insertion des Transposons in einer Southern- Hybridisierung nachgewiesen:
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Ab

P.aeruginosa TB- Transposonmutanten

pUT Gm

b. 3.1. Southern- Hybridisierung von Pstl- verdauten genomischen DNA- Frag-
menten der P.aeruginosa TB- Transposonmutanten mit einer Sonde ge-
gen das Gentamicingen des Transposons. In der linken Spur ist zusatz-
lich das ebenfalls mit Pstl verdaute Donor- Plasmid pUT Gm aufgetragen.
Wie es bei einer statistischen Insertion des mini- Transposons zu erwar-
ten war, wurde bei jedem Transposonmutanten ein anderes DNA- Frag-
ment markiert. Allerdings ist in zwei Spuren noch ein zuséatzliches Frag-
ment zu sehen, das von einem episomale pUT Gm stammt.Die Pfeile mit
der Beschriftung ,P* weisen auf diese Fragmente hin.

Hierbei wurden drei weitere Probleme deutlich:
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In einigen Spuren war ein zweites Fragment auf Hohe des pUT-Gm- Plasmides zu
sehen. Da pUT Gm aufgrund des Replikationsursprungs ori R6K in P.aeruginosa
nicht stabil episomal repliziert werden kann, war dieses Signal auf eine Konta-
mination mit E.coli zurickzufihren. Bei der notwendigen langen Selektionszeit
waren auf den Agarplatten stets tausende kleiner Kolonien von E.coli zu sehen,
die teilweise von den schneller wachsenden P.aeruginosa - Transposonmutanten
bedeckt wurden und so beim Asservieren der Mutanten zu Kontaminationen
fuhren konnten. Es mul3te somit der Selektionsdruck erhéht und / oder ein Proto-
koll zur Separation der E.coli von den P.aeruginosa erarbeitet werden, das fur

einen Durchsatz von mehreren tausend Mutanten geeignet ist.
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- Einige der asservierten P.aeruginosa waren keine Transposonmutanten. Da nie
eine Adaptation an Gentamicin nachgewiesen werden konnte, war zu vermuten,
daR die Antibiotikakonzentration durch die resistenztragenden E.coli lokal so weit
verringert wurde, dal® auch nicht mutierte P.aeruginosa wachsen konnten. Auch
die L6sung dieses Problems erfordert eine Verstarkung des Selektionsdrucks.

- Das dritte Problem lag noch immer in der Ausbeute der Transposonmutagenese.
Mit der erreichten Effizienz von ca. 1 Mutant / 6 Experimente wére der Aufwand
zur Erzeugung einer Bibliothek von ca. 3000 Transposonmutanten noch sehr
hoch. Eine weitere Erh6hung der Konjugationseffizienz auf Basis des 0.g. Proto-

kolls war somit notwendig.

3.1.3. Optimierung der Konjugation von P.aeruginosa

Die Vorversuche lieferten ein zur Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB
geeignetes Protokoll, das aber nicht sehr effizient war. Zur Erhéhung dieser Effizi-

enz mufdten die meisten Parameter modifiziert werden.

3.1.3.1. Inkubation der Bakterien vor der Konjugation
Die Bedingungen, unter denen die Bakterien vor der Konjugation wachsen, haben
einen grof3en Einflul auf die Konjugationseffizienz. Entsprechend war durch geeig-

nete Variation der Parameter eine Effizienzsteigerung zu erwarten.

Donorstamm/ Helferstamm:

Fur den Donorstamm (und den Helferstamm bei triparentalen Konjugationen) sollten
moglichst optimale Wachstumsbedingungen vorliegen. Dies bedeutete die Verwen-
dung eines Vollmediums (LB) mit einem entsprechenden Antibiotikazusatz (Genta-
micin fir den Donorstamm, Kanamycin fur den Helferstamm), sowie Inkubation bei

optimalen Temperaturen (37°C). Eine weitere Optimierung war nicht notwendig.

Akzeptorstamm P.aeruginosa:

Im Gegensatz zum Donorstamm boten sich fir den Akzeptorstamm zur Erh6hung
der Konjugationseffizienz mehrere Veranderungen in den Inkubationsbedingungen

an:
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Temperatur:

Bei einer Erhéhung der Inkubationstemperatur auf 42° C wird in P.aeruginosa das
Restriktionssystem ausgeschaltet (DeLorenzo & Timmis 1994). Wenn die Ursache fir
die geringe Konjugationseffizienz der Vorversuche darin lag, dal3 die aufgenom-
mene DNA verdaut und nicht korrekt prozessiert wurde, sollte die Veranderung der
Inkubationstemperatur zu einer deutlichen Ausbeuteerhéhung fuhren.

N&hrmedium:

LB- Agar ist als Nahrboden fir P.aeruginosa zwar gut geeignet, jedoch nicht optimal.
Blut- Agar ist in seiner Zusammensetzung vielseitiger und kommt mit seinem hohen
Eisengehalt den Bedurfnissen eines aerophilen Bakteriums néher. Es wurde daher
als Nahrboden vor der Konjugation neben LB- Agar auch Blut- Agar untersucht.

Inkubationsdauer

P.aeruginosa TB wurde fir verschiedene Zeitrdume auf LB- und Blut- Agar bei 37°C
oder 42° C inkubiert. Auch bei mehrtagigen Inkubationen wurden die Bakterien tag
lich neu Gberimpft.

Fur jede Inkubationsbedingung wurden 10 biparentale Konjugationen durchgefihrt
(Donor: S17-1Apir pUT-Gm; Mischungsverhaltnis 1:1). In der Tabelle ist die Anzahl

der Experimente mit Transpositionsereignissen aufgefuhrt (Maximalwert: 10):

Prainkubation 37°C 42°C
[Tage] LB-Agar Blut-Agar LB-Agar Blut-Agar
1 1 0 1 2
2 2 1 0 4
3 1 0 3 4
5 0 0 5 9
7 2 0 5 8

Tabelle 3.1. Auswirkungen unterschiedlicher Prainkubationsbedingungen auf
die Konjugationseffizienz von P.aeruginosa TB
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Die aufgefuihrten Zahlen nennen nur die Anzahl der Selektionsplatten, auf denen
Kolonien gewachsen sind. Uber die jeweilige Koloniezahl (cfu) pro Agarplatte wurde
dabei keine Aussage gemacht.

Die Ergebnisse zeigten, dal3 die Effizienz der Konjugation entscheidend von den
vorhergehenden Inkubationsbedingungen des Akzeptorstammes abhing.

37°C:

Die Zahlen bestatigten fir Inkubationen auf LB-Agar den Wert von ungefahr 1 Muta-
tion auf 5 Experimente (Kap. 3.1.2.3). Die mit P.aeruginosa von Blutagar erhaltenen
Ausbeuten lagen deutlich tiefer. Die Ursache dafur konnte gewesen sein, dal3 die
P.aeruginosa auf Blutagar bei 37° C deutlich mukoider als auf LB- Agar waren. Ver
mutlich waren die Bakterien durch diese dicke Schleimhille fir das Konjugations-
system des Donor- Stammes schlechter zuganglich.

42°C:

Die Konjugationseffizienz lag bei diesen Temperatur deutlich hoher. Die Verwen-
dung von Blutagar verdoppelte noch einmal die Ausbeute. Die Mukoiditat der Bakte-
rien war deutlich reduziert, was die Mdglichkeit einer Konjugation erhéht haben
kann. Ebenfalls kann das Ausschalten des Restriktions- / Modifikationssystems von
P.aeruginosa durch Inkubation bei 42° C die Konjugation deutlich begiinstigt haben.
Alle diese Umstellungen sollten aber in P.aeruginosa TB innerhalb weniger Genera-
tionen abgeschlossen sein. Allerdings wurde nach einer mehrtagigen Inkubation bei
42° C eine weitere Erhohung der Konjugationseffizienz beobachtet. Dieser Effekt ist
vermutlich nicht nur durch Vorgdnge wie dem Ausschalten des Restriktionssystems
zu erklaren - dafir war die Zeitdauer zu lang. Eine Makrorestriktionsanalyse zeigte
keine Unterschiede im Fragmentmuster von P.aeruginosa TB vor und nach einer 7-
tagigen Inkubation bei 42° C. Die Ursache fur die erhohte Konjugationseffizienz blieb
unklar, der Effekt war jedoch reproduzierbar.

Mit einer 5-tagigen Vorinkubation der P.aeruginosa TB bei 42° C auf Blut-Agar lief
sich somit eine Konjugationseffizienz von mehr als 1 Mutant / Konjugation erreichen.
Diese deutliche Effizienzsteigerung ermdglichte den Aufbau einer Bibliothek von

P.aeruginosa - Transposonmutanten.
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Das Einbringen fremder DNA in klinische P.aeruginosa- Isolate gilt im allgemeinen
als sehr schwierig (DeLorenzo & Timmis 1994). Die 0.g. Ergebnisse belegen, daf3 durch
Veranderung der Prainkubationsbedingungen des P.aeruginosa- Isolats eine deutli-
che Erhohung der Konjugationseffizienz zu erreichen ist. Interessanterweise ent-
sprachen diese Bedingungen ungeféahr denen, die in einem akut infizierten Patienten
zu erwarten sind (hohes Fieber - 42° C - fir mehrere Tage, Nahrmedium Blut). Eine
ebenso hohe Konjugationseffizienz konnte auch bei anderen P.aeruginosa- Isolaten

bei einer entsprechenden Vorinkubation erreicht werden (Kap. 3.1.3.5.).

3.1.3.2. Konjugationsbedingungen

Mischungsverhaltnis:

Ein in der aktuellen Literatur (z.B. DarwiIN & MiLLER 1999, HeENsEL ET AL.1995, DELORENZO &
Timmis 1994) nie in Frage gestellter Parameter ist das Mischungsverhaltnis von Donor
und Akzeptor in einer Konjugation. Diese werden immer im Verhaltnis 1:1 gemischt.
Wenn man jedoch bedenkt, daf3 eine Konjugation ein sehr seltener Prozel3 ist, bei
dem die Initiative nur vom Donor ausgehen kann, so sollte eine bessere Konjuga-
tionsausbeute zu erreichen sein, wenn dieser im deutlichen Uberschul vorliegt.
Optimalbedingungen sollten vorliegen, wenn auf der Agarplatte jedes Akzeptor- Bak-
terium nur von Donoren (und bei der triparentalen Konjugation zusatzlich von Helfer-
Bakterien) umgeben ist:

Mischungsverhiltnis
(Donor : Akzeptor)

°Q

1 : 1

Symbole: 0 E. coli (Donor) . P. aeruginosa (Akzeptor)

Abb. 3.2. Schematische Darstellung zur Anordnung von Donor und Akzeptor in einer
biparentalen Konjugation bei verschiedenen Mischungsverhaltnissen.
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Dies bedeutet, dal3 optimale Konjugationsbedingungen (gleiche Bakteriengrof3en
von Donor und Akzeptor vorausgesetzt) bei einem Mischungsverhaltnis von 12 : 1
fur Donor und Akzeptor liegen mifte, da dies der dichtesten (hexagonalen) Kugel-
packung entsprache. Unter diesen Umstanden ist jedes Akzeptor- Bakterium so gut
wie mdglich von Donoren umgeben. Noch hdhere Mischungsverhéltnisse zu Gun-
sten des Donors sollten bei gleicher Zellzahl des Akzeptors keinen EinfluR mehr auf

die Konjugationseffizienz ausuiben.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden in einer biparentalen Konjugation ent-
sprechend vorinkubierte P.aeruginosa TB und E.coli S17-1Apir (mit pUT-Gm) in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen auf LB- Agar bei 37° C ausgestrichen und
vor der Selektion 16 h inkubiert:

P.aeruginosa E.coli Verhaltnis Versuche Kolonien
[cfu] [cfu] @ [cfu]
10° 108 10:1 5 21
10° 10° 1:1 10 18
3-108 10° 1:3 5 30
108 10° 1:10 10 46
108 2-10° 1:20 10 39

Tabelle 3.2. Anzahl der erhaltenen Transposonmutanten bei unterschied-
lichen Mischungsverhéltnissen von Donor und Akzeptor

Auch wenn die Ergebnisse etwas streuten, war dennoch ein Trend ablesbar, dal? ein
hoherer Anteil an Donor die Ausbeute einer Konjugation erhdht. Es wurden deshalb
in allen folgenden Konjugationen folgende Mischungsverhéltnisse eingestellt:

biparentale Konjugation:

E.coli S17-1Apir (pUT-Gm) P.aeruginosa TB

Donor Akzeptor
10° cfu 108 cfu
10 : 1
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triparentale Konjugation:

E.coli DH5a(pTnMod-OGm) E.coli HB101(pRK2013) P.aeruginosa TB
Donor Helfer Akzeptor
10° cfu 10° cfu 108 cfu
10 : 10 : 1

Inkubationsbedingungen:

Ebenso wie die Bedingungen der Vorinkubation optimiert wurden, wurde auch nach
den optimalen Inkubationsbedingungen wahrend der Konjugation gesucht. Es war zu
klaren, ob fur eine hohe Konjugationseffizienz die Inkubation eher den Anforderun-
gen des Donors oder des Akzeptors entsprechen muf3. Hierzu wurden je 5 biparen-
tale Konjugationen unter verschiedenen Inkubationsbedingungen fur 16 h inkubiert

und anschlieRend die durchschnittliche Kolonienzahl bestimmt:

Inkubations-

bedingungen [cfu]
37°C, LB- Agar 74
37°C, Blut-Agar 55
42°C, LB- Agar 20
42°C, Blut-Agar 25

Tabelle 3.3. Vergleich der Konjugationseffizienzen bei unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen wahrend der biparentalen Konjugation

Die besten Resultate wurden erzielt, wenn die Konjugation bei 37° C auf LB- Agar
durchgefihrt wurde. Vor allem die Temperatur schien entscheidend zu sein. Dies
deutet darauf hin, dal die Effizienz einer moglichen Konjugation in erster Linie vom
Donor- Bakterium bestimmt wird. Je besser die Inkubationsbedingungen wahrend
der Konjugation an den Donor angepaldt sind, desto hoher ist die zu erwartende
Ausbeute. Aus diesem Grund wurden alle Konjugationen zu Herstellung der Biblio-
thek von P.aeruginosa TB - Transposonmutanten bei 37°C auf LB- Agar ausgefuhrt.
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3.1.3.3. Selektionsbedingungen

Ein kritischer Faktor bei der Transposonmutagenese ist die Abtrennung des E.coli -
Donorstammes (der das resistenzvermittelnde Transposon trégt) von den Transpo-
sonmutanten des jeweiligen Akzeptorstammes. Im Protokoll von M.Hensel (1995)
wurde dazu Nalidixinsdure zum Selektionsmedium zugesetzt. Dieses zweite Antibio-
tikum verhinderte das Wachstum des Donorstammes, das Wachstum des gegen
Nalidixinsdure resistenten Akzeptorstamm wurde dagegen nur durch das Kanamycin
verhindert, so daf} entstehende Transposonmutanten mit einer inserierten Kanamy-
cinresistenz auf dem Selektionsmedium wachsen konnten. Bei P.aeruginosa TB ist
diese Separation nicht mdglich. Auch ohne vorherige Adaptation stieg die Resistenz
von P.aeruginosa TB gegenuber Kanamycin bei Zugabe von Nalidixinsdure zum
Medium auf weit Gber 1000 pg/ml an. AulRerdem wurde auch das Wachstum der

E.coli nur verlangsamt, aber nicht vollstandig verhindert.

In Anlehnung an eine Arbeitsvorschrift von S. Lory (personl. Mitteilung) wurde daher
eine Selektion auf einem M9- Minimalmedium mit 25 pg/ml Gentamicin und 0,5%
Glycerol als einziger Kohlenstoffquelle durchgefiihrt. Das Wachstum der bei Konju-
gationsexperimenten erhaltenen Mutanten war unter diesen Inkubationsbedingun-
gen allerdings relativ langsam. Bei einer Temperatur von 37° C dauerte es 48 h - 60
h , bevor die Kolonien so weit gewachsen waren, dal3 sie Uberimpft werden konnten.
Das Wachstum von E.coli konnte mit dieser Selektion weitgehend unterdrickt wer-

den, Kolonien von P.aeruginosa TB ohne Transposoninsertion traten nicht auf.

Abb. 3.3.

M9- Agar mit 0,2% Glycerol und 25 pg/ml
Gentamicin zur Selektion von P.aerugi-
nosa TB- Transposonmutanten. Dieses
Selektionsmedium erlaubt eine eindeutige
Diskriminierung der Transposonmutanten
(grof3e Kolonien) von E.coli - Donoren (als
kleine weil3e Punkte auf dem Bild zu
sehen).
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Eine Kontrolle zuféallig ausgewahlter Isolate bestatigte, dal3 alle asservierten Kolo-
nien P.aeruginosa - Transposonmutanten waren. Allerdings waren in vielen Isolate
(mehr als 30%) weiterhin pUT Gm- Donorplasmide nachweisbar. Die Ursache hierfir
lag in einer Kontamination der asservierten Transposonmutanten durch E.coli-
Donoren. Die Inkubation auf einem Medium ohne geeignete Kohlenstoffquelle unter-
band zwar das Wachstum der E.coli, verhinderte aber nicht ihr Uberleben, so daR
einzelne E.coli beim Uberimpfen der P.aeruginosa - Transposonmutanten mit in das
LB- Medium uberfihrt wurden, wo sie ideale Wachstumsbedingungen vorfanden.

Es war daher ein Verfahren zur Abtrennung der E.coli von den P.aeruginosa- Trans-
posonmutanten notwendig. Ein fraktioniertes Ausstreichen und Transfer einer P.
aeruginosa Einzelkolonie wére prinzipiell moglich gewesen, war aber in der Praxis
fur mehrere tausend Transposonmutanten zu aufwendig. Fur die Separation im gro-
Ren MaRstab wurde die Fahigkeit von P.aeruginosa zum Uberleben langer Perioden
mit begrenztem Nahrstoffangebot ausgenutzt. Hierzu wurden die P.aeruginosa-
Transposonmutanten als Strichkulturen auf M9- Agar (25pg/ml Gentamicin, 0,5%
Glycerol) tberimpft, 36 h bei 37° C inkubiert und fir 8 Wochen bei 4° C gelagert. Die
ser Zeitraum ohne geeignete Kohlenstoffquelle wurde von keinen E.coli Gberlebt, bei
den P.aeruginosa - Transposonmutanten gab es nur sehr vereinzelte Ausfalle (ca. 1-
2 %). Zur Uberprifung wurden aus so behandelten P.aeruginosa - Transposon-
mutanten DNA prapariert und auf E.coli - Kontamination in einer Southern- Hybridi-

sierung untersucht:

P. aeruginosa TB- Transposonmutanten
3l

I .
V.’..".

pMOD-OGm

- - »

Abb. 3.4. Southern- Hybridisierung von Pstl- verdauten genomischen DNA- Frag-
menten der P.aeru ginosa TB- Transposonmutanten mit einer Sonde
gegen das Gentamicingen des Transposons. In der linken Spur ist zu-
satzlich das ebenfalls mit Pstl verdaute Plasmid pTnMod-OGm aufge-
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tragen. Wie es bei einer statistischen Insertion des mini- Transposons zu
erwarten war, wurde bei jedem Transposonmutanten ein anderes DNA-
Fragment markiert. In zwei Spuren sind mehrfache Banden zu sehen. Die
Fragmentgrof3en stimmen aber nicht mit denen des episomalen Plasmids
Uberein. Es handelt sich hierbei vielmehr um partiell verdaute genomische
DNA des jeweiligen P.aeruginosa - Transposonmutanten.

Bei keinem untersuchten P.aeruginosa- Transposonmutanten war nach einer Lage-

rung von 8 Wochen eine E.coli- Kontamination (d.h. freies Plasmid) nachweisbar.

3.1.3.4. Vergleich der Vektoren

Zur Konjugation von P.aeruginosa TB konnten prinzipiell zwei Vektoren verwendet

werden, die jeweils Vor- und Nachteile fur die weitere Arbeit hatten:

pUT-Gm :

Vorteile:

- biparentale Konjugation, dadurch sehr hohe Effizienz

Nachteile:

E.coli CC118Apir kann zur Lagerung von pUT-Gm verwendet werden, nicht

aber zur Konjugation - die entsprechenden Gene fehlen. In E.coli S17-1 Apir
kann das Plasmid konjugiert werden, aber eine Lagerung ist unmdglich, da es
in diesem Bakterium umgebaut wird. Das Donor- Plasmid muf3 daher kurz vor
der Konjugation in E.coli S17-1 Apir transformiert werden (HenseL & HoLbEn1995).

Das Restplasmid bleibt im Akzeptorstamm theoretisch replizierbar. Eine Inkom
patibilitat des Replikationsursprungs bedeutet nicht, dal3 keine Replikation statt
findet, sondern nur, daf3 sie sehr viel seltener initiiert wird als die chromosoma-
le Replikation des Bakteriums in seiner logarithmischen Wachstumsphase. Bei
hohem Antibiotikadruck oder Wachstum auf einem Minimalmedium ist die Re
plikation des Chromosoms aber verlangsamt. Es ist daher (zumindest theo
retisch) moglich, daf einige der asservierten Mutanten ein episomales Donor
plasmid tragen. Dies kann zu weiteren Transpositionsereignissen innerhalb

dieser Population fuhren.
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- pUT-Gm kann ausschlief3lich in E.coli mit einem inserierten Apir- Phagen stabil
exprimiert werden. Gleichzeitig konnte in diesen Bakterienstimmen nur eine
geringe Transformationseffizienz (max. 10 * - 10 ° cfu / ug DNA) erreicht wer-
den. Dies erschwerte die molekularbiologischen Arbeiten.

pTnMod-OGm :

Vorteile:

- pTnMod-OGm kann in E.coli DH5a gelagert und direkt zur Konjugation ein-
gesetzt werden.

- Bei der Transposition springt der Replikationsursprung des Plasmids zusam-
men mit dem Transposon. Dadurch ist keine weitere Replikation des Plasmids
und damit auch der Transposase mehr moglich. Die erzeugte Insertion ist
stabil.

Zusatzlich ist die Sequenzumgebung des Transposons spéter wieder in E.coli
mobilisierbar (s. Plasmid- Rescue, Kap. 2.2.9.3.).

- Das Plasmid pTnMod-OGm ist kleiner als pUT-Gm und in den meisten E.coli
stabil exprimierbar. Dies vereinfacht die Handhabung dieses Vektors bei mole-
kularbiologischen Arbeiten.

Nachteile:

- Fur pTnMod-OGm ist eine triparentale Konjugation notwendig. Nach den theo
retischen Uberlegungen aus Kap. 3.1.3.2. (Mischungsverhaltnis) sollte bei
einer triparentalen Konjugation die Effizienz niedriger liegen als bei einer bipa-
rentalen, da selbst in Idealfall nur 50% der Bakterien, die dem Akzeptor be-
nachbart liegen, das Donor- Plasmid tragen.

Tats&chlich wurden mit pTnMod-OGm bei Konjugationsexperimenten nur ca.
60% der mit pUT Gm erreichten Ausbeute an Transposonmutanten erzielt.

Die Abwagung dieser Vor- und Nachteile fihrte zu dem Schluf3, die Bibliothek von
Transposonmutanten mit dem Vektor pTnMod-OGm zu erzeugen. Dem bei Verwen-
dung von pTnMod-OGm auftretenden Nachteil der etwas geringeren Ausbeute bei
Konjugationsexperimenten standen die kompliziertere Vorbereitung zur Konjugation

und die schwierigere Handhabung bei molekularbiologischen Arbeiten bei pUT-Gm
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gegenuber. Auch wenn alle vorbereitenden Experimente mit pUT-Gm durchgefihrt
wurden, wurde daher fir alle folgenden Experimente nur pTnMod-OGm eingesetzt.

3.1.3.5. Transposonmutagenese anderer Pseudomonas- Stdmme

Das optimierte Verfahren zur Transposonmutagenese wurde auch mit anderen
Pseudomonas- Isolaten getestet, um herauszufinden, ob die gewahlten Parameter
nur bei P.aeruginosa TB funktionieren oder die gewahlten Bedingungen auch bei
anderen Stammen zu hohen Ausbeuten fuhren. Hierzu wurden mit jedem maoglichen
Akzeptor je 10 triparentale Konjugationen (s.0.) durchgefihrt und die Anzahl der
erfolgreichen Experimente gezahlt:

Akzeptor Herkunft Experimente mit pos.
d. Konjugation Ergebnis (max.10)
P.aeruginosa TB Klinikisolat MHH 9
P.aeruginosa 892 Klinikisolat MHH 7

Klonale Variante v.
P.aeruginosa TB

P.aeruginosa PAO P.aeruginosa - 7
Referenzstamm
P.aeruginosa 762 Klinikisolat 8
Uni Tubingen
P.putida KT2440 P.putida - 10
(Vorinkubation 30°C) Referenzstamm

Tabelle 3.4. Effizienz des optimierten Verfahrens zur Transposonmutagenese bei
verschiedenen Pseudomonas- Isolaten. Die Konjugation erfolgte in
einem triparentalen Ansatz mit pTnMod-OGm als Donor- Plasmid.

In diesem Zusammenhang ist die Angabe von Koloniezahlen nicht sinnvoll, da ver-
schiedene Stamme unter den vorliegenden Konjugationsbedingungen unterschied-
liche Generationszeiten haben kdnnen. Die Koloniezahlen lassen daher nur bedingt
auf die Zahl der Konjugationsereignisse pro Experiment schliel3en, da jeder entstan-
dene Mutant abhangig vom Zeitpunkt seiner Entstehung und der jeweiligen Genera-
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tionszeit des Bakteriums eine unterschiedliche Anzahl an Nachkommen aufweist.
Damit dieser Faktor nicht verfalschend wirkt, wurde nur die Zahl der positiv verlaufe-
nen Konjugationsexperimente gezahlt, nicht aber die jeweiligen Koloniezahlen.

Das erarbeitete Konjugationsprotokoll scheint sich nach den vorliegenden Ergebnis-
sen sehr gut fur die Transposonmutagenese von P.aeruginosa und verwandten
Taxospezies zu eignen, solange die betreffenden Bakterien Gentamicin- sensibel
sind.

3.2. Konstruktion der pTnMod-OGm- Donorplasmide

3.2.1. Konstruktion der Signalsequenz

In Anlehnung an die von M. Hensel fir STM in Salmonella typhimurium entwickelte
Signalsequenz (HenseL eT aL. 1995) wurde eine fur den Gebrauch in P.aeruginosa

optimierte Sequenz entwickelt.

CTGGGTACCCCACTAGTCCAAGCTTV4 AAGCTTGGGTGAGTGGAGGTACCGTG
Kpnl Spel Hindlll Hindll Kpnl

V=AG,C

Diese Sequenz weist unter Beibehaltung der Schlisselspezifikationen der urspring-
lichen Signalsequenz einige Verbesserungen und Anpassungen auf:

- Beibehalten wurden die verwendeten Restriktionsschnittstellen zur Klonierung
(Kpnl) und Sondenherstellung (Hindlll).

- Ebenfalls beibehalten wurde die asymmetrische Verteilung von G und C in den
flankierenden Bereichen der Signalsequenz. Dies ermoglicht zusatzlich die Ver
wendung von radioaktivem dCTP zur Markierung des zentralen, variablen Se
guenzteils. Die flankierenden Bereiche werden aufgrund der Asymmetrie nur
sehr schwach markiert.

- Der GC- Gehalt der Sequenz wurde auf einen Wert angehoben, der dem des
P.aeruginosa- Genoms entspricht. Dies sollte die Wahrscheinlichkeit verrin-
gern, dald die Sequenz als fremd erkannt und aus dem Genom herausgeschnit-

ten wird (GoLbBerG ET AL. 1990).
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- Die ursprungliche variable Markierungssequenz hatte die Basenfolge (NK).o.
Hierdurch wurde die zufallige Entstehung der Erkennungssequenzen einiger
weniger Restriktionsenzyme verhindert. Die Verwendung der Sequenz V4 ver-
meidet die Erkennungssequenzen aller Restriktionsenzyme, die ein A/ T in
dem von ihnen erkannten Palindrom haben. Zusatzlich wurde der GC- Gehalt
auf 67% angehoben, was dem des P.aeruginosa Genoms nahe kommt. Aul3er-
dem wurde die Variabilitdt der Markierungssequenz durch diese Modifikation
um den Faktor 10 angehoben.

- Die Einfiigung einer Spel- Schnittstelle ermdglicht die Uberpriifung der Plas-
mide bei der Ligation der Signalsequenzen in den Vektor pTnMod-OGm. So
sind z.B. Mehrfachinsertionen der Signalsequenz einfach diagnostizierbar.

3.2.2. Ligation der Signhalsequenz in pTnMod-OGm

Die Signalsequenz wurde chemisch synthetisiert (MWG Biotech) und mit PCR in
Doppelstrange uberfuhrt und amplifiziert (Kap. 2.7.3., Methode a.).

Zur Ligation (Kap. 2.2.9.2.) muf3te die Signalsequenz mit Kpnl verdaut werden. Aus
den in Kap. 2.2.8. dargelegten Grunden muf3te die amplifizierte Signalsequenz
dabei mit 56 U /ug DNA verdaut werden:

Abb. 3.5.
Verdau von je 1 pg Signalsequenz mit unterschied-
lichen Mengen Kpnl (16 h):

1: unverdaute Signalsequenz
60 U Kpnl: vollstandiger Verdau
40 U Kpnl:  Partialverdau

20 U Kpnl: Partialverdau
unverdaute Signalsequenz

aRwn

Die so vorbereitete Signalsequenz wurde dann in den mit Kpnl linearisierten und

dephosporylierten Vektor pTnMod-OGm ligiert.
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Hierbei wurden Signalsequenz und pTnMod-OGm zuerst im &quimolaren Verhaltnis
eingesetzt. Auch bei Variation der DNA- Gesamtkonzentration (50 ng - 2 pg) wurden
in keiner nach Herstellerangaben durchgefihrten Ligation korrekt ligierte Plasmide
nach der Transformation in E.coli gefunden. Erst ein mindestens 50-facher Uber-
schul’ an Signalsequenz fiihrte zu den gewiinschten Ligationsprodukten. Insgesamt
wurden aus 20 Ligationen 328 Plasmide isoliert.

Unter den genannten Ligationsbedingungen war damit zu rechnen, dal3 haufig meh-
rere Signalsequenzen in ein Plasmid ligiert wurden, oder der Vektor selber in E.coli
nach der Transformation verdndert wurde. Zur Kontrolle der Vektorgrof3e wurden
daher alle 328 Plasmide prapariert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Vekto-
ren mit falscher Gréf3e wurden aussortiert. Insgesamt 59 veranderte Vektoren wur-
den so aussortiert. Die Ubrigen (269) Plasmide wurden mit Hilfe der PCR (Kap.
2.7.3., Methode b.) auf mehrfach inserierte Signalsequenzen Gberprift.

Abb. 3.6.
Uberpriifung der Ligation des Vektors pTnMod-
OGm mit der Signalsequenz (1% Agarosegel).
Pfeile : Fehlerhafte Ligationsprodukte
* : Standard A-BstEll Verdau

Abb. 3.7.

Kontrolle der Signalsequenz nach der Ligation in den

Vektor pTnMod-OGm. Die Signalsequenzen wurde mit

einer PCR amplifiziert und die entstehenden Produkte in
einem 10% PAA- Gel elektrophoretisch aufgetrennt. In der
mit einem Pfeil markierten Spur waren multiple Sequen-
zen in das Plasmid ligiert worden. Daher waren zusatzlich
zum 80 Bp- Produkt (das intensive Signal in allen Spuren)
weitere hohermolekulare Produkte zu sehen.

Insgesamt wurden 224 pTnMod-OGm mit korrekt inserierten Signalsequenzen
identifiziert.
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3.2.3. Test der pTnMod-OGm -SigTag

Ein Problem der Detektion von STM- Mutanten bestand darin, daf? Sonden einer
Signalsequenz eventuell durch &hnliche Basenfolgen auch auf andere Signalse-
guenzen hybridisieren konnen. (Dieses Verhalten wird im weiteren als ,Kreuzhybridi-
sierung” bezeichnet.) Ein weiteres Problem ergab sich daraus, dal3 bei der spateren
Anwendung des STM- Verfahrens die Detektion aller Signalsequenzen auf einem
gemeinsamen Dot- Blot und daher bei der gleichen Hybridisierungstemperatur
geschieht. Da diese aber Zufallssequenzen waren, deren GC- Gehalt teilweise recht
stark vom Durchschnittswert abweichen konnte, waren bei Wahl einer beliebigen
Hybridisierungstemperatur auch unterschiedliche Signalstarken der einzelnen
Sequenzen zu erwarten. Dieser Effekt wird noch dadurch verstéarkt, dal’ einzelne
Signalsequenzen bei der gemeinsamen Amplifikation mit anderen Sequenzen even-
tuell aufgrund ihrer Basenzusammensetzung in spateren PCR- Zyklen benachteiligt
sein konnen oder Sekundéarstrukturen ausbilden. Auch in diesen Fallen ware mit

einer geringeren Signalstarke bei der Hybridisierung zu rechnen.

Zur Vermeidung dieser Probleme wurden alle Signalsequenzen auf Signalstarke
und ,Kreuzhybridisierungen” getestet.

3.2.3.1. Grundlagen

Wollte man jede der 200 Signalsequenzen einzeln auf Signalstarke und ,Kreuzhybri-
disierungen” Giberprufen, so waren daftr 200 Hybridisierungen notwendig.

Ordnet man dagegen die Signalsequenzen in einer zweidimensionalen Matrix an, so
ist jede Sequenz in ihrer Position durch die x- und y- Koordinate (Reihe und Spalte)
definiert. Stellt man nun die Sonden aus den Signalsequenzen jeweils einer Reihe
oder Spalte her, so sind erheblich weniger Hybridisierungen notwendig, um alle
Signalsequenzen auf Signalstarke und ,Kreuzhybridisierungen“ zu testen. Fir 196
Sequenzen (14 x 14) reichen 28 Hybridisierungen (14 + 14) aus. Alle folgenden
Positionsangaben sind in dem Koordinatenschema angegeben:

zweidimensional (x | y), dreidimensional (x 1 y | z)
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Zweidimensionales Schema:

x- Koordinaten
1 2 3 4 5 6 78 910 1112 13 14

O 0O ~N O AW N =

y- Koordinaten

Hybridisierung y- Reihe 10

(G-
- O

—_
N

—_
w

-
~

Hybridisierung x- Reihe 4

Abb. 3.8. Anordnung von 196 Klonen in einer zweidimensionalen Matrix zur Unter-
suchung auf Kreuzhybridisierungen (s. Beispiel).

Beispiel fur Kreuzhybridisierung:

Die Sequenzen (21 8) und (4 | 10) seien identisch.

Bei der Hybridisierung der Sonden aus der x -Reihe 2 und der y- Spalte 8 wird
ein zusatzliches Signal an der Position (4 1 10) zu sehen sein. Somit ist durch
Angabe beider Koordinaten (2 und 8) die Herkunft des Signals an Position
(4 110) geklart. Umgekehrt wird bei Hybridisierung der Sonden aus der x- Reihe
4 und der y- Spalte 10 ein zuséatzliches Signal an der Position (2 |1 8) zu sehen

sein. Dies kann dann als zusatzliche interne Kontrolle dienen.

Von Signalsequenzen mit identifizierten ,Kreuzhybridisierungen® kann jeweils eine

zur Erzeugung von Transposonmutanten verwendet werden.
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Werden die zu untersuchenden Signalsequenzen in einer dreidimensionalen Matrix
(xlylz) angeordnet, so sind noch weniger Experimente noétig, um samtliche ,Kreuzhy-
bridisierungen” zu erfassen. Es werden dabei jeweils die Sequenzen einer Ebene
zusammengefal3t und auf alle Signalsequenzen hybridisiert.

Die Detektion von Kreuzhybridisierungen verlauft im Prinzip wie in einer zweidimen-
sionalen Anordnung, nur sind jetzt drei Gbereinstimmende Signale zur Bestimmung

der Herkunft des Signals nétig. (Fur Beispiele s. Kap. 3.2.3.2.)

Z- Koordinaten (1-8)

-

X- Koordinaten (1-4)

Y- Koordinaten (1-6)

Abb. 3.9. Anordnung von 192 Klonen in einer dreidimensionalen Matrix zur Unter-
suchung auf Kreuzhybridisierungen

Zur Untersuchung der Signalsequenzen wurde im vorliegenden Fall eine dreidimen-
sionale Matrix mit 192 Platzen (4 x 6 x 8) verwendet. Dies entspricht 18 Hybridisie-

rungen (4+6+8) zur Bestimmung aller Signalstarken und ,Kreuzhybridisierungen®.

3.2.3.2. Detektionsverfahren

Zur Markierung der Sonden wurde eine 3’- Endmarkierung verwendet, bei der ein
DNA- Einzelstrang von einer Terminalen Transferase matrizenunabh&ngig mit einem
DIG-ddUTP verlangert wurde. Die Markierung der Signalsequenz mit DIG-dUTP im
Zuge der PCR war nicht moglich, da zum einen die verwendete Polymerase dieses
Nukleotid nur mit sehr geringer Effizienz akzeptiert und in das Oligonukleotid einge-
baut hatte, zum anderen die verwendeten Restriktionsschnittstellen nach dem Ein-
bau von DIG-dUTP nicht mehr erkannt worden wéren. Zusatzlich ware - aufgrund
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der Konstruktion der Signalsequenz - jeweils nur ein Strang markiert worden, und
diese wirden sich untereinander je nach AT- Gehalt noch in der Starke ihrer Markie-
rung unterscheiden. Durch die Verwendung von DIG-ddUTP wurden beide DNA-
Strange unabhangig vom jeweiligen AT- Gehalt markiert. Allein die Haufigkeit eines
Oligonukleotids bestimmt somit dessen Signalstarke.

3.2.3.3. Auswahl der Signalsequenzen

192 Signalsequenzen wurden in einer 4 x 6 x 8 Matrix angeordnet. Sonden wurden
aus den Plasmiden der einzelnen Ebenen hergestellt (entsprechend Kap. 2.2.7.3.
(PCR), 2.2.8. (Restriktionsverdau), 2.2.10.2. (Aufreinigung der Signalsequenz, 2.
Methode), 2.2.10.4. (Markierung der Fragmente)). In 18 Hybridisierungen wurden
alle Plasmide auf ,Kreuzhybridisierungen® und ihre jeweilige Signalstéarke bei einer
Hybridisierungstemperatur von 62°C untersucht. Zur leichteren Auswertung der
Rontgenfilme wurde ein Mal3stab fur die einzelnen Signalstarken festgelegt:

0:  kein Signal
1: sehr schwaches Signal (nur wenig dunkler als der Hintergrund)
2. gut sichtbares, aber schwaches Signal (hellgraue Farbung)
3: deutliches Signal (dunkelgraue Farbung)
4:  kraftiges Signal (Schwérzung)
5:  sehr kraftiges Signal (Schwérzung strahlt tGber die markierte
Flache hinaus)
Beispiele:
Signalstirke: e & . .
0 1 2 3 4 5

Abb. 3.10. Beispiele fur die Normierung der Signalstarke zur Auswertung der
Hybridisierungsergebnisse.

Signale der Starken 3 - 5 wurden als spezifische Hybridisierungen gewertet,
schwachere Signale dagegen als unspezifischer Hintergrund.
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Die Hybridisierung einer Sonde (hier Ebene (4 | x | x) lieferte folgendes Bild:

11118
1111 & e 31118
11611 2
» ® 000000 a
90020000
Sl N X
*“0900 o o
X X ) o0
21611 900 00 O 468
21618

Abb. 3.11. Hybridisierung der Ebene (4 | x | x) auf Dot- Blots aller 192 Plasmide.

In diesem Beispiel sind einige ,Kreuzhybridisierungen® zu sehen. Weiterhin fallt auf,
dal’ einige Sequenzen fast kein Signal geben, obwohl aus ihnen die Sonde zur
Hybridisierung hergestellt worden ist.

Fur alle 18 Hybridisierungen wurden die erhaltenen Werte in einer Tabelle zusam-
mengefaldt. Die vollstandige Tabelle ist im Anhang zu finden. Ein Ausschnitt daraus
ist hier dargestellt (Tabelle 3.5.):

Signalstarke Kreuzhyb.
Ebene 1-[2—-[3-|4--| |-2-|-2-[3-|-4-|-5-]-6| [-1|-2]-3]-4|-5|-6]-7]-8] |[O zu
Plasmid
411 1{2]5]|5 5|1(1]1]1]1 5 2 2 412 5 div.
412 1{1]1 1{1]2f1 -
2|1(1]4 411|1]2 4
1{1]1]|5 411|112 1|4 4
45 1| 22 [3 4 3
416 1{1]2]|5 4 1 1 4141 4 417
1{1]1]4 4111 414 4 416
2 2 -
1{1]1]|5 3|11 4 1 4 425
2|1(1]4 4112 5 4
1{2]1]|5 4122 5|21 2|1 5
424 1{1]1]2 1{1]2f1 2 -
425 3|1(11]5 14221 5 1 2|1 - 421
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Erklarung:

- In der linken Spalte steht die Positionsnummer des Plasmids.

- In den 18 Spalten mit den Signalstarken aus den jeweiligen Hybridisierungen
sind jeweils die Felder dunkelgrau unterlegt, bei denen ein Signal auftreten
sollte, weil das entsprechende Plasmid in der Sonde vertreten war. Hellgraue
Felder weisen auf zuséatzliche Hybridisierungen mit anderen Sonden hin. Ist
eine Kreuhybridisierung eindeutig nachweisbar, so ist sie in der Spalte
.Kreuzhyb. zu* ausgewiesen. War eine eindeutige ldentifizierung nicht mdg-
lich, wurde das Kirzel ,div.” eingetragen.

- Plasmide mit schwarz unterlegten Positionsnummern wurden fur den Aufbau
der Transposonmutanten- Bibliothek Gbernommen. Grau unterlegte Nummern
bedeuten eindeutige, aber schwéachere Hybridisierungssignale. Die meisten
dieser Plasmide wurden nicht zum Aufbau der Bibliothek Gbernommen.

Aus den so erhaltenen Werten war die Herkunft der meisten ,Kreuzhybridisierun-
gen“ bestimmbar. Auch die Plasmide, die unter der vorgegebenen Hybridisierung-
stemperatur keine oder nur schwache Signale lieferten, konnten aussortiert werden.
Zur weiteren Verwendung wurden die Plasmide ausgewahlt, die bei jeder fur sie
spezifischen Hybridisierung mindestens die Signalstarke 3 hatten und deren Signale
bei den anderen (fir sie unspezifischen) Hybridisierungen mindestens um 2 Intensi-
tatsklassen kleiner waren. Insgesamt wurden aus den 192 untersuchten Plasmiden
66 Vektoren mit hoher Signalstarke erhalten, die keine ,Kreuzhybridisierungen®

untereinander aufwiesen.

3.2.3.4. Kontrolle der ausgewahlten Plasmide
Die 66 zur STM geeigneten Plasmide wurden vor Verwendung noch einmal Uber-
pruft. Hierzu wurden sie zusammen auf eine Membran gebunden und mit drei Son-
den hybridisiert:

1. Sonde aus den Mutanten 1 - 36

2. Sonde aus den Mutanten 37 - 66

3. Sonde aus allen Mutanten 1 - 66
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Abb. 3.12. Kontrollhybridisierung der ausgewahlten pTnMod-OGm mit Signal-
sequenz. Als interne Kontrollen zur Bestimmung der jeweiligen
Hybridisierungsstarken dienten Plasmide, die in der vorherigen Un-
tersuchung (Kap. 3.2.3.3.) niemals ein Signal (,0), nur schwache
Hintergrundsignale der Starke 1-2 (,schwache Signale*) oder in den
meisten Hydridisierungen Kreuzsignale (,multiple Kreuzsignale®)
zeigten.

Die meisten der ausgewahlten Sequenzen zeigten im Vergleich zu den unspe-
zifischen Kontrollen eine hohe Intensitat und Spezifitdt. Lediglich 3 Signale waren
deutlich zu schwach und wurden aussortiert. Der Rest der Plasmide war zur Trans-
posonmutagenese geeignet. ,Kreuzhybridisierungen® der ausgewéhlten Plasmide
untereinander traten nicht mehr auf. Auch mit den Kontroll- Plasmiden, die im vor-
hergehenden Experiment bei fast jeder Hybridisierung ein Signal ergeben hatten,
trat keine Kreuzhybridisierung auf. Dies bestatigte die geforderte Selektivitat der
Signalsequenzen. Allerdings nahm das Signal- Rausch Verhaltnis mit Zunahme der
in einer Sonde verwendeten Plasmide ab. Wahrend bei Verwendung von 36 Plasmi-
den in einer Sonde noch sehr starke Unterschiede zwischen den spezifischen und
den unspezifischen Hybridisierungen beobachtet wurden, war dies bei Verwendung
von 66 Plasmiden in einer Sonde nicht mehr der Fall, so dal3 eine klare Unterschei-
dung nicht mehr gewahrleistet war.
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Eine solche Schwéchung war zu erwarten, da im vorliegenden Ansatz zur Markie-
rung jeder einzelnen Signalsequenz in der DNA- Mischung nur */ss des im Reaktions-
ansatz eingesetzten DIG- ddUTP verwendet wurde. Aus diesem Grund wurde von
HenseL ET AL (1995) zur radioaktiven Markierung ihrer aus 96 Signalsequenzen beste-
henden Sonden- DNA eine Aktivitatsmenge eingesetzt, die zur unabhangigen Mar-
kierung von 100 Signalsequenzen (100 MBq) ausreichen wirde. Eine Umstellung
auf eine radioaktive Markierung wurde dennoch nicht erwogen, da es Verdffentli-
chungen von Arbeiten gibt (Darwin & MiLLer 1999), bei denen trotz radioaktiver
Markierung die Anzahl der gleichzeitig untersuchten Transposonmutanten auf 48
(teilweise sogar 10!) reduziert werden muldte, weil das Signal- Rausch Verhéltnis
keine zufriedenstellende Grol3enordnung erreichte.

Um ein gutes Signal- Rausch Verhaltnis bei den Selektionen der Transposonmutan-
ten zu gewahrleisten, wurden daher nicht alle Plasmide fur die Konstruktion der
Bibliothek vorgesehen. Nur die 48 Plasmide mit den starksten Signalen wurden zur

Transposonmutagenese in P.aeruginosa TB ausgewabhilt.

3.3. STM in P.aeruginosa TB
3.3.1. Durchfiihrung

Die Transposonmutagenese von P.aeruginosa TB mit den 48 signalsequenz tragen-
den Vektoren pTnMod-OGm (ST) wurde entsprechend den Ergebnissen der Opti-
mierung (3.1.) nach dem in Kap. 2.2.4. beschriebenen Protokoll durchgefuhrt.

Von entscheidender Bedeutung fur die Qualitat einer Bibliothek von Transposon-
mutanten ist es, moglichst keine Mutanten mit identischen Insertionen aus dem glei-
chen Konjugationsansatz in die aufzubauende Bibliothek zu Uberfihren. Durch
Untersuchung redundanter Mutanten wird ohne Erkenntnisgewinn der Aufwand an
Zeit und Material vergrol3ert. Die Inkubationszeit zur Konjugation betrug 16 h. Es
war anzunehmen, daf} sich ein in dieser Zeit einmal erzeugter Transposonmutant bis
zum Ablauf der Inkubation mehrmals teilen konnte. Es sollten daher von jedem
Transpositionsereignis mehrere Kolonien bei der Selektion zu finden sein.

Halt man die eingesetzte Anzahl der Bakterien, die Inkubationszeit sowie die Menge
der zur Selektion ausgestrichenen Bakterien konstant, so sollte es moglich sein,

einen Maximalwert fur die aus einem Transpositionsereignis hervorgegangenen
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Kolonien auf der Selektionsplatte abzuschatzen. Aus den Southern- Hybridisierun-
gen der Experimente zur Optimierung der Transposonmutagenese war eine grobe
Abschatzung moglich, da hierbei oft mehrere Kolonien vom gleichen Selektionsan-
satz aufgearbeitet worden waren. Auf Selektionsplatten mit weniger als 8 cfu waren
alle Mutanten identisch, bis zu ungefar 15 - 20 cfu gab es 2 Arten von Mutanten. Bei
hoheren Zahlen war die Auswertung aufwendiger, es zeichnete sich aber ein ahnli-
ches Muster ab. Es wurde daher folgende Annahme zur Auswertung der Transpo-
sitionsereignisse aufgestellt:

< 10 cfu = 1 Transpositionsereignis

< 20 cfu = 2 Transpositionsereignisse

Mit dieser Annahme a3t sich nun fir einzelne Selektionsplatten berechnen, wieviele
Kolonien entnommen werden dirfen, ohne eine hohe Redundanz innerhalb der

Bibliothek zu erzeugen.

Hierzu muld berechnet werden, wieviele Kolonien von einem Selektionsansatz
gleichzeitig entnommen werden konnen. Die Wahrscheinlichkeit, nur ungleiche
Mutanten entnommen zu haben, sollte dabei grof3er als 70% sein, damit in der auf-
gebauten Bibliothek von Transposonmutanten keine zu hohe Redundanz vorliegt.

Beispiel:
100 cfu auf der Selektionsplatte [0 ca. 10 verschiedene Transposonmutanten, d.h.

1/10 der Bakterien ist jeweils identisch, 9/10 unterscheiden sich.

Hieraus ergibt sich folgende Berechnung:

P=09"

P: Wahrscheinlichkeit, nur ungleiche Mutanten zu entnehmen

n: Anzahl der simultan entnommenen Mutanten

Nach dieser Berechnung sinkt die Wahrscheinlichkeit aus einer Gruppe von 100 cfu
nur verschiedene Mutanten zu entnehmen unter 70%, wenn mehr als 4 Kolonien

transferiert werden. Somit wurden 4 Kolonien als Maximalentnahme fur 100 cfu
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gewahlt. Entsprechende Berechnungen wurden auch fir andere Konjugationsaus-

beuten durchgefiihrt und folgende Grenzwerte festgelegt:

CfU selektion entnommene
Kolonien

<20 1
20-50 2
51-80 3
81-120 4
121 -170 5
171 - 230 6
> 230 7

Tabelle 3.6. Anzahl der von den Selektionsplatten transferierten Bakterien.

Die erhaltenen Transposonmutanten wurden auf folgende Weise in Mikrotiterplatten
in sog. Selektionsebenen angeordnet:

Selektionen mit Selektionsebene
Transposonmutanten
gleicher Signalsequenz

GOOOCOOO0O00
SOO00000 2

18,6/0161670/00.610{616]

COOOCOO0CO00

OO0OOCCO0O00
000000000 |3

QOOCO0QCQ0C0
0O00CO0CCO0C0o

Abb. 3.13. Schema des Transfers der Transposonmutanten von den
Agarplatten in die Selektionsebenen
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Dies bedeutete, dal3 Mutanten, die in der gleichen Konjugation entstanden waren,
an der gleichen Position in verschiedenen Selektionsebenen angeordnet wurden.
Auf diese Weise war es moglich, eventuell doppelt transferierte Mutanten leichter zu
erkennen. Ein Mutant z. B. an der Position D1 auf der Selektionsebene 2 kann
eventuell mit einem Mutanten an der Position D1 der Ebene 3 identisch sein, aber
niemals mit einem Mutanten der Ebene 14 oder der Position D2 auf Ebene 2.
Weiterhin wurden mit den pTnMod-OGm (ST) fur die Positionen A1 und A2 keine
Transposonmutanten von P.aeruginosa TB erzeugt. Diese Positionen wurden auf
allen Platten fur Kontrollen reserviert. Hierzu wurden je ein Transposonmutant aus
folgenden Stammen hergestellt:

Al: P.aeruginosa 892

A2: P.aeruginosa PAO
Wahrend der Herstellung der P.aeruginosa- Transposonmutanten zeigte sich, daf3
einige pTnMod-OGm (ST) in der Transposonmutagenese reproduzierbar eine um
bis zu 90% geringere Effektivitat aufwiesen als das Ausgangsplasmid. Die Ursache
dafur mag darin liegen, dal3 die Signalsequenz in den &ufleren flankierenden
Bereich des Replikationsursprungs des pTnMod-OGm eingefugt wurde. Dies kdnnte
die Replikation des Plasmides beeinflussen und so seine Kopienzahl in dem Donor-

Bakterium senken, was zu selteneren Konjugationsereignissen fuhren kann.

Insgesamt wurden ca. 3800 P.aeruginosa TB - Transposonmutanten in 720 Konjuga-
tionen erzeugt. Davon wurden 2300 Mutanten in 96- well Platten so geordnet, dal3
jeweils 46 Mutanten (+2 Kontrollen) mit unterschiedlichen Signalsequenzen zusam-
men eine Selektionsebene bilden. Aufgrund der schlechten Effizienz einiger Plas-
mide konnten dartber hinaus keine weiteren Ebenen vollstandig zusammengestellt
werden. Die Uberzahligen Mutanten wurden ebenfalls bei -70° C, aber separat von
den zusammengestellten Selektionsebenen gelagert.

3.3.2. Nachweis der statistischen Insertion

Der Nachweis der statistischen Insertion und des Fehlens von E.coli - Kontaminatio-
nen erfolgte mit Hilfe der Southern- Hybridisierung (Sonde: Gentamicinkassette) auf
die mit Xhol verdaute DNA verschiedener Transposonmutanten.
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Abb. 3.14. Southern- Hybridisierung genomischer Pstl- Verdaus zuféllig ausge-

wahlter P.aeruginosa TB- Transposonmutanten mit einer Sonde
gegen das Gentamicin- Gen. Zwei Spuren mit Pstl- verdautem
pTnMod-OGm dienen als Standard.

Zum Nachweis, dafl3 diese Insertionen nicht an einer Stelle des Genoms gehauft auf-

treten, wurde zusatzlich die DNA verschiedener Transposonmutanten einer Makro-
restriktionsanalyse unterzogen.

B T
B e e
.o rl il "
L u s BReE Bt eRan .
A ‘ -
~aSeeT TN I
Makrorestriktionsanalyse einiger
P.aeruginosa TB-Transposon-
mutanten.
1: A- DNA- Multimere (Standard)
2: P.aeruginosa TB- Wildtyp
(Spel- Verdau)
3: P.aeruginosa TB- Transposon-
mutanten (Spel- Verdau)
4: P.aeruginosa PAO
(Spel- Verdau)

Auf beiden Bildern ist zu erkennen, daf} die Transposoninsertionen statistisch

TTTIE T ﬁbn
. -
-

erfolgte. Ebenfalls war auch keine E.coli- Kontaminationen mehr nachweisbar.
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3.3.3. Amplifikation der Signalsequenz

Die Signalsequenzen zur ldentifikation der einzelnen Transposonmutanten sind nur
dann sinnvoll, wenn sie nicht nur auf den Donor- Plasmiden, sondern auch aus der
genomischen P.aeruginosa - DNA amplifiziert werden kdnnen. Hierbei ergaben sich
unerwartete Schwierigkeiten. Diese beruhten darauf, dal die Primer der Signalse-
guenzen durch die Schnittstellenpalindrome eine sehr hohe Komplementaritat auf-
weisen. Es muf3ten Bedingungen gefunden werden, unter denen die Signhalsequenz
amplifiziert werden, die Primer aber keine Multimere bilden. Unglucklicherweise sind
die von den Primern gebildeten Multimere fast genauso grof3 wie das erwartete
PCR- Produkt (Kap. 3.2.1.). Die Nebenreaktion der Primer kann nur durch das Auf-

treten einer zuséatzlichen Nebenbande sicher erkannt werden.

Es wurden fast 200 verschiedene PCR- Bedingungen getestet. Nur in einer einzigen
funktionierte die Amplifikation reproduzierbar korrekt. Diese Bedingungen sind in
Kap. 2.2.7.3. Methode c. dargestellt. Vor allem die Menge der eingesetzten DNA war
hierbei ein kritischer Parameter. Bereits eine Abweichung um den Faktor 4 fuhrte zu
einem Versagen der PCR. Zusatzlich konnte es auch unter diesen Bedingungen in
den Nullproben zur Bildung von Primer- Multimeren kommen. Bei Zusatz von P.aeru-
ginosa- DNA (ohne Transposoninsertion) oder der des Plasmids pTnMod-OGm
(ohne Signalsequenz) wurde diese Nebenreaktion unterdriickt. Die Fremd- DNA bot
den Primern eine grof3e Zahl an Bindungsplatzen an, wobei die entstehenden Pro-
dukte nicht weiter amplifizierbar waren. Somit gab es durch den DNA- Zusatz eine
begunstigte Konkurrenzreaktion zur Multimerbildung der Primer.

Abb. 3. 16.

Unterdrickung von Primermultimeren:

1: PCR ohne DNA- Zusatz. Bildung von Primermulti-
meren. Der Pfeil weist auf die charakteristische Neben-
bande hin.

2: PCR mit 10 ng DNA von P.aeruginosa TB - Wildtyp.
Keine Multimerbildung.

3: Amplifikation der Signalsequenz von pTnMod-OGm
(ST)- Donorplasmid. Diese PCR wurde zur nach dem
Protokoll fur genomisch inserierte Signalsequenzen
gefahren. Der Hintergrund entstand durch die etwas zu
tiefe Hybridisierungstemperatur der Primer in diesem
Programm.

4: PCR mit 10 ng DNA eines P.aeruginosa TB- Trans-
posonmutanten. Auch hier ist keine Mulitmerbildung zu
sehen.
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3.4. Selektion I: Untersuchung der P.aeruginosa TB-
Transposonmutanten auf ihre Uberlebensfahigkeit
in Granulozyten

Der Stamm P.aeruginosa TB zeichnet sich durch die Eigenschaft aus, intrazellular in
Granulozyten Uberleben und sich sogar vermehren zu kénnen. Zur Suche nach den
fur diesen Phanotyp notwendigen Genen bietet sich STM besonders an. Im Gegen-
satz zu ,normalen” Transposonmutanten konnen hier 48 Mutanten gleichzeitig in
einem Experiment untersucht werden, was die Menge der notwendigen Granulo-
zyten verringert. Weiterhin sind die meisten in einem Experiment zu untersuchenden
Mutanten in Bezug auf ihre intrazellulare Uberlebensfahigkeit nicht eingeschrankt,
so daR stets ein UberschuB von ,Quasi- Wildtyp* P.aeruginosa TB in jedem Selekti-
onsexperiment vorliegt. Dadurch ist der Selektionsdruck auf das einzelne Bakterium
konstant und die erhaltenen Ergebnisse sind besser vergleichbar.

Die Selektion in Granulozyten wurde entsprechend der Arbeitsvorschrift in Kap.2.4.
durchgefihrt. Jeweils 46 P.aeruginosa TB- Transposonmutanten wurden zusammen
mit je einem Transposonmutanten P.aeruginosa 892 (Position A1) und P.aeruginosa
PAO (Position A2) in einem Selektionsexperiment eingesetzt. Sowohl die Selektion
als auch die jeweilige Kontrolle wurde als Doppelbestimmung durchgefihrt.

Die Bakterien wurden vor Versuchsbeginn Gber Nacht in LB inkubiert. Es war von
hoher Bedeutung, die P.aeruginosa TB- Transposonmutanten in ihrer stationaren
Phase mit den Granulozyten zu inkubieren. P.aeruginosa produziert vor allem wah-
rend der logarithmischen Wachstumsphase eine hohe Anzahl von zytotoxischen
Faktoren, welche die Granulozyten nach der Phagozytose schadigen wirden. In der
stationaren Phase dagegen ist die Produktion dieser Faktoren bei einigen P.aeru-
ginosa- Stammen stark reduziert (DacHeux ET AL. 2000). In der vorliegenden Arbeit lag
das Ziel der Untersuchung in den fir das intrazellulare Uberleben notwendigen
Genen. Werden die Granulozyten von den phagozytierten P.aeruginosa TB gescha-
digt, sinkt der Selektionsdruck auf die Bakterien, was die Identifizierung der zum
Uberleben essentiellen Gene erschwert. (Zur Untersuchung zuséatzlicher Faktoren,
durch die das Bakterium aktiv gegen den Granulozyten vorgehen kann, sind andere
Anzuchtbedingungen notwendig.)
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3.4.1. Auswertung der Selektion

Die Auswertung der Selektionsergebnisse erfolgte durch Bestimmung des Schwaér-
zungsgrades des auf den hybridisierten Dot- Blot aufgelegten Rontgenfilms. Die ent-
wickelten Filme wurden gescannt und die Schwarzungen der jeweiligen Dots mit
dem Programm PC-BAS 2.09 bestimmt. Die Signalintensitaten wurden in Selektions-
und Kontrollexperiment separat auf die Intensitdten der jeweiligen Kontrollstamme
an den Positionen Al und A2 normiert. Durch Bildung des Quotienten aus den nor-
mierten Signalintensitaten von Selektions- und Kontrollexperiment konnte ermittelt
werden, wie jeder einzelne untersuchte P.aeruginosa TB- Transposonmutant die

Selektion im Vergleich zu den Kontrollstammen tberlebt hat.

Die Kontrollstamme P.aeruginosa 892 und P.aeruginosa PAO wurden aufgrund ihrer

intrazellularen Uberlebensfahigkeit gewahlt:

P.aeruginosa 892 (Position Al):

Dieses Bakterium ist eine klonale Variante von P.aeruginosa TB und Uberlebt in den
Granulozyten fast genauso gut. Eine intrazellulare Vermehrung konnte aber nicht
nachgewiesen werden. Transposonmutanten von P.aeruginosa TB, bei denen ein
zum intrazellularen Uberleben essentielles Gen ausgeschaltet wurde, sollten eine

deutlich geringere Uberlebensrate aufweisen als P.aeruginosa 892.

P.aeruginosa PAO (Position A2):

Dieses Bakterium kann intrazellular nicht Gberleben. Transposonmutanten von
P.aeruginosa TB, bei denen ein firr das intrazellulare Uberleben essentielle Gen
ausgeschaltet wurde, sollten eine mit P.aeruginosa PAO vergleichbare Uberlebens-
rate aufweisen.

Bei den ersten Experimenten zeigte sich, dal3 die Selektion prinzipiell funktioniert,
die Unterschiede der individuellen Uberlebensraten aber nur sehr gering waren. Es
war schwierig zu unterscheiden, ob die gemessenen Abweichungen auf eine tat-
sachlich abweichende Uberlebensfahigkeit oder nur auf eine zufallige Schwankung

in einem der ersten PCR- Zyklen zurtickzufuhren war:
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Beispiel Ebene 3 (normiert auf P.aeruginosa PAO (A2)):

Kontrolle
A1 A2

P0000OOOETN

eP000OGOOONS
R R R N RN N BB N N
LR R R R B N N BN

Selektion
A1 A2
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IR TR SEERT D
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Abb. 3.17.

Untersuchung auf intrazellulare
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten
(von Nichtrauchern) der P.aerugi-
nosa TB- Transpoonmutanten der
Selektionsebene 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 112]|10|(106|0,8]064|053|0,7|077]0,93|0,54( 1,7 |0,58
B [158155(1,03|1,42|0,52(0,83]0,92|1,16(1,38|1,33(3,23]1,16
C (1,44]|1,30(1,31|1,20(1,31]|0,84(0,91]0,91(0,77 0,54 (1,12]1,55
D |o064|181(1,60(1,04(0,98(0,88(1,20(0,62|1,38/0,86|1,05]| 1,2

Tabelle 3.7. Auswertung der Selektion von Selektionsebene 3 (Abb. 3.17)

Die Ursache hierfir lag darin, daf} die Granulozyten zu Beginn des Experimentes
die Bakterien effizient abtoteten. Auch wenn P.aeruginosa TB intrazellular in Granu-
lozyten eine hohere Uberlebensrate hat, so war doch aus vorhergehenden Versu-
chen bekannt, daf3 initial mehr als 99% der Bakterien lysiert werden und nur eine
sehr kleine Population tGberlebt, die dann versucht, sich den intrazellularen Bedin-
gungen im Granulozyten anzupassen. (Ahnliche Effekte sind auch bei anderen intra-
zellularen Pathogenen, z.B. Salmonella spec. oder Yersinia spec., bekannt.) Fiur das
Selektionsexperiment war eine Inkubationszeit von zwei Stunden vorgesehen. Eine
langere Inkubation war nicht moglich, da die gesamte Untersuchung auf intrazellu-
lare Uberlebensfahigkeit innerhalb von 6-8 Stunden nach Entnahme der Granulo-
zyten abgeschlossen sein mufdte (die Granulozyten stellten sonst ihre Phagozytose
ein (Miethke 1985)). Fur die Uberlebenden intrazellularen Bakterien lag ein zentrales
Probleme darin, dal3 die Granulozyten bei der Phagozytose nicht vorstimuliert
waren, so dal3 die Umgebungsbedingungen in den Phagosomen nicht konstant
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blieben, sondern sich in dem Mal3e veranderten, wie die Granulozyten nach der
Bakterienaufnahme auf diesen neuen Reiz reagierten. Durch diese variablen
Bedingungen wurde auf die phagozytierten Bakterien ein sehr hoher Strel3
ausgeubt, und nur sehr wenige uberlebten die zweistliindige Selektionsphase.

Es war daher zwingend notwendig, vorstimulierte Granulozyten zu verwenden, damit
die intrazellularen Bedingungen fur die aufgenommenen Bakterien konstant gehal-
ten wurden. Aullerdem muften Granulozyten gewéhlt werden, die in ihrer Wirkung
auf Bakterien etwas attenuiert sind, um so die Menge der intrazelluléar Gberlebenden
P.aeruginosa- Transposonmutanten zu vergréf3ern und so ein gunstigeres Signal-

Rausch- Verhéltnis bei der Auswertung der jeweiligen Uberlebensraten zu erhalten.

Hierzu boten sich Granulozyten von Rauchern an. Bei deren Verwendung wurde in
den wiederholten Untersuchungen eine erheblich bessere Selektion erreicht. Um die
Unterschiede in den Uberlebensraten nochmals zu verstarken, wurden die Bakterien
aus der ersten Selektion nach einer Inkubation auf LB-Agar (16h, 37° C) nochmals

mit Granulozyten (eines Rauchers) inkubiert.

Beispiel Ebene 3 (normiert auf P.aeruginosa PAO (A2)), selektiert mit Granulozyten
von Rauchern:

Kontrolle
A1 A2
L ES 9000
. S r0090 "
® 0000095 00
O O% -~ DO 00 =0 Abb. 3.18.
t . Untersuchung auf intrazellulare
Selektion - L .-
A1 A2 Uberlebensfahigkeit in Granulozyten
'S EREEEREET I FER R (von Rauchern) der P.aeruginosa
& 1 O2 20900090 " 0 TB- Transposonmutanten der Se-
01000 00" ~00 lektionsebene 3. Der Pfeil weist auf
‘. ® » 200200 +*0 einen Mutanten mit einer einge-
4 ¢ e schrankten Uberlebensfahigkeit in

Granulozyten
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

231056 |57 (52140169 |20]41]|34|61]43
3814816183 |44 |47 |57 ]|51]50]|37]|35]4,7
103162 (51134126 |29|32(31(43]|48]58]|44
0837152453849 |63|56]43]|58]|36]45

o O W >»

Tabelle 3.8. Auswertung der Selektion von Selektionsebene 3 (Abb. 3.18)

Diese Unterschiede in den Uberlebensraten waren nicht mehr nur durch zufallige
Fluktuationen in den ersten PCR- Zyklen zu erklaren. Die hier gemessenen Abwei-
chungen waren hauptséchlich auf tatséchliche Unterschiede in den intrazellularen
Uberlebensfahigkeiten der einzelnen Mutanten zuriickzufiihren.

Zur weiteren Untersuchung wurden diejenigen Mutanten tibernommen, die die deut-
lichsten Abweichungen vom Durchschnittswert der P.aeruginosa - Transposon-
mutanten im jeweiligen Experiment aufwiesen. Ein Mutant wurde weiter untersucht,
wenn seine verdoppelte Uberlebensrate noch so niedrig war, dal? auch dieser Wert
zu den kleinsten 10% der (in dieser Selektion gemessenen) Uberlebensraten zahlte.
(Beispiel: Mutant D1 in der 0.g. Selektion)

Diese Mutanten wurden von mehreren Selektionsebenen gesammelt und zusammen
mit einigen unauffalligen P.aeruginosa TB- Transposonmutanten nochmals einer
Selektion unterzogen. Nur diejenigen, deren Uberlebensraten max. 20% des Durch-
schnittswertes der ,normalen* Transposonmutanten aufwiesen, wurden als im Uber-

leben in Granulozyten schwer beeintrachtigt eingestuft und weiter untersucht.

Auf eine vergleichbare Art wurde auch nach Mutanten mit einer besseren Uber-
lebensfahigkeit in Granulozyten gesucht. In beiden Selektionen mufdten dazu die
betreffenden Transposonmutanten Uberlebensraten aufweisen, die deutlich héher
als die aller anderen der jeweiligen Selektionsebene lagen und sich vom Durch-
schnittswert um mindestens das Dreifache unterscheiden.
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3.4.2. Ergebnisse

Im Zuge dieser Arbeit wurden 24 verschiedene Selektionsebenen (zu je 48 Mutan-
ten) der Bibliothek von P.aeruginosa TB - Transposonmutanten auf ihre jeweilige
Fahigkeit zum intrazellularen Uberleben in Granulozyten untersucht. Hierbei wurden

folgende Mutanten gefunden:

eingeschrankte Uberlebensfahigkeit:
2D1 2D5 3D1 14C5 14C11 15A3 18A12
19C2 20A6 22D11  23B9 24A12  24C5

bessere Uberlebensfahigkeit:
14 B2 15B10

Der Name der Transposonmutanten bezieht sich auf ihre Position in der Bibliothek
der P.aeruginosa TB - Mutanten. Eine Selektionsebene enthielt 48 Mutanten, die in
vier Reihen (A-D) mit je 12 Positionen (1-12) eingeordnet waren. So bedeutet zum
Beispiel 23B9, dal} der entsprechende Transposonmutant in der Selektionsebene 23
in der Reihe B an der Position 9 eingeordnet ist.

In Kap. 3.6. sind einige Transposonmutanten mit einem Buchstaben in der ersten
Position benannt, z.B. D9C10. Diese Nomenklatur bezieht sich auf die zusatzlichen
Transposonmutanten, die nicht in Selektionsebenen zur STM- Transposonmutage-
nese eingeordnet sind (vgl. Kap. 3.3.1.). Im angefiihrten Beispiel steht D9 fur die
Mikrotiterplatte und C10 fur die Position des Transposonmutanten in dieser Platte.

3.5.Untersuchungen an ausgewahlten P.aeruginosa-
Stammen

3.5.1. Invasivitat in Epithelzellen

In Kap. 3.4. wurden die P.aeruginosa -Transposonmutanten auf ihre intrazellulare
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten untersucht. Die Aufnahme in die Granulozyten
erfolgte durch Phagozytose, d.h. die Bakterien wurden aktiv von der eukaryonti-

schen Zelle aufgenommen. Bei P.aeruginosa ist aber auch bekannt, daf3 die Bakte-
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rien von sich aus in (Epithel-) Zellen eindringen (Hauser et aL. 1998). Im folgenden
Experiment sollte untersucht werden, ob Transposonmutanten, die in Granulozyten
eine verringerte Uberlebensfahigkeit aufwiesen, auch in ihrer Invasivitat und ihrem
intrazellularen Uberleben in Epithelzellen beeintrachtigt waren.

In einer ersten Untersuchung wurden alle in ihrer intrazellularen Uberlebensfahigkeit
beeintrachtigten P.aeruginosa- Transposonmutanten, sowie die P.aeruginosa-
Stamme TB, 892, PAO und CSGBS8 mikroskopisch auf ihre Invasivitat und Persistenz
in Chang- Zellen (Cornealepithelzellen) untersucht (Jenprossek T AL. 2001). Hierbei
konnte nachgewiesen werden, dald die Invasivitat von P.aeruginosa TB und 892
nicht hoher liegt als die von P.aeruginosa PAO, der als nicht- invasiv gilt und im
Tiermodell auch keine Erkrankungen verursacht. Der Stamm CSGBS8, ein anderes

Klinikisolat, zeigte dagegen eine fast 50 fach erhdhte Invasivitat.

P.aeruginosa TB P.aeruginosa CSGB8

Abb. 3.19. Invasivitat von P.aeruginosa TB und CSGB8 in Chang- Zellen. Wé&hrend
bei P.aeruginosa TB fast nur extrazellulare Bakterien zu sehen sind,
findet man mehrere P.aeruginosa CSGBS in fast jeder Epithelzelle. (Die
Pfeile zeigen auf einige Beispiele.)

(Lichtmikroskopische Aufnahmen (1000 x), Zellen mit Kristallviolett ge-
farbt).
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Die gleichen Untersuchungen wurden mit den P.aeruginosa TB - Transposonmutan-
ten durchgefuhrt. Zur Quantifizierung wurde die Bakterienanzahl in jeweils 100
Chang- Zellen bestimmt und der Mittelwert gebildet:

P.aeruginosa| Bakterien P.aeruginosa| Bakterien
- Stamm pro Zelle - Stamm pro Zelle
Wildtyp: 15A3 0,2
CSGB8 > 8 15B10 0,2

PAO 0,2 18A12 0,2

892 0,1 19C2 0,2

TB 0,2 20A6 0,2

22D11 < 0,05

Mutanten: 23B9 0,2

3D1 0,2 24A12 0,2

14B2 >5 24C5 0,1
14C5 0,2

Tabelle 3.9 Durchschnittsanzahl der pro Chang- Zelle gemessenen intrazellularen
P.aeruginosa des jeweiligen Stammes.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde die Anzahl der intrazellularen und der
adharenten Bakterien bei den auffalligsten P.aeruginosa- Stammen quantitativ
bestimmt (Kap. 2.3.3.3.). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus funf Messun-

gen. Die aufgefuhrten Verhéaltnisse entsprechen den Verdinnungsfaktoren der auf
Agarplatten ausgestrichenen Aliquots:

P.aeruginosa| Invasivitatstest [cfu] Adharenztest [cfu]
Stamm 1:10 1:100 1:10° 1:10° 1:107
CSGBS8 > 1000 > 200 nicht auswertbar, zu dichtes Wachstum
PAO 68 5 38 7 1
B 70 8 51 4 1
3D1 22 3 52 5 0
14B2 > 800 > 200 = 200 11 0
22D11 5 0 18 0 0
24A12 > 200 21 36 2 0
24C5 21 3 = 200 16 1

Tabelle 3.10. Ergebnisse des Invasivitats- und Adharenztests
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Die Ergebnisse der quantitativen Messung bestatigten die mikroskopische Auszah-
lung. P.aeruginosa TB weist ungefahr die gleiche Invasivitat und Adhérenz wie
P.aeruginosa PAO auf. Invasivitdt und Adharenz an Epithelzellen von P.aeruginosa
CSGB8 ist um mehr als eine Grof3enordnung hoher. Bei den aus P.aeruginosa TB
erzeugten Transposonmutanten gibt es starke Abweichungen. 3D1 zeigte eine dem
Wildtyp vergleichbare Adhéarenz, aber eine etwas geringere Invasivitat. 24A12 wies
eine hoéhere Invasivitat, 24C5 eine erhohte Adharenz gegeniber dem Wildtyp auf,
wobei der jeweils andere Wert gegenuber dem Ausgangswert verringert war. Bei
14B2 wurde zuvor eine erhohte Uberlebensfahigkeit in Granulozyten gemessen.
Dies zeigte sich auch hier in erhéhter Adharenz und Invasivitat. Die Ergebnisse bei
22D11 bestéatigen ebenfalls die mikroskopischen Untersuchung. Von allen unter-
suchten Mutanten zeigte dieser die geringste Adharenz und Invasivitat. Zusatzlich
war in der mikroskopischen Untersuchung festgestellt worden, dal3 die Bakterien
dieses Typs bei Kontrollen vor der Fixierung der Praparate als einzige keine Beweg-
lichkeit zeigten. Die fehlende Motilitdt kann aber nicht der Grund fir die geringe
Invasivitat und Adhéarenz sein, da die Bakterien direkt vor Beginn der Inkubation in
einer Zentrifugation auf die Epithelzellen sedimentiert wurden, so daf3 fur ein Ein-
dringen in die Zellen keine weitere Bewegung notwendig war. Ebenfalls wurden die
Selektionsansatze aus Granulozyten und Transposonmutanten (Selektion I, Kap.
3.4.) wahrend der gesamten Inkubation heftig gemischt, so dal3 die Beweglichkeit
der einzelnen Bakterien fur die jeweiligen Selektionsergebnisse keine Rolle spielte.
Das in 22D11 ausgeschaltete Gen muld daher zwei Funktionen, sowohl fir das
intrazellulare Uberleben, als auch fir die Motilitat, haben.

Weiterhin ist auffallig, dal? die Invasivitdt der meisten in Selektion | gefundenen
Transposonmutanten nicht von der des Wildtyps abweicht. P.aeruginosa TB hat
eine geringe Invasivitat, kann aber im Falle einer Aufnahme in einer eukaryontische
Zelle (z.B. Phagozytose durch einen Granulozyten) besser uberleben als andere
P.aeruginosa - Varianten. P.aeruginosa CSGB8 ist dagegen invasiv, kann aber nicht
in Granulozyten persistieren. Dies laf3t den Schlufd zu, daf3 Invasivitat und intrazellu -
lares Uberleben weitgehend getrennte Mechanismen sind.
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Die Uberlebensstrategien dieser beiden opportunistischen Pathogene in einem Wirt
unterscheiden sich daher. Wahrend P.aeruginosa CSGBS8, wie die meisten bekann-
ten pathogenen P.aeruginosa - Varianten (z.B. Hauser et AL 2000), dem Immun-
system des Wirts aktiv durch Invasion in Epithelzellen ausweicht, ist P.aeruginosa
TB nicht invasiv, sondern hat eine stark erhdohte Resistenz gegen die Abwehrzellen
des Immunsystems. Diese Strategie hat eher defensiven Charakter und macht
P.aeruginosa TB zu einem exzellenten Modell fir die Untersuchung der Defensiv-

mechanismen phagozytierter Bakterien.

3.5.2. Uberlebensfahigkeit in Mausen
Zur Uberpriifung der Hypothese der unterschiedlichen Uberlebensstrategien wurden
Mause mit unterschiedlichen Mengen an Bakterien intranasal infiziert und der Ver-

lauf der Infektion verfolgt.

Invasive P.aeruginosa (wie CSGBS):

Es treten keine Sofortsymptome auf. Je nach Menge der applizierten Bakterien
erkranken die Méause in zunehmenden MalRe nach ca. 16 - 24 Stunden. Bei einer
héheren Dosis (je nach Stamm ab ca. 10° Bakterien pro Maus) tritt nach ca. 36 -48
Stunden der Tod ein. Diese Untersuchungen wurden im Zuge dieser Arbeit nicht
durchgefihrt. Die genannten Werte stammen aus Infektionsversuchen in der
Arbeitsgruppe E. Gueins. Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurden die Unter-

suchungen mit P.aeruginosa TB und P.aeruginosa PAO durchgefihrt.

P.aeruginosa PAO:
Auch bei einer Dosis von mehr als 10'° Bakterien pro Maus zeigte kein Tier mehr als

ein kurzes Unwohlsein ca. 2-3 h direkt nach der Applikation der Bakterien.

P.aeruginosa TB:

Kurz nach Infektion der Mause (innerhalb von 30 min) verschlechterte sich ihr
Gesundheitszustand dramatisch. Die Tiere lagen mit gestrdubtem Fell schwerat-
mend und apathisch in den Kafigen und reagierten nicht mehr auf aulRere Reize.
Eine derartige Reaktion war in dieser Schwere und Heftigkeit vorher bei keiner in
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dieser Arbeitsgruppe durchgefuhrten P.aeruginosa - Infektion beobachtet worden
(personl. Mitteilung E. Gulbins). Dieser apathische Zustand hielt abhangig von der
Infektionsdosis zwischen 16 und 48 Stunden an, danach besserte sich der Gesund-
heitszustand der Tiere. Auch bei Gaben von 3 x 10 Bakterien pro Tier Uberlebten
alle Mause.

Diese Ergebnisse bestatigten den abweichenden Pathogenitdtsmechanismus von
P.aeruginosa TB. Eine Erklarung fir die beobachteten Krankheitsbilder ware, daf}
invasive P.aeruginosa dem Immunsystem zuerst durch Invasion von Epithelzellen
entkommen und sich spater aus diesem Reservoir heraus vermehren, was eventuell
zu einer todlichen Sepsis fuhrt. P.aeruginosa TB ist dagegen nicht invasiv und daher
sofort und andauernd fur das Immunsystem prasent. Im Gegensatz zu dem ebenfalls
nicht invasiven P.aeruginosa PAO verfligt TB allerdings tber Defensivmechanismen,
die die Lyse der phagozytierten Bakterien erschweren. Es kommt somit sofort nach
der Infektion zu einem schweren Krankheitsbild. Der Schutz von P.aeruginosa TB
gegen das Immunsystem ist aber nicht vollstandig (z.B. gegen das Komplement-
system), so dal3 es trotzdem im Laufe mehrerer Stunden zu einer Eliminierung der

Bakterien kommt.

P.aeruginosa ist entsprechend seiner ©kologischen Nische in erster Linie kein
Pathogen. Es ist daher anzunehmen, dal3 der bei P.aeruginosa TB beobachteten
Abwehrmechanismus gegen Phagozytose sich vor allem gegen freilebende Euka-
ryonten (z.B. Amb6ben) entwickelt hat. Dies wirde erklaren, warum das intrazellulare
Uberleben in Granulozyten zum einen so perfekt funktioniert, daR sogar Zellteilun-
gen in den PMN zu beobachten sind, andererseits eine Infektion, selbst in hoher
Dosierung, nicht letal ist. Die Defensivmechanismen sind gegen die zellulare
Abwehr, nicht aber gegen die anderen Komponenten des Immunsystems gerichtet.
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3.6. Selektion II: Untersuchung der P.aeruginosa TB-
Transposonmutanten auf Expression des
Quorum Sensing - Systems

3.6.1. Durchfiihrung

Bei dieser Untersuchung handelte es sich um ein typisches Screening von Transpo-
sonmutanten. Jeder Mutant wurde separat untersucht. Die eingefligten Signalse-
guenzen waren hierbei zur Detektion nicht notwendig. Das Prinzip des Untersu-
chungsverfahrens besteht darin, die P.aeruginosa - Mutanten zusammen mit einem
E.coli- Detektorstamm zu inkubieren, der tGber eine episomal kodierte, nur bei Anwe-
senheit von aliphatischen Homoserinlactonen (AHL) exprimierte Luziferase verflugt.
Hierzu standen zwei verschiedene Vektorsysteme zur Verfigung: pSB403 zur
Detektion kurzkettiger AHL und pSB1142 fur l&angerkettige AHL.

Alle 3800 erzeugten P.aeruginosa TB- Transposonmutanten wurden entsprechend
den in Kap. 2.3.2. dargestellten Arbeitsvorschriften in Mikrotiterplatten auf ihre AHL-
Produktion untersucht. Mutanten, die bei Inkubation mit beiden verwendeten Detek-
torsystemen keine Lichtreaktion zeigten, wurden entsprechend Kap. 2.3.2. in einem
zweiten Experiment als Strichkulturen gegen beide Detektorsysteme untersucht. Die-
jenigen Transposonmutanten, die in keinem Experiment eine Lichtreaktion zeigten,

wurden als Quorum Sensing- Defektmutanten asserviert und untersucht.

3.6.2. Probleme des Detektionsverfahrens

Im Idealfall lieferte die Untersuchung der P.aeruginosa TB - Transposonmutanten in
den Mikrotiterplatten folgendes Ergebnis:

Abb. 3.20.

Untersuchung der P.aeruginosa TB-
Transposonmutanten aus den Selek-
tionsebenen 3 und 4 auf die Produk-
tion von kurzkettigen AHL. Der Pfeil
weist auf die Position eines Quorum
Sensing- Defektmutanten hin - 3D1.
(Die Positionen A1 und A2 sind in
jeder Ebene frei und fir interne Kon-
trollen reserviert.)
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Dieses Ergebnis ermdglichte eine klare Bestimmung der AHL- defizienten Mutanten.
Leider kam es wahrend des Aufenthalts am Institut fur Mikrobiologie der TU Min-
chen zu einem Ausfall des 37° C- Raumes neben der Photonenkamera. Der Weg zur
nachsten Mdglichkeit fur eine Inkubation der Bakterien betrug ca. 5 min. Die nun
erhaltenen Melwerte waren teilweise von sehr viel schlechterer Qualitat. Es stellte
sich heraus, dal3 die Aktivitat der Luziferase in den E.coli - Detektorstdmmen stark
von der Temperatur abhangig war. Beim Absinken der Temperatur in den Mikrotiter-
platten auf 25°C sank die Luziferaseaktivitat auf Null:

Zeit nach Entnahme aus dem Inkubator

1 min
5 min
Abb. 3.21.
Gemessene Signalintensitaten der
Selektionsebenen 3 und 4 zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach Be-
endigung der Inkubation. Die Sig-
10 min nalverstarkungen wurden wahrend

der Messung automatisch von Aus-
wertungsprogramm der Kamera an-
gepaldt. Zwischen den Intensitaten
der ersten und letzten Aufnahme
liegen mehr als drei Grolenord-
nungen. Die Auswertung der Luzife-

15 min rase- Aktivitatist schon nach 5 min
nicht mehr fur alle Bakterien repro-
duzierbar maoglich.

Zusatzlich traten spater auch noch Probleme mit der Software der Photonenkamera
auf, was die Aufnahme der Mel3werte nochmals verzogerte, so dal’ die P.aeruginosa
TB- Transposonmutanten nicht komplett auf ihre AHL- Produktion untersucht werden
konnten. Eine gleichmalfige Temperierung aller Mikrotiterplatten auf 37° C bei Trans
port und Messung war unter den gegebenen Umstéanden nicht méglich. Einige Berei-
che der untersuchten Platten zeigten zumeist keine Luziferaseaktivitdt mehr. Auf
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diese Weise konnten daher nur von ca. 30 - 50% der Transposonmutanten
MeRwerte erhalten werden. In der zweiten Untersuchung (als Strichkultur) war das
Absinken der Luziferaseaktivitéat nicht so deutlich zu bemerken. Eventuell sank die
Temperatur wahrend der Untersuchung durch das gréf3ere Volumen an Nahrmedium
nicht so stark ab.

3.6.3. Ergebnisse

Bei folgenden P.aeruginosa TB - Transposonmutanten wurden keine AHL detektiert:

2D1 2D5 3D1 37D8 41D3 47D7 48D7
B7A11  D8A3 D8C3 D8E3 D8A5 D8A6 D8B6
D8F9 D9C10 D9E10 D10B10O

Bei dem Mutanten B7D3 wurde eine deutlich erhéhte Signalintensitdt gemessen, bei
D8B7 nur ein Ausfall der Produktion kurzkettiger AHL

(zur Nomenklatur s. Kap. 3.4.2.)

3.7. Weitere Untersuchungen an ausgewéahlten
Mutanten

3.7.1. Liste der Mutanten

Ziel der nachsten Untersuchungen war eine genauere Charakterisierung der in den
Selektionsexperimenten gefundenen Transposonmutanten. Alle der o.g. P.aeru-

ginosa TB- Mutanten zeigten eine deutliche Abweichung vom normalen Phé&notyp.

Durch das Konstruktionsschema der Mutanten- Bibliothek (Abb. 3.13) war es mdg-
lich, dafl auf benachbarten Selektionsebenen (theoretisch maximal 6 Ebenen
Abstand) identische Transposonmutanten eingeordnet wurden. Bei einige P.aeru-
ginosa - Mutanten war ein solcher Zusammenhang zu vermuten. In drei Féllen zeigte
sich in Southern- Hybridisierungen eine Ubereinstimmung in den FragmentgroRen,
so daf} diese Mutantenpaare hdchstwahrscheinlich aus identischen Klonen beste-

hen. Es wurde daher jeweils nur einer von beiden Stammen untersucht:

111



Ergebnisse und Diskussion

2D1 - 3D1 47D7 ~ 48D7 D8A3 - D8C3
Folgende Mutanten wurden naher charakterisiert:

Mutanten aus Selektion | (Kap. 3.4.):

2D5* 3D1* 15A3 15B10 15C1 18A12
19C2 20A6 22D11 23B9 24A12 24C5

Mutanten aus Selektion Il (Kap. 3.6.):
37D8 41D3 47D7 B7A11 B7D3 D8A3
D8A6 D8B6 D8B7 D8F9 D9C10 D10B10

*. Sowohl in Selektion | als auch in Selektion 1l gefunden

3.7.2. Quantitativer Test auf intrazellulares Uberleben

Bei den Untersuchungen zur intrazellularen Uberlebensfahigkeit in Granulozyten
(Kap. 3.4.) wurden P.aeruginosa - Transposonmutanten in einem Phagozytosetest
untersucht. Es wurde allerdings nicht getestet, ob die verminderte Uberlebensfahig-
keit einiger Mutanten tatséchlich auf die Einwirkung von Granulozyten oder auf eine
hohere Sensibilitdt gegeniber dem zugefiigten AB- Serum zurickzufuhren ist. Vor
allem Klinikisolate (wie P.aeruginosa TB und P.aeruginosa 892) zeigten eine
erhohte Empfindlichkeit gegeniiber AB- Serum. Im Experiment war es nicht mdglich,
auf das Blutserum zu verzichten, da sonst die Phagozytose der Bakterien durch die
Granulozyten (wegen fehlender Opsonierung) nur sehr unvollstdndig verlaufen
ware. Es war somit mdglich, dal? einige der im Selektionsexperiment identifizierten
Transposonmutanten statt einer verminderten Uberlebensfahigkeit in Granulozyten
eine héhere Empfindlichkeit gegen AB- Serum aufwiesen.

Zur Untersuchung dieses Befundes und zur Quantifizierung der intrazellularen Uber-
lebensfahigkeit wurden einige der Transposonmutanten nochmals einer Selektion
unterzogen, allerdings wurde jetzt ein zweiter Kontrollansatz durchgefiihrt, bei dem
die Bakterien in RPMI1640 mit AB- Serum (aber ohne Granulozyten) inkubiert

wurden.
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Zu den bereits in Selektion | gefundenen Mutanten wurden bei dieser Untersuchung

(neben einigen Transposonmutanten ohne besondere Auffalligkeiten) einige Mutan-

ten aus Selektion Il gegeben. Wahrend alle P.aeruginosa - Mutanten auf ihre Pro-

duktion an Homoserinlactonen untersucht worden waren, waren im Phagozytosetest

nur die Mutanten bis zu Ebene 24 untersucht worden. Da aber bekannt ist, daf die

Expression vieler Pathogenitatsfaktoren Gber das Quorum Sensing der Bakteriums

reguliert wird (Kap.1.4.2), wurden einige der P.aeruginosa- Transposonmutanten mit

einem Defekt im Quorum Sensing ebenfalls auf ihre intrazellulare Uberlebensfahig-

keit und ihre Resistenz gegeniber Blutserum untersucht.

Uberlebensrate in Vergleich zu
Mutant P.aeruginosa 892
in AB- Serum in Granulozyten
892 1,0 1,0
PAO 3,6 0,05
2D5 0,2 0,2
3D1 0,8 0,07
14B2 0,4 0,4
14C5 0,9 0,05
15A3 0,4 0,6
15B10 2,7 1,2
19C2 1,2 0,06
20A6 0,8 0,2
22D11 0,7 0,08
24A12 0,15 1,0
37D8 0,3 0,2
41D3 0,4 0,05
47D7 0,15 0,3

Tabelle 3.11.

Uberlebensraten verschiedener P.aeruginosa TB- Transposonmu-
tanten (im Vergleich zu P.aeruginosa 892) in Blutserum und in Gra-
nulozyten. In den fettgedruckten Zeilen sind die Mutanten hervor-
gehoben, deren intrazellulares Uberleben in Granulozyten stark ver-
mindert ist.
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Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Schwankungen

innerhalb dieses Experiments lagen bei max. + 40 %. Bei Vergleich der Werte aus
den vorherigen Untersuchungen lag der maximale Unterschied zwischen zwei Selek-
tionsergebnissen fir den gleichen Mutanten bei knapp unter 100%. Dies klingt viel,
war aber unter Berucksichtigung des Verfahrens zur Sondenherstellung (Kap.
2.2.10.), bei der eine Amplifikation der Signalsequenzen mit PCR stattfand, zu
erwarten. AulRerdem zeigen die intrazellular nicht Uberlebensfahigen Transposon-
mutanten im Vergleich zum Wildtyp so geringe Uberlebensraten, daf? sie auch noch
bei einer Verdopplung der erhaltenen MelRwerte auffallig waren.

Die hier durchgefiihrte Untersuchung erbrachte folgende Ergebnisse:

- Die hohe Resistenz von P.aeruginosa PAO in Blutserum entsprach den
Erwartungen fur ein nicht- pathogenes P.aeruginosa - Umweltisolat, ebenso die

geringe Uberlebensfahigkeit in Granulozyten.

- Die Vermutung, daf} bei einem Teil der gefundenen Transposonmutanten die
geringen Uberlebensraten auf eine hohere Sensibilitat gegeniiber dem Blutserum
und nicht gegenuber den Granulozyten zurlickzufihren sind, hat sich bestatigt.
Drei von acht Mutanten, die in der Selektion | gefunden worden waren, waren ge-
gen uber Blutserum, nicht aber gegentber den Granulozyten sensibel, sie tber-
lebten teilweise sogar bei Inkubation mit den PMN besser. Dies war vermutlich
darauf zuriickzufuhren, daf3 die Bakterien nach der Phagozytose keinem weiteren
Strel? durch das Serum ausgesetzt waren, ihre Verteidigungsmechanismen gegen
den Granulozyten durch die Transposoninsertion nicht beeinfluf3t worden waren.

- Alle untersuchten Quorum Sensing - defizienten Mutanten wiesen auch eine
verringerte Resistenz gegenuber Blutserum, nicht aber gegentber den Granulo-
zyten, auf. Einzelne Mutanten waren zwar auch in ihrem intrazellularen Uberleben

eingeschrankt, dies schien aber unabhangig von der Serumsensibilitdt zu sein.

- 6 der hier untersuchten Transposonmutanten zeigten eine deutlich verringerte

Uberlebensfahigkeit in Granulozyten. Zumeist lag sie um eine GroéRenordnung
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unter den Werten bei Inkubation mit AB- Serum. Dies entsprach den vorab auf-
gestellten Kriterien, nach denen die weiter untersuchten Transposonmutanten aus
jeder Selektionsebene maximal 10% der Uberlebensrate des P.aeruginosa TB -
Wildtyps aufweisen durften (Kap. 3.4.1.). Die Ausnahme bildete bei dieser

Selektion 20A6. Dies war allerdings auch der Mutant mit den hochsten Uber-
lebensraten, der zur weiteren Untersuchung Gbernommen wurde. Seine Ergeb-
nisse lagen stets relativ hoch, aber immer mindestens um den Faktor 4 unter dem

Durchschnitt aller Transposonmutanten

15B10 wies in den vorherigen Untersuchungen eine erhdhte intrazellulare
Uberlebensrate auf. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Selektion lag dies

aber vor allem an einer erh6hten Resistenz gegeniber dem Blutserum.

Insgesamt bestétigte dieses Selektionsexperiment die Reproduzierbarkeit des

Selektionsverfahrens. Die gefundenen Transposonmutanten zeichneten sich tat-
sachlich durch eine geringere Uberlebensrate in den durchgefiihrten Selektions-
experimenten aus. Es ist aber bei zuklnftigen Untersuchungen stets eine zusatz-
liche Uberprifung notwendig, um festzustellen, ob die veranderte Uberlebens-
fahigkeit auffalligerer Transposonmutant auf die Granulozyten oder das Blutserum

zuruckzufihren ist.

3.7.3. Quorum Sensing und Proteasesekretion

Alle identifizierten Transposonmutanten mit einem Defekt im Quorum Sensing zeich-

nen sich durch weitere gemeinsame phanotypische Eigenschaften aus. Diese Ver-

anderungen sollen im folgenden im Vergleich des (als Beispiel gewahlten) Mutanten

3D1 mit dem P.aeruginosa TB - Wildtyp dokumentiert werden.

Keiner der Mutanten mit einem Defekt im Quorum Sensing ist in Flussigkultur zur

Produktion von Farbstoffen fahig. Dies war zu erwarten, da die Produktion von Pyo-

verdin erst bei hoher Bakteriendichte einsetzt und Uber das Quorum Sensing regu-
liert ist (Kap. 1.1.4.2.):
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. g ! Abb 3.22.

: » Flusssigkulturen von P.aeruginosa TB- Wildtyp
(rechts) und einem P.aeruginosa - Transposon-
mutanten mit einem Defekt im Quorum Sensing
(links)

Beim Wachstum auf Agarplatten war dagegen ein anderer Phanotyp zu beobachten.
Die Transposonmutanten produzierten ein anderes Spektrum an Farbstoffen als der
Wildtyp. Zusétzlich waren die Kolonien im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr
mukoid, sondern sezernierten eine feste Substanz, die den Kolonien einen metalli-
schen Glanz verlieh und einen rissigen Film auf deren Oberflache bildete. Die Her-
kunft des metallisch schimmernden Films auf den Kolonien ist ungeklart.

P.aeruginosa TBw P.aeruginosa TB - 3D1

Abb. 3.23. Wachstum auf LB- Agar von P.aeruginosa TB- Wildtyp und einem
Quorum Sensing- Defektmutanten (3D1).

Eine weitere Eigenschaft, die Uber das Quorum Sensing bei P.aeruginosa reguliert
wird, ist die Sekretion von Proteasen (1.1.4.2.), die erst bei hoher Wachstumsdichte
sezerniert werden. Das Standardverfahren zur Untersuchung dieser Eigenschaft ist
das Ausstreichen der entsprechenden Bakterien auf einem Minimalmedium mit
Milchpulver als Kohlenstoffquelle (0,5 -1 %). Ist bei den Bakterien eine Proteaseakiti-
vitat vorhanden, bildet sich ein durchsichtiger Hof um die Kolonien, wo die Milchpro-
teine hydrolysiert wurden. Alle in Kap. 3.7.1 genannten Transposonmutanten wurden
auf Milchagar auf ihre Proteaseaktivitat untersucht:
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TB(wt) 2D5 3D1 14B2

14C5 15A3 15C1 18A12 19C2 20A6

22D11 23B9 24A12 24C5 37D8 41D3

47D7 48D7 B7A11 B7D3 D8A3 DBA6

D8B7 D8FS DOC10 DSE10

Abb. 3.24.
Auftragsschema der P.aeruginosa- Trans-
posonmutanten in den Abb. 3.25.-27.

D10B10 15B10

Abb. 3.25
Verschiedene P.aeruginosa TB- Trans-
posonmutanten auf Milchagar.

Bei der Untersuchung von P.aeruginosa nach diesem Verfahren ergaben sich einige
Schwierigkeiten, die hauptsachlich darauf zurtickzufiihren waren, dald P.aeruginosa
eine Vielzahl von Proteasen exprimieren kann.

Bei kurzer Inkubationszeit war der durchsichtige Hof um die Kolonien noch nicht
vollstandig ausgebildet, bei etwas langerer Inkubation entstand um alle P.aeru-
ginosa Kolonien eine durchsichtige Zone, weil alle Bakterien auch zusatzlich die in
dem Milchpulver enthaltenen Fette und Kohlenhydrate fir ihr Wachstum verwenden
konnten. Lediglich die Gr6Re des entstehenden Hofs unterschied Mutanten mit

einem Defekt im Quorum Sensing von anderen P.aeruginosa.
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Es wurden daher zwei neue Selektionsmedien entwickelt, um deutlichere Ergebnisse
zu erhalten. Beide Medien wurden auf einem M9 Minimalmedium basierend aufge-
baut, wobei reines Protein (jeweils 0,5%) als einzige Kohlenstoffquelle zugesetzt
wurde. Auf diese Nahrmedien wurden dann die gleichen P.aeruginosa - Mutanten

wie auf dem Milchagar aufgetragen.

Casein- Agar

Abb. 3.26
Verschiedene P.aeruginosa TB- Trans-
posonmutanten auf Casein-Agar

Das hier erhaltene Ergebnis war erheblich besser als bei Verwendung von Milch-
agar. P.aeruginosa- Transposonmutanten mit einem Defekt im Quorum Sensing
konnten auf diesem Agar nicht wachsen, um die anderen Kolonien bildete sich ein
klarer Hof, der von einem trilben Ring aus teilhydrolysierten Proteinen umgeben
war. Mit diesem Agar war eindeutig eine Abgrenzung ind ldentifizierung der Prote-
aseaktivitaten der einzelnen P.aeruginosa - Mutanten moglich. Neben einer eindeuti-
gen Ja/Nein - Antwort war hier zusétzlich auch eine vergleichende Quantifizierung
der Proteasesekretion moglich. Die erhdhte Produktion an Homoserinlactonen im
Mutanten B7D3 &uf3erte sich unter den gewéhlten Bedingungen in einer verstarkten
Proteaseproduktion, und der Mutant 19C2, der in den Untersuchungen zum Quorum

Sensing nicht aufgefallen war, zeigt eine deutlich verminderte Proteaseaktivitat.
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Gelatine- Agar

Abb. 3.27
Verschiedene P.aeruginosa TB- Trans-
posonmutanten auf Gelatine- Agar.

In diesem Agar wurde als einzige Kohlenstoffquelle Gelatine zugesetzt. Dieses Pro-
tein ist gut 16slich, so dal® ein klarer Agar entsteht. P.aeruginosa produziert und
sezerniert eine Kollagenase / Elastase, deren Expression tber das Quorum Sensing
reguliert wird (Kap. 1.1.4.2). Die Diskriminierung der Mutanten mit einem Defekt im
Quorum Sensing war auch hier durch das Fehlen einer triiben Zone aus teilhydroly-
siertes Kollagen mdglich. Auch diese Selektionsplatte lieferte sehr viel deutlichere
Ergebnisse als der ubliche Milchagar und eignete sich sogar zur Quantifizierung der
Proteaseaktivitat. Mit einer Ausnahme bestatigten die hier erhaltenen Ergebnisse
die Resultate vom Casein- Agar. Diese Ausnahme ist der Mutant D8B7 der, ebenso
wie der Mutant 19C2, eine verminderte aber deutliche Produktion von Elastase
aufweist.

Induktion des Quorum Sensing

Bei einem weiteren Experiment wurden die Transposonmutanten mit einem Defekt
im Quorum Sensing zusammen mit P.aeruginosa TB Wildtyp auf Caseinagar
ausgestrichen. Ziel der Untersuchung war, herauszufinden, ob bei den gefunden
Transposonmutanten eine Produktion von Homoserinlactonen und damit von

Protease induzierbar war.
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~ D10B10

Abb. 3.28. Untersuchung zur Induzierbarkeit des Quorum Sensing- Systems
der Quorum Sensing- Defektmutanten durch AHL von P.aeruginosa
TB- Wildtyp

Bei den Quorum Sensing- Defektmutanten ist eine Verschiebung der Grenze der
Proteaseaktivitat zu sehen. Die Enzyme schienen dort ,schneller” diffundiert zu sein,
was natirlich nicht der Fall sein konnte. Es ist eher anzunehmen, daf? die Protease-
produktion der Defektmutanten als Reaktion auf die von aufl’en (vom P.aeruginosa
TB- Wildtyp) zugefuhrten Homoserinlactone einsetzte. Da aber keine eigene Pro-
duktion von Autoinducern stattfinden konnte, ist der Effekt auf den Nahbereich der
vom TB- Wildtyp ausgehenden Diffusionsfront begrenzt. Deutlicher ist der Effekt bei
19C2 und D8B7 zu sehen, die beide eine verringerte Proteaseaktivitat aufwiesen.
Hier wurde durch die vom Wildtyp zugefuhrten Autoinducer nicht nur die Protease-
produktion verstarkt, sondern auch die Produktion an Homoserinlactonen, wodurch
dann wiederum die benachbarten Bakterien stimuliert wurden. Nur so war zu erkla-
ren, dald die Proteaseaktivitdt mit abnehmender Intensitat Gber einen Abstand von

mehreren Zentimetern verstarkt wurde.
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3.7.4. Untersuchung des Metabolismus der P.aeruginosa-
Transposonmutanten in der ,Bunten Reihe*

Bei der Untersuchung der metabolischen Eigenschaften der in Kap. 3.7.1. aufge-

fuhrten P.aeruginosa- Transposonmutanten in einer ,Bunten Reihe* (API20NE, bio-

Merieux) zeigte sich bei keinem Mutanten eine auffallige Abweichung, mit Ausnahme

der fehlenden Griunfarbung der Quorum Sensing- defizienten Mutanten, die nach

den Kriterien des Teststreifens jedoch nicht zu bewerten war.

3.7.5. ,Plasmid- Rescue"

Zur Sequenzierung der flankierenden Bereiche der Transposoninsertion wurde ein
,Plasmid- Rescue” genanntes Verfahren verwendet (Kap. 2.2.9.3.). Hierzu wird die
genomische DNA mit Restriktionsendonukleasen verdaut und die entstehenden
Fragmente mit einer Ligase zu Ringen geschlossen. Ist in dem genomisch inserier-
ten Transposon sowohl ein Replikationsursprung als auch eine Antibiotikaresistenz
codiert, kann das bei der Selbstligation entstehende Plasmid in einen Akzeptor, z.B.

E.coli, transformiert und dort vermehrt werden.

Fur ein effektives ,Plasmid Rescue“ durften die Fragmente der genomischen DNA

nicht zu grol3 sein. Folgende Restriktionsenzyme wurden verwendet:

Pstl: Bei Verdau mit diesem Enzym erhalt man in P.aeruginosa relativ kleine Frag-
mente (ca. 1000 Bp - 6000 Bp). Da dieses Enzym nicht in dem Transposon schnei-
det, ist es mdglich, in beiden Richtungen aus der bekannten Sequenz heraus die
flankierende genomische DNA zu sequenzieren.

BamHI / Bcll: Diese beiden Enzyme wurden zusammen in einem Doppelverdau ein-
gesetzt und ergaben in dieser Kombination Fragmente von ca. 1500 bis 8000 Bp.
Fur Bcll existiert im Transposon flankierend eine Schnittstelle, so dal3 nur die geno-
mische Sequenz an einer Seite zuganglich ist.

Die Ligation der DNA- Fragmente erfolgte gemaR Kap. 2.2.9.3. Nach einer Transfor-

mation in E.coli DH5a wurden die Plasmide prapariert. Eine Uberpriifung, ob die
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Plasmide nur durch Zirkularisation der jeweiligen Fragmente entstanden sind, oder
ob dabei mehrere Fragmente ligiert wurden, war nur bei den Plasmiden mdglich, die
aus einem Pstl- Verdau stammten. Bei den Plasmiden aus dem BamHI / Bcll - Dop-
pelverdau war diese Uberpriifung nicht mdglich, da die entsprechenden Schnittstel-
len bei der Ligation zerstort werden konnten. Insgesamt wurden folgende Plasmide
erhalten:

Plasmid aus

Mutant Pstl- Verdau |BamHI/Bcll -
Verdau

2D5 +
3D1
14B2
14C5
15A3
15B10
15C1
18A12
19C2
20A6
22D11
23B9
24A12
24C5
37D8
41D3
47D7
B7D3
D8A3 +
D8A6
D8B6
D8B7 +
D9C10
D10B10

+ + + + + + + + +
+ + + + +

+ + + + +

Tabelle 3.12. Liste der beim ,Plasmid- Rescue” erhaltenen Plasmide.
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FiUr den Mutanten D8F9 wurden keine Plasmide mit flankierender DNA erhalten,
sondern stets die Sequenz von pTnMod-OGm. Eine E.coli - Kontamination ist nach
den Ergebnissen der ,Bunten Reihe" auszuschliel3en. Vermutlich wurde bei der Inte-
gration des Transposons nicht nur das mini-Tn5, sondern der ganze Vektor
integriert.

3.7.6. Sequenzierungen

3.7.6.1. Regeln zur Sequenzbestimmung

Die Sequenzierung der flankierenden Bereiche der Transposoninsertionen mit Hilfe
der in Kap. 3.7.6. konstruierten Plasmiden wurde als externer Auftrag an die Firma
Qiagen vergeben. Die daraus erhaltenen Sequenzen wurden, mit BlastN auf Nukleo-
tidebene und BlastX auf Proteinebene, auf ihr Vorkommen im bereits sequenzierten
PAO- Genom (www.pseudomonas.com) untersucht.

War die Sequenz bekannt, wurde der jeweilige Promotorbereich des identifizierten
Gens auf beiden DNA- Strangen uberlappend sequenziert. Wurden in der DNA-
Sequenz des getroffenen Gens zusatzlich Sequenzvarianten gefunden, die einen
Aminosaureaustausch des kodierten Proteins verursachten, wurde das Gen mit PCR
amplifiziert und erneut sequenziert (Qiagen). Nicht kodiererende Sequenzvarianten
wurden nicht weiter Gberpruft. Nur wenn die Ergebnisse aller Sequenzierungen

ubereinstimmten, wurde eine Nukleotidsubstitution als bestatigt akzeptiert.

Bei unbekannten Sequenzen wurde in der NCBI- Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
mit BlastN und BlastX nach homologen Sequenzen gesucht.

3.7.6.2. Ergebnisse

Die Ergebnisse der Sequenzierungen sollen hier nur kurz dargestellt werden. Die
Sequenzen selbst sind -soweit nicht im PAO - Genom vorhanden- im Anhang abge-
legt. Eine genaue Interpretation und Bewertung der Resultate erfolgt fur jeden
Transposonmutanten separat in Kap. 3.8. Die angegebene Nummerierung der
Gene, die Prozentangabe der Sequenzidentitat und die Beschreibungen beziehen
sich auf die Angaben in der PAO- Datenbank.
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Vergleich zur PAO- Sequenz
Mutant Gen- Nr. |ldentitat [%] | Sequenz- Beschreibung
varianten
2D5 PA4621 99,8 L-F.* P:1 mogl. Oxidoreductase
3D1 PA1288 99,6 (2) mogl. fadl, ompP1
14B2 PA1992 100 mogl. Sensorprotein
14C5 PA3344 99,4 3) recQ
15A3 PA5252 99,8 (1) mogl. ABC-Transporter YheS
15B10 PA5040 99,4 3) pilQ
18A12 PA2613 99,7 3) Hypothetisches Protein YcaJ
19C2 PA1572 99,6 T-A*,(1) Hypothetisches Protein
20A6 PA3953 99,9 P:1 Hypothetisches Protein
22D11 PA1441 99,6 A-V,V-A,(1) Hypothetisch, ahnlich fliK
P:2
23B9 PA2468 100 mogl. o 70- Faktor
24A12 PA3192 99,6 3) gltR
24C5 PA5551 99,6 G-D,W-L, Hypothetisches Protein
1)
37D8 PA4785 100 mdgl. Acyl- CoA Thiolase
41D3 PA5349 99,8 (2 mogl. Rubredoxin- Reduktase
47D7 - unbekannt, keine Homologie
B7A11 PA5415 98,8 G-A,R-Q, (8)| Serinhydroxymethyltransferase
B7D3 PAO0740 99,4 *(6) mogl. B- Lactamase
D8A3 PA0652 100 vfr
D8A6 - unbekannt, keine Homologie
D8B6 PA2028 100 mdogl. Transkriptionsregulator
D8B7 PA2122 99,7 Q) Hypothetisches Protein
D9C10 PA2591 100 mdogl. Transkriptionsregulator
D10B10 PA1322 99,7 (2) pfuA

Tabelle 3.13. Liste der Sequenzierergebnisse. Die Spalte ,Sequenzvarianten® ent-
héalt die jeweiligen Aminosauresubstitutionen im Protein (der erste Buch-
stabe steht fur die PAO- Sequenz, der zweite fir die in P.aeruginosa TB
gefundene). Ein ,* “ bedeutet, dal3 das Gen aufgrund seiner Lange nicht
vollstandig sequenziert wurde. Weitere Sequenzvarianten in der DNA-
Sequenz dieses Gens sind daher moglich.Die Zahl in Klammern gibt die
Anzahl der nichtkodierenden Nukleotidsubstitutionen an, die Angabe hin-
ter dem Kdrzel ,,P* steht fir die Mutationen im Promotorbereich.
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Bis auf zwei unbekannte Sequenzen ohne Homologien in den Datenbanken sind alle
anderen 22 sequenzierten DNA- Abschnitte aus der PAO- Sequenzierung bekannt.
Die Sequenzidentitat betragt durchschnittlich 99,6%. Eine Funktionszuweisung war

nur in 17 Fallen mdglich, eine eindeutige Bestimmung nur in 6 Fallen.

3.8. weitere in vitro und in silico- Charakterisierung
einzelner P.aeruginosa TB- Mutanten

Durch den Einsatz von STM ist es moglich, eine grof3e Anzahl von Transposon-
mutanten auf ihre Uberlebensfahigkeit in einem bestimmten Habitat zu untersuchen.
Als Ergebnis erhalt man nur die Information, welche Gene essentiell fiir das Uberle-
ben unter den gewahlten Selektionsbedingungen sind aber keine Aussage Uber ihre
funktionelle Zuordnung. Hierzu mul} jedes identifizierte Protein einzeln auf seine
Aufgabe im Organismus untersucht werden. Ebenfalls ist hierzu eine Komplementie-
rung in trans fur jedes ausgeschaltete Gen anzustreben. Der Arbeitsaufwand fir
diese Untersuchungen ist grof3. So sind z.B. mit der funktionellen Charakterisierung
der von M. Hensel (1995) identifizierten Pathogenitatsfaktoren von S. typhimurium
seit mehreren Jahren Mitarbeiter einer dafir aufgestellten Arbeitsgruppe beschétftigt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher der Aufbau einer fir STM- Untersuchungen
geeigneten Bibliothek von P.aeruginosa TB- Transposonmutanten, die Etablierung
der notwendigen Verfahren zur Auswertung der Selektionen und die ldentifizierung
von Genen, die fur ein intrazellulares Uberleben in Granulozyten essentiell sind.
Eine detaillierte funktionelle Analyse der identifizierten Gene war im Rahmen dieser
Arbeit nicht vorgesehen.

In den folgenden Kapiteln sind die sequenzierten Transposonmutanten mit den
jeweiligen Ergebnissen der in vitro- und in silico- Untersuchungen aufgelistet. Im Ein-
zelfall wurden auf der Grundlage dieser Daten weitere Untersuchungen zur phanoty-
pischen Charakterisierung der Mutanten durchgefihrt. Diese Resultate sind eben-
falls im jeweiligen Kapitel vermerkt. Sie ersetzen nicht die detaillierte funktionelle
Analyse der einzelnen Loci, die ein Ziel spaterer Arbeiten sein werden, sondern sol-
len nur die phénotypischen Eigenschaften des jeweiligen Mutanten naher beschrei-
ben. Abschlieend werden die vorhandenen Informationen zu jedem Transposon-
mutanten zusammenfassend diskutiert und, wenn maglich, eine Arbeitshypothese fur

die Zielrichtung spéaterer funktioneller Analysen aufgestellt..
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Bei der Auflistung der phanotypischen Eigenschaften ist bei den Transposonmutan-
ten, deren intrazellulares Uberleben in Granulozyten quantitativ bestimmt wurde, ein
Quotient Qas aufgefiihrt. Dies ist der Quotient aus der Uberlebensfahigkeit in AB-
Serum geteilt durch die Uberlebensfahigkeit in Granulozyten. Der Wert gibt an, um
wieviel der entsprechende Transposonmutant im AB- Serum besser Uberlebte als
phagozytiert in Granulozyten. P.aeruginosa - Mutanten, deren intrazellulares Uberle-
ben beeintrachtigt ist, erhalten somit Werte, die deutlich grof3er als Eins sind. Bakte-
rien, die dagegen serumsensitiv sind, in Granulozyten aber weiterhin gut persistie-
ren kdnnen, weisen Werte kleiner/gleich Eins auf. Die angegebenen Zahlen sind auf
das jeweilige Uberleben von P.aeruginosa 892 als Referenzwert bezogen.

3.8.1. 2D5

Phanotypische Eigenschaften

Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 0,2

in AB- Serum : 0,2
Qns : 1
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotypische Veranderung
entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA4621
Funktion : mogliche Oxidoreduktase

Strukturmerkmale / Homologien: Motive einer Aldehydoxidase und
Xanthindehydrogenase am C- Terminus,
2 Transmembranhelices vorhergesagt

Nukleotidsubstitutionen : nicht- synonym: CTG — TTG: L326F
im Promotor: -1I5C—-T

Lange : 2832 Bp = 944 As.

Transposoninsertion: Position 731 (11 Bp uberlappend)
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Einflu3 auf benachbarte Gene

Hinter PA4621 befindet sich keine Terminationsstruktur. Das Gen bildet zusammen
mit den drei folgenden Genen PA4620 (4-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase), PA4619
(membrangebundene Alkoholdehydrogenase Cytochrom c¢ Untereinheit) und
PA4618 (unbekannte Funktion) vermutlich eine polycistronischen Genkassette.

Zusammenfassung

Der Mutant 2D5 zeichnete sich durch einen Defekt im Quorum Sensing und eine
verringerte Uberlebensfahigkeit in AB- Serum aus, wodurch er in den Selektionsex-
perimenten mit Granulozyten auffiel. Die in den Datenbanken vorhandenen Informa-
tionen Uber das ausgeschaltete Gen enthalten keine Angaben Uber ein eventuelles
Substrat oder weitere Untersuchungsergebnisse zu dem kodierten Protein. Zusatz-
lich ist PA4621 das erste Gen einer moglichen polycistronischen Genkassette, so
daR’ auch die Transkription der nachfolgenden Gene durch die Transposoninsertion
beeintrachtigt sein kann, und dies erst zu den beobachteten phanotypischen Veran-
derungen fuhrte.

3.8.2.3D1

Phanotypische Eigenschaften

Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 0,07

in AB- Serum : 0,8
Qns 11
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotypische Veranderung
entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA1288

Funktion: maogliches Transportprotein der dul3eren
Membran
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Strukturmerkmale / Homologien: 47% Ahnlichkeit zu fadL (Transporter fir lang-
kettige Fettsauren in der &uf3eren Membran
von E.coli)

43% Ahnlichkeit zu ompP1 aus Haemophilus
influenzae (maoglicher Virulenzfaktor)

Nukleotidsubstitutionen : synonym: 638C —T; 935C —T
Lange : 1275 Bp = 425 As.

Transposoninsertion: Position 530

Einflul3 auf benachbarte Gene

Hinter PA1288 befindet sich eine deutliche Terminationsschleife. Die nachsten drei
Gene sind auf dem Gegenstrang kodiert. Ein direkter Einflu? der Transposoninser-
tion auf die umliegenden Gene ist daher sehr unwahrscheinlich.

weitere Informationen

Zu PA1288 existieren im P.aeruginosa PAO - Genom zwei paraloge Gene (PA4589
und PA1764), die beide in der PAO- Datenbank als mogliche Membranproteine der
aulRReren Bakterienmembran gefiuihrt werden. Weitere Informationen waren in den

Datenbanken nur zu fadL und ompP1 zu erhalten.
fadL:

FadL transportiert langkettige Fettsauren durch die auf3ere Zellmembran. Ein zwei-
tes Enzym (Fettsaure- Acyl- CoA Synthetase (FACS)) transportiert die Fettsduren
dann durch die innere Zellmembran und fuhrt sie nach Aktivierung mit CoA der 3-
Oxidation zu (SchHneDER S, ET AL, 1998). FadL legt dabei die Spezifitat der Aufnahme
fest, FACS macht den Aufnahmeprozel} irreversibel (DiRusso CC, Biack PN,1999).
Die Struktur von FadL entspricht einem - Fal3 aus 20 antiparallelen Strangen,
deren Aminosauresequenz die Spezifitat des so gebildeten Kanals festlegen (Cri-
sTALLI G, ET AL,2000). FadL wird vor allem wahrend der stationaren Wachstumsphase
von E.coli exprimiert. Bakterien, bei denen FadL durch Mutation ausgeschaltet
wurde, zeigen nur eine geringe Veradnderung in der Proteinzusammensetzung beim
Ubergang von der logarithmischen zur stationaren Phase und iberleben nur kurze

Zeit bei limitiertem Néahrstoffangebot (FArReweLL AET AL. 1996).
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ompP1:

OmpP1 ist ein Protein der aufl3eren Zellmembran von Haemophilus influenzae. (Bot-
puc GR 2000). Es existieren in H.influenzae verschiedene Varianten dieses Proteins.
Wahrend der Infektion eines Wirtsorganismus ist das Protein exprimiert und wird
auch bei einer spezifischen Immunantwort gegen seine &auf’eren Epitope in seiner
Expression nicht herunterreguliert. OmpP1 eignet sich daher prinzipiell zur Immuni-
sierung gegen H.influenzae.

Weitere zu fadL orthologe Gene kodieren in anderen Bakterienspezies fur eine Viel-
zahl von Transportern zur Aufnahme aliphatischer oder aromatischer Verbindungen
(z.B. Kanung HY ET AL 2000, Toluol; Jones RM ET AL. 2000, Salicylatester).

Zusammenfassung

PA1288 kodiert fur ein Protein, dal3 von seiner Struktur her einem 3- Fal3 entspricht.
Die Spezifitat des so gebildeten Kanals bleibt unbekannt, vermutlich ist das erkannte
Substrat hydrophob (aliphatisch oder aromatisch). Auf der Basis der in der Literatur
beschriebenen orthologen Gene ist anzunehmen, dal3 das entsprechende Substrat
innerhalb des Bakteriums mit Coenzym A aktiviert und metabolisiert wird (z.B. 3-
Oxidation).

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen war bekannt, daf3 die Funktionsfahigkeit
von PA1288 fur die Produktion von aliphatischen Homoserinlactonen und das intra-
zellulare Uberleben in Granulozyten essentiell ist. Diese Beobachtungen werden
durch die in der Literatur beschriebenen Untersuchungsergebnisse in E.coli und
H.influenzae bestatigt (s.0.). Auf welche Weise PA1288 einen Einflul3 auf die Pro-
duktion der Autoinducer oder die intrazellulare Stabilitdt ausibt, kann nicht zweifels-
frei erklart werden.

Eine Hypothese wére, dal3 Pal1288 essentiell fir die Aufnahme von langkettigen ali-
phatischen Verbindungen notwendig ist, die nach weiterer Prozessierung als Acyl-
Seitenketten in der Produktion von aliphatischen Homoserinlactonen (AHL) notwen-
dig sind. Dies wurde auch erklaren, warum das entsprechende Gen in E.coli in der
stationaren Phase hochreguliert wird. Unter diesen Bedingungen ist die Produktion
an AHL am hochsten und somit auch der Bedarf an aliphatischen Verbindungen zum
Aufbau der Seitenkette der Homoserinlactone. Der Knock-out von PA1288 kodnnte
somit die Synthese von AHL in P.aeruginosa blockieren.
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3.8.3. 14B2
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : 0,4
in AB- Serum : 0,4
Qns : 1
weitere Eigenschaften : deutlich erhdhte Invasivitat in

Epithelzellen und erh6hte Adharenz

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA1992

Funktion: moglicher 2-Komponenten -Sensor
Strukturmerkmale / Homologien: 56% Ahnlichkeit mit unveroffentlichtem flhS von
Paracoccus denitrificans (nur C-terminal 75%
des ORF)

Strukturmotive einer Histidinkinase und eines
Response- Regulator Receiver

Lange: 1694 Bp = 565 As.

Transposoninsertion: Position 952

Einflu3 auf benachbarte Gene

PA1992 ist das letzte Gen einer mdglichen polycistronischen Genkassette. Diese
schliel3t ohne Terminationsschleife, allerdings sind auf den folgenden 8 kB die Gene
auf dem Gegenstrang kodiert. Ein cis- Effekt der Transposoninsertion ist somit

unwahrscheinlich.

weitere Informationen

Im PAO- Genom existieren zwei paraloge Gene zu PA1992. PA1976 ist etwas lan-
ger, weist aber einige sehr homologe Bereiche auf. Das zweite paraloge Gen ist
PA3271. Beide Gene sind funktionell als 2-Komponenten - Sensoren eingeordnet.

In den Datenbanken ist keine weitere Information zur Funktion von PA1992 oder flhS

Zu erhalten.
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weitere Untersuchungen

Bei der Untersuchung des intrazellularen Uberlebens in Granulozyten zeigte der
Mutant 14B2 meistens eine Uberlebensrate, die deutlich tiber der des Durchschnitts
lag. Auffallig waren aber vor allem die Ergebnisse der Invasivitatstests mit Epithel-
zellen (Kap. 3.5.1.). Hierbei zeigte der Transposonmutant eine deutlich hoéhere
Adhérenz und eine 10- 20 fach hohere Invasivitat in Epithelzellen als der Wildtyp.

Zusammenfassung

Die Ergebnisse fur diesen Transposonmutanten sind nur schwer interpretierbar, da
in den Datenbanken keine weiteren Informationen zu diesem Gen zu erhalten
waren. Wechselwirkungspartner und Substrate, die als mogliche Aktivatoren dienen
kdnnen, sind nicht bekannt. Eine genauere Einordnung des Funktionsmechanismus
ist bisher nicht mdglich, das Strukturmotiv einer Histidinkinase a3t aber die Vermu-
tung zu, dafd es sich bei dem ausgeschalteten Protein um einen Regulator in einer
Signalkaskade handelt.

Sicher ist nur, dal3 durch das Ausschalten des Gens PA1992 Adharenz und Invasivi-
tat in Epithelzellen um mindestens den Faktor 10 gesteigert wurde. Die genomische
Umgebung |aRt keinen cis - Effekt zu. Die ph&notypischen Ver&nderungen sind
somit dem Ausschalten des Gens PA1992 direkt zuzuordnen.

3.8.4. 14C5

Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 0,05
in AB- Serum : 0,9
Qus : 18

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA3344
Bezeichnung: recQ

Funktion: ATP- abhangige DNA-Helicase

131



Ergebnisse und Diskussion

Strukturmerkmale / Homologien: DEAD- Box Unterfamilie der ATP- abhangigen
Helicasen, fur Helicasen typischer konservier-
ter C- Terminus, HRDC- Domane

Nukleotidsubstitutionen : synonym: 95A — C; 337A—-G;382C —-T
Lange : 2138 Bp = 713 As.

Transposoninsertion: Position 102 ( + 10 Bp Uberlappend)

Einflu3 auf benachbarte Gene

4 weitere Gene unbekannter Funktion sind im Anschluf3 an recQ in gleicher Lese-
richtung auf dem PAO- Chromosom lokalisiert. Ein cis- Effekt ware theoretisch denk-
bar, durch die Ergebnisse der weiterfhrenden Untersuchungen erscheint aber recQ
tatsachlich fur den beobachteten Phanotyp verantwortlich zu sein.

weitere Informationen

Die aus der PAO- Datenbank erhaltene Funktionsvorhersage lautet: DNA -Replika-
tion, -Rekombination, -Modifikation und -Reparatur

weitere Untersuchungen

Unter normalen Wachstumsbedingungen oder bei Inkubation mit AB- Serum zeigt
ein Transposonmutant mit einer Insertion in recQ keinen signifikant veranderten
Phanotyp. Allerdings fuhrt das Ausschalten von RecQ zu einer signifikanten Verrin-
gerung der intrazellularen Uberlebensfahigkeit in den Granulozyten. Die Funktion
dieses Proteins mul3 daher in der Reparatur der unter diesen Umstanden induzier-
ten DNA- Schaden liegen.

Der hauptsachliche Strel3, dem die phagozytierten Bakterien in Granulozyten ausge-
setzt sind, ist oxidativ. Zur Simulation dieser Bedingungen wurde der Transposon-
mutant 14C5 auf LB- Agar mit unterschiedlichen Konzentrationen an Wasserstoff-
peroxid ausgestrichen und bei 37° C fur 16 Stunden inkubiert. Eine genaue Angabe
der Peroxidkonzentration im Agar war nicht moglich, da die Halbwertzeit von Was-
serstoffperoxids unter diesen Bedingungen nur sehr kurz war. Der auf die Bakterien
ausgelbte Streld dauerte somit auch nicht tGber die ganze Inkubationszeit an, son-
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dern wirkte nur initial fur relativ kurze Zeit. Wurden die P.aeruginosa in dieser

Anfangsphase nicht abgetttet, konnten sie anschlieend unbehelligt wachsen.

P. aeruginosaTB Mutant
Wildtyp 14C5

Abb. 3.29. Resistenz von P.aeruginosa - Mutanten gegenuber Wasserstoff-
peroxid. Obere Reihe : LB mit 1mM H;O, (initial)
Untere Reihe : Kontrolle (LB)
Links: P.aeruginosa TBw
Mitte: P.aeruginosa 14C5
Rechts: P.aeruginosa 41D3

Auf dem Bild ist zu erkennen, dal3 die Resistenz gegentber Wasserstoffperoxid bei
dem Transposonmutanten 14C5 im Vergleich zum Wildtyp deutlich eingeschrankt
ist. Dies gilt ebenfalls fir den Mutanten 41D3, dessen Eigenschaften im Kap. 3.8.16.
beschrieben werden.

Zusammenfassung

AB- Serum schadigte die Mutanten nicht starker als den Wildtyp. Nur die Fahigkeit
zum intrazellularen Uberleben nach der Phagozytose durch die Granulozyten war
stark vermindert. Das Ausschalten von recQ erhohte bei dem Transposonmutanten
14C5 die Sensitivitat gegeniiber dem oxidativen Strel3 in den Granulozyten. Dies ist
durch das fehlende Wachstum auf peroxidhaltigem Vollmedium bestatigt worden.
Vermutlich ist recQ an der Reparatur von Schaden beteiligt, die durch oxidativen
Streld an der DNA auftreten.

Die erhthte Sensibilitat des Transposonmutanten 14C5 gegentber oxidativem Strel3
ist hinreichend zur Erklarung der beobachteten phé&notypischen Eigenschaften.
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3.8.5. 15A3

Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 0,6
in AB- Serum : 0,4
Qns : 0,7

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA5252
Bezeichnung: yheS
Funktion: moglicher ATP- Bindungsteil eines ABC-
Transporters

Strukturmerkmale / Homologien: 70% Ahnlichkeit zu hypothetischem Protein
YheS aus E.coli
Strukturmotiv der ABC- Transporter - Familie

Nukleotidsubstitution: synonym: 1646 A— T
Lange : 1917 Bp = 638 As.

Transposoninsertion: Position 1379 (8 Bp uberlappend)

Einflu® auf benachbarte Gene

PA5252 liegt in gleicher Leserichtung auf dem PAO- Genom direkt hinter algP, dem
Transkriptionsregulator der Alginatsynthese und ist das letzte bekannte Gen in
einem Cluster von Genen, die der Alginatsynthese zuzuordnen sind. Alle sind in der
gleichen Leserichtung wie algP und PA5252 codiert. Auf PA5252 folgen ohne offen-
sichtliche Terminationsstruktur 5 weitere (hypothetische) Gene ohne bekannte
Homologien. Ein EinfluR der Insertion auf die Transkription dieser Gene ist
wabhrscheinlich.

Zusammenfassung

PA5252 konnte aufgrund seiner Lage im PAO- Genom eventuell eine bisher unbe-
kannte Funktion in der Regulation der Alginatsynthese haben. Das Ausschalten die-
ses Gens fuhrte zu einer deutlich erhdhten Sensibilitat gegentber Blutserum, das
intrazellulare Uberleben in Granulozyten schien hingegen kaum beeinfluRt zu sein.

Eine Hypothese zur Erklarung dieser Beobachtung wére, dald es durch das Aus-

134



Ergebnisse und Diskussion

schalten von PA5252 zu einer Verringerung der Alginatproduktion der Transposon-
mutanten kam. Die Bakterien hatten dadurch keine oder eine diunnere Alginathulle,
so dald das Komplementsystem des Blutserums die bakteriellen Zellmembranen bes-

ser angreifen konnte.

Solange aber keine Bindungspartner fir PA5252 bekannt sind und somit auch keine

eindeutige Funktionszuweisung mdglich ist, bleibt jeder Erklarungsversuch eine

Spekulation.
3.8.6. 15B10
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 1,0
in AB- Serum : 2,7
Qns : 2,7
weitere Eigenschaften : Uberlebte von allen untersuchten

Transposonmutanten bei Inkubatio-
nen mit Granulozyten am besten.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA5040
Bezeichnung: pilQ

Funktion: Notwendig zum Aufbau von TyplV- Fimbrien.
Bildet eine basale Komponente, durch die die
Pili- Proteine ausgeschleust werden. Typ IV-
Fimbrien sind notwendig fur Motilitat (“Twit-
ching motility*) und Kontakt zu Oberflachen
(Hoess & MaTTick 1993)

Strukturmerkmale / Homologien: Signatur eines bakteriellen Typ II- Sekretions-
systems. Zu Beginn Signatur eines Signalpep-
tids zur Ausschleusung des Proteins aus dem
Bakterium.

Nukleotidsubstitutionen: synonym: 488C — T; 743C — T, 803T —-C
Lange : 2145 Bp = 714 As.

Transposoninsertion: Position 436 (9 Bp uberlappend)
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Einflu® auf benachbarte Gene

pilQ ist das letzte Gen der polycistronischen Genkassette piIMNOPQ. Direkt im
Anschlul? sind ohne offensichtliche Terminationsstrukturen weitere Gene kodiert, die
eine Funktion im Aminoséduremetabolismus (aromatische Aminosduren) oder der
Ham- Synthese haben. Inwieweit diese Gene zusammen mit den Pili- Genen abgele-

sen werden, ist unklar.

Zusammenfassung

Die hohe Uberlebensrate des P.aeruginosa - Transposonmutanten 15B10 lieB sich
in erster Linie auf eine erhdhte Resistenz gegeniber dem Blutserum zurtckfihren.
Die eventuell zusammen mit pilQ von RNA- Polymerasen abgelesenen Gene zur
Aminosaure- oder Ham- Synthese werden wahrscheinlich keinen entscheidenden
Einflul3 auf die Serumstabilitat von Bakterien haben. Es ist daher anzunehmen, dafi3
die beobachteten Veranderungen im Phanotyp tatséchlich auf das Fehlen des ent-
sprechenden Genprodukts zuriickzufiihren sind.

3.8.7. 18A12
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : nicht quantifiziert
in AB- Serum : nicht quantifiziert
weitere Eigenschaften : Uberlebt schlecht in Granulozyten,
Uberlebensrate in Selektion I: ca.0,2
(Kap. 3.4.)

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)

Gen- Nummer : PA2613

Bezeichnung: ycald
Funktion: Konserviertes, hypothetisches Protein
Strukturmerkmale / Homologien: 74% Ahnlichkeit mit méglichem Polynukleotid-

Enzym Ycal ( E.coli); ATPase- Doméne

Nukleotidsubstitutionen : synonym: 248G — C; 332A — G; 1028C -~ T
Lange : 1326 Bp = 441 As.

Transposoninsertion: Position 621 ( 10 Bp Uberlappend)
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EinfluR auf benachbarte Gene
PA2613 liegt in P.aeruginosa PAO ohne eigenen Promotor oder Terminationsstruk-
tur in einer vermuteten polycistronischen Genkassette:

ftsK —lolA — PA2613 — serS —cysG

ftsK: Regulation der Zellteilung

lolA: Chaperone

serS: Seryl-t-RNA Synthetase

cysG: Siroham Synthase (Uroporphyrinogenlll- Methylase)

Es ist zu vermuten, dal3 die Insertion des Transposons in PA2613 ebenfalls die
Transkription der Gene serS und cysG beeinfluf3t hat.

Zusammenfassung

Es blieb unklar, ob die Verdnderung des Phénotyps auf das Ausschalten des Gens
PA2614 zurtickzufuhren ist, oder auf die verringerte Transkription eines der Gene
serS oder cysG. Solange keine Informationen tber die Funktion oder die Bindungs-
partner des ausgeschalteten Gens verflugbar sind, ist nicht einmal eine Spekulation
uber die Ursache der erhohten Sensitivitat der Transposonmutanten maoglich.

3.8.8. 19C2

Phanotypische Eigenschaften

Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 0,06

in AB- Serum : 1,2
QAB . 20
Quorum Sensing : verringerte Produktion v. Auto-
inducern
weitere Eigenschaften : verringerte Proteasesekretion (vergl.
Kap.3.7.3)

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA1572

Funktion : Hypothetisches Protein, unklassifiziert
Strukturmerkmale / Homologien: 56% Ahnlichkeit zu einem 377 As. langen
hypothetischen Protein bei Pyrococcus
horikoshii.
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Nukleotidsubstitutionen : nicht- synonym: ACC — GCC: T354A
synonym: 1007C -G

Lange : 1146 Bp = 382 As.

Transposoninsertion: Position 980 (9 Bp uberlappend)

Einflu® auf benachbarte Gene
Die letzten 20 Basen der kodierenden Sequenz von PA1572 bilden zusammen mit
der nachfolgenden Sequenz eine typische Terminationsstruktur. Es ist daher nicht

anzunehmen, dalR weitere Gene zusammen mit PA1572 transkribiert werden.

weitere Untersuchungen
In Kap. 3.7.3. wurde gezeigt, dal} die verringerte Sekretion von Proteasen und
Homoserinlactonen durch Inkubation mit P.aeruginosa TB..: bis fast auf die Aus-

gangswerte des Wildtyps gesteigert werden konnte.

Zusammenfassung

Bei dem Transposonmutanten 19C2 wurde ein Gen ausgeschaltet, das fur das intra-
zellulare Uberleben in Granulozyten essentiell ist. Von allen untersuchten Transpo-
sonmutanten zeigte 19C2 die deutlichsten Unterschiede zwischen den Uberlebens-
raten in AB- Serum und denen in Granulozyten. Zusatzlich ist auch die Produktion
von Homoserinlactonen durch die Transposoninsertion deutlich verringert worden.
Durch Inkubation mit P.aeruginosa TB.: kann deren Produktion aber deutlich stimu-
liert werden. Da in den Datenbanken keine Informationen lber das ausgeschaltete
Gen verfugbar sind, kann dem kodierten Protein bisher keine Funktion zugeordnet

werden.
3.8.9. 20A6
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : 0,2
in AB- Serum : 0,8
Qas : 4
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weitere Eigenschaften : zeigte bei Selektionsexperimenten
mit Granulozyten konstant Uber-
lebensraten, die geringer als beim
P.aeruginosa TB- Wildtyp, aber
hoher als bei den anderen im Se-
lektionstest gefundenen Mutanten
waren.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA3953
Funktion : Konserviertes hypothetisches Protein

Strukturmerkmale / Homologien: 55% Ahnlichkeit zu dem hypothetischen Protein
YrdC (B.subtilis)
Doméne mit schwacher Ahnlichkeit zur
Isochorismatase- Familie

Nukleotidsubstitution: Promotor: -237C —T
Lange : 582 Bp = 193 As.

Transposoninsertion: Position 29 ( 10 Bp uberlappend)

Einfluf} auf benachbarte Gene

Hinter PA3953 existiert keine offensichtliche Terminationsstruktur. Es ware somit
maoglich, dalR dieses Gen zusammen mit den nachfolgenden (alle unklassifiziert und
hypothetisch) in einer polycistronischen Genkassette transkribiert wird.

Zusammenfassung

Aufgrund der wenigen verfigbaren Informationen aus den Datenbanken war eine

Funktionszuordnung nicht moglich.

3.8.10. 22D11
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : 0,08
in AB- Serum : 0,7
Qns : 9
weitere Eigenschaften : In mikroskopischen Beobachtungen

erschien der Mutant unbeweglich, in
Invasivitatstests mit Epithelzellen
zeigte er fast keine Invasivitat.
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Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA1441

Funktion : hypothetisches, unklassifiziertes Protein
vermutl. Flagellenaufbau

Strukturmerkmale / Homologien: 47% Ahnlichkeit mit fliK (S.typhimurium)

Nukleotidsubstitutionen: nicht-synonym: GCC — GTC: A74V
GTC — GCC: V82A

synonym: 164G —A; 776C - T

Promotor: -82C —G; -29G — A

Lange : 1284 Bp = 427 As.

Transposoninsertion: Position 583 (9 Bp uberlappend)

Einflul® auf benachbarte Gene

An PA1441 schliel3t sich eine deutliche Terminationsstruktur an. Es ist daher nicht

anzunehmen, dalR andere Gene zusammen mit PA1441 transkribiert werden.

weitere Informationen

Der Aufbau von Flagellen wurde am Beispiel von S.typhimurium und E.coli detailliert
untersucht. Hiernach sind die zur Synthese der Flagellen notwendigen Gene in drei
grol3en benachbarten Operons angeordnet. Erst nachdem alle Proteine, die in
einem Operon kodiert sind, vollstdndig synthetisiert und entsprechend ihrer Funktion
in das entstehende Flagellum eingebaut sind, wird das nachste Operon abgelesen.
fliK ist dabei das letzte Gen des zweiten Operons, mit dem die Basalplatte des Fla-
gellums vollstandig aufgebaut ist. FliK hat dabei in S.typhimurium mindestens zwei
Funktionen. Zum einen legt es die Spezifitat des zentralen Kanals der Basalplatte
fest und reguliert, ob Proteine fir den Haken des Flagellums oder das Flagellin sel-
ber exportiert werden (Macnag 1992). Zum anderen funktioniert es als Chaperon fur
die durch den Kanal geschleusten Proteine. Wird fliK in S.typhimurium ausgeschal-
tet, so sind die Mutanten unbeweglich und weisen entweder keine Flagellen auf oder
haben anstelle korrekt zusammengesetzter Flagellen funktionslose verlangerte Fla-
gellenhaken (,Poly- Hooks®), die eine korkenzieherartige Struktur aufweisen
(MinaminO ET AL. 1999).

Die 0.g. Operonstruktur ist prinzipiell auch in P.aeruginosa zu finden. Allerdings ist
das letzte Gen des zweiten Operons (fliK) durch eine Insertion von 372 kBp vom
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Rest des Operons getrennt, das nun mit fliJ endet. fliK selber liegt weiterhin direkt
vor dem 3. Operon zur Flagellensynthese, wird von diesem aber durch eine
deutliche Terminationsschleife getrennt.

weitere Untersuchungen

Bei den Untersuchungen zur Invasivitat in Epithelzellen (Kap. 3.5.1.) zeigten Mutan-
ten mit einer Transposoninsertion in fliK die geringste Invasivitat. Ebenfalls fiel bei
der Beobachtung im Mikroskop auf, dal3 sie vollstandig unbeweglich waren. Zur
genaueren Untersuchung wurden daher elektronenmikroskopische Aufnahmen ihrer

Flagellen angefertigt:

Abb. 3.30. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Flagellums von
P.aeruginosa TB- Wildtyp (34500 x)

Abb. 3.30. Elektronenmikroskopische Aufhahme des Flagellums des
P.aeruginosa Mutanten 22D11 (69000 x)
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Auf diesen Aufnahmen ist zu sehen, dal} die Flagellen des P.aeruginosa- Transpo-
sonmutanten 22D11 deutlich verkdrzt ist. Ca. 90% der beobachteten Bakterien zeig-
ten den abgebildeten Phanotyp, bei den restlichen war gar kein Flagellum zu sehen.
In S.typhimurium fihrt das Ausschalten von fliK zur Bildung verlangerter Hakenstruk-
turen. Um entscheiden zu kdnnen, ob die gesehenen Strukturen verkirzte Flagellen
oder verlangerte Haken sind, wurden die Flagelline fixierter Bakterien (P.aeruginosa
TBw, P.aeruginosa 22D11 und E.coli DH5a) mit einem spezifischen Anti- Flagellin-

Antikorper (gegen Flagellin Typ b, Spancenserc 1997) detektiert.

P.aeruginosa TB- Wildtyp

P.aeruginosa TB- 22D11
E.coli DH5a
}
. ® 108 Bakterien Abb. 3.32.

Immunologische Detektion der Fla-
® ‘ 7 . gellen von P.aeruginosa TB- Wl|d'-
107 Bakterien typ, dem Mutanten 22D11 und E.coli

DH5a mit einem P.aeruginosa- spe-
zifischen Anti- Flagellin- Antikorper.

Es ist deutlich zu sehen, dal3 das Signal der Transposonmutanten schwacher ist als
das des Wildtyps. Es ist aber trotzdem sehr viel starker als das unspezifische
Signal, das bei E.coli zu sehen ist. Dies war ein deutlicher Hinweis darauf, dal3 die
elektronenmikroskopisch beobachteten Strukturen verkurzte Flagellen und keine
verlangerten Haken sind. Die Verkirzung fuhrte zu den beobachteten schwécheren
Farbungen, bei einem verlangerten Haken wére das zu erwartende Signal aber eher
mit dem von E.coli vergleichbar gewesen.

Zusatzlich wurde zur Uberprifung der Genomstruktur in P.aeruginosa TB noch eine
PCR mit Primern auf fliK und fliJ durchgefuhrt. Erwartungsgeman gab es kein PCR-
Produkt. Dies bestatigt, da3 auch in P.aeruginosa TB diese beiden Gene nicht
benachbart liegen.
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Zusammenfassung

Die Expression von FliK ist essentiell fir die Motilitat von P.aeruginosa. Allerdings
wird im Gegensatz zu E.coli und S.typhimurium bei Ausschalten des Gens auch wei-
terhin ein verkirztes Flagellum aufgebaut. In P.aeruginosa ist fliK vom Rest des
zweiten Operons zur Flagellensynthese durch eine grofe Insertion getrennt. Es ist
daher anzunehmen, dal3 die Expression von FliK noch durch weitere Faktoren regu-
liert wird. Auch die Funktion ist nicht vollstdndig geklart. Wahrend die Aufgabe von
FliK in der Flagellensynthese gut untersucht werden konnte, ist dennoch nicht voll-
standig aufgeklart, warum das Ausschalten des entsprechenden Gens zu einer ver-
ringerten intrazellularen Uberlebensfahigkeit in Granulozyten filhrte. Eine logische
Vermutung aufgrund der groRen Ahnlichkeit im Aufbau von Flagellen und Typlll-
Sekretionssystemen (Macnae 1999) ware, dal3 FliK auch am Aufbau von Typlll-
Transportsystemen beteiligt ist und auch dort eine Aufgabe in der Erkennung der
auszuschleusenden Proteine hat. Dies ware auch eine Erklarung dafir, dal es evo-
lutionar fur P.aeruginosa keinen Nachteil darstellte, die Expression von fliK und die

Flagellensynthese zu entkoppeln.

3.8.11. 23B9
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : nicht quantifiziert
in AB- Serum : nicht quantifiziert
weitere Eigenschaften : Uberlebt schlecht in Granulozyten,

Uberlebensrate in Selektion I: ca.0,2

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA2468
Funktion: Moglicher o7°- Faktor (ECF- Familie)

Strukturmerkmale / Homologien: 70% Ahnlichkeit zu o™- Faktor Fecl ( E.coli )
Strukturelemente der o’°- Faktor ECF- Familie

Lange : 519 Bp =173 As.

Transposoninsertion: Position 367 (9 Bp uberlappend)
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Einflu® auf benachbarte Gene

Im P.aeruginosa PAO- Genom sind hinter PA2468 viele Gene angeordnet, die dem
Bereich Signallibertragung und Regulation zuzuordnen sind. PA2468 und PA2467
(mogl. Transmembransensor) werden zusammen transkribiert, evtl. sogar noch wei-

tere Gene (z.B. PA2466: mogl. TonB- abhéngiger Rezeptor).

Zusammenfassung

Die phanotypischen Veréanderungen waren bei diesem Mutanten nicht eindeutig dem
ausgeschalteten Gen zuzuweisen. Auf den nachsten 20 kBp, die auf das Transpo-
son folgen sind insgesamt 10 Proteine kodiert, die alle Funktionen als Signal-

rezeptoren oder Transmembransensoren haben.

3.8.12. 24A12
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten: 1,0
in AB- Serum : 0,15
Qns : 0,15
weitere Eigenschaften : Dieser Mutant zeigte an Epithel-

zellen eine zehnfach hohere Invasi-
vitat als der Wildtyp (s. Kap. 3.5.1.)
Im Proteasetest (Kap.3.7.3.) zeigte
er eine verringerte Proteasesekre-
tion.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA3192

Bezeichnung: gltR

Funktion: 2-Komponenten Response Regulator,
Transkriptionsregulator fir Katabolismus von
Kohlenhydraten, im besonderen Glucoseab-
bau.

Strukturmerkmale / Homologien: Strukturmerkmale eines Transkriptionsregula-
tors (C- terminal) und einer Response Regu-
lator Receiver- Domame

Nukleotidsubstitutionen: synonym: 302C—T; 449G— A; 518T—C
Lange : 729 Bp = 242 As.

Transposoninsertion: Position 429
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EinfluR auf benachbarte Gene

PA3192 liegt in einem Cluster zusammen mit anderen Genen, die fur Enzyme zum
Abbau von Glucosephosphat kodieren oder die diese Stoffwechselprozesse regulie-
ren. Das Ende der kodierenden Sequenz von PA3192 kénnte eine Haarnadel-
schleife ausbilden, es fehlt aber eine AT- reiche Sequenz, so dal3 diese Struktur,
selbst wenn sie eine Terminationsschleife darstellt, sicher nur ein schwaches Termi-
nationssignal ist. Es ist wahrscheinlicher, dal? die nachfolgenden Gene zusammen
mit PA3192 in einer RNA transkribiert werden.

weitere Informationen

Uber die Funktion des Gens PA3192 als Regulator des Glucosetransports existiert

zur Zeit nur eine einzige Quelle (Sace AE ET AL., 1996).

weitere Untersuchungen

In den veroffentlichten Untersuchungen wird GItR eine entscheidende Rolle bei der
Regulation des Glucosetransports unter aeroben Bedingungen zugesprochen.
Knock- out Mutanten waren nach den publizierten Untersuchungen nicht mehr in der
Lage, auf einem Minimalmedium mit 20 mM Glucose als einziger Kohlenstoffquelle
zu wachsen. Ebenfalls war bei Pulse- Chase- Experimenten mit radioaktiv markierter
Glucose keine Aufnahme oder Metabolisierung nachweisbar ( Sace AE eT AL., 1996).
Um dies fur P.aeruginosa TB zu Uberprufen, wurden Wildtyp und Transposonmutant
auf glucosehaltigem M9- Minimalmedium inkubiert.

P.aeruginosa TB- Wildtyp P.aeruginosa TB- 24A12

""-';,),;;/_ "

25mM  12mM 6 mM 25 mM 12mM  6mM

(Glucosekonzentration) (Glucosekonzentration)

Abb 3.33. P.aeruginosa TB- Wildtyp und Mutant 24A12 wurden auf M9- Minimal-
medium mit unterschiedlichen Glucosekonzentrationen aufgetragen
und 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Es waren keine Unterschiede im
Wachstum zu sehen.
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Bei keiner der untersuchten Glucosekonzentrationen war eine Abweichung im
Wachstum von Wildtyp und Transposonmutant zu sehen. Dies bedeutet, dal3 entwe-
der die Schluf3folgerungen aus den in der Literatur angegebenen Resultaten fehler-
haft sind oder dal3 P.aeruginosa TB die Aufnahme von Glucose auf eine andere Art
reguliert als P.aeruginosa PAOL.

Beide Mdglichkeiten sind bisher nicht auszuschlie3en. Zum Ausschalten von gltR
wurde das Gen in der Literatur durch Einfiigen eines ca. 4 kB grol3en DNA- Frag-
ments ausgeschaltet. Dies kann nicht nur gltR selbst ausgeschaltet haben, sondern
auch die Expression der nachfolgenden Gene verhindert haben, die alle eine Funk-
tion im Metabolismus oder Transport von Glucose haben. GItR mag tatsachlich eine
Rolle im Glucose- Stoffwechsel spielen -die genomische Lokalisation legt dies nahe-
ob aber der in der Literatur erhobene Anspruch der Kontrolle des gesamten Gluco-
setransports berechtigt ist, bleibt nach den vorliegenden Ergebnissen zweifelhaft.

Zusammenfassung

GItR ist in P.aeruginosa TB nicht fir die Regulation der Glucoseaufnahme unter
aeroben Bedingungen verantwortlich. Das Ausschalten dieses Gens verringerte
deutlich die Resistenz des Transposonmutanten gegentber Blutserum. Das intrazel-
lulare Uberleben in Granulozyten wurde davon nicht beeintrachtigt. Bei Inkubation
mit Epithelzellen wurde eine fast zehnfach erhdhte Invasivitdt beobachtet. Dies
konnte eventuell auf eine veranderte Oberflachenstruktur des Bakteriums durch
einen abweichend regulierten Kohlenhydratmetabolismus hindeuten. Uber den
Zusammenhang des ausgeschalteten gltR mit der verringerten Proteasesekretion

liegen in den Datenbanken keine weiteren Informationen vor.

3.8.13. 24C5
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : nicht quantifiziert
in AB- Serum : nicht quantifiziert
weitere Eigenschaften : Uberlebt schlecht in Granulozyten,

Uberlebensrate in Selektion I: ca.0,1
Die Invasivitat in Epithelzellen war
ebenso wie des Adharenz verringert.
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Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA5551
Funktion: hypothetisches Protein

Strukturmerkmale / Homologien: In E.coli bilden gimS und glmU ein Operon. In
P.aeruginosa PAO liegen PA5551 und PA5550
zwischen diesen Genen.

Nukleotidsubstitutionen: nicht-synonym: GGC — GAC : G82D
TGG —-TTG : W154L
synonym: 494A -G
Lange : 510 Bp = 169 As.

Transposoninsertion: Position 393 (9 Bp uberlappend)

EinfluR auf benachbarte Gene

glmS, PA5550 (Regulator), PA5551 und glmU bilden in P.aeruginosa PAO zusam-
men eine polycistronische Genkassette und werden zusammen transkribiert. Durch
die Insertion des Transposons in PA5551 ist daher auch mit einem Ausfall der Gene
PA5550 und glmS zu rechnen.

weitere Informationen

Die Gene gimS und glmU kodieren fir Enzyme, die am Metabolismus von Amino-
zuckern beteiligt sind. Ein Ausfall dieser Gene kann somit zu Veranderungen in der
Zellwand und der LPS- Struktur fuhren.

Zusammenfassung

Der Mutant 24C5 wies eine geringere Uberlebensrate bei Inkubation mit Granulo-
zyten auf. Ebenso zeigte er in Invasivitatstests mit Epithelzellen eine geringere
Adhérenz und Invasivitat. Auch wenn bisher unklar ist, ob PA5551 selbst etwas mit
dem Metabolismus von Aminozuckern zu tun hat, so ist dennoch durch die Position
der Transposoninsertion zumindest das Gen gImS in seiner Transkription beeinfluf3t.
Dies kann zu Veranderungen in der Struktur der Zellwand und des LPS fithren und
damit schlief3lich auch eine verdnderte Adharenz des Transposonmutanten verursa-

chen.
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3.8.14. 37D8

Phanotypische Eigenschaften

Uberlebensfahigkeit in Granulozyten :
in AB- Serum :

Qe

Quorum Sensing :

weitere Eigenschaften :

0,2
0,3
15
Ausgeschaltet

keine Proteasesekretion
Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)

Gen- Nummer : PA4785

Funktion: AcylCoA- Thiolase

Strukturmerkmale / Homologien: 74% Ahnlichkeit zu FadA2 (Mycobacterium
tuberculosis)
Strukturmerkmal von Thiolase- Acyl Enzymen

Lange : 1278 Bp = 425 As.

Transposoninsertion: Position 926 (9 Bp uberlappend)

Einfluf} auf benachbarte Gene

Transposoninsertion

PA 4784 PA 4785 PA 4786 PA 4787

Abb.3.34. Schematische Darstellung der Sequenzumgebung der Transposon-

insertion bei dem Mutanten 37D8.

Die Gene PA4785 und PA4786 kodieren beide fir Enzyme des Fettsauremetabolis-

mus. Sie sind allerdings auf verschiedenen DNA- Strangen kodiert. Das Gen

PA4784 kodiert fur ein Regulatorprotein und liegt auf dem gleichen DNA- Strang wie
PA4786. Entsprechendes gilt fir PA4787 (Regulator) und PA4785. Im Sequenzbe-

reich von PA4784 bis PA4787 existieren keine offensichtlichen Terminationsstruktu-

ren. Es ware daher denkbar, daf3 hier jeweils ein Regulator und ein Protein fur den

Fettsaurestoffwechsel zusammen transkribiert werden. Aufgrund dieser uberlappen-
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den Struktur ware es deshalb mdoglich, dal3 die Transposoninsertion in PA4785
ebenfalls die Transkription von PA4786 (Bestandteil des Acyl- Carrier- Protein-
Komplexes) beeinflu3t, obwohl dieses Gen auf dem Gegenstrang kodiert ist.

Zusammenfassung

Welches der Gene PA4785 oder PA4786 hier fur den beobachteten Phanotyp ver-
antwortlich ist, ist nach den vorliegenden Daten nicht zu entscheiden. Fir bei dem
Aufbau der Homoserinlacton- Seitenkette durch Lasl oder Rhll ist ein Acyl- Acyl
Carrier Protein (PA4786) als Donor notwendig (Kap. 1.1.4.2.). Die AcylCoA- Thio-
lase (PA4785) katalysiert dagegen einen Schritt in der Elongation von Fettsauren.
Ein Ausschalten dieses Proteins kann daher ebenfalls zu einem Defekt in der
Produktion der Homoserinlacton- Seitenkette fihren.

3.8.15.41D3
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : 0,05
in AB- Serum : 0,4
Qe : 8
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA5349
Funktion: mogliche Rubredoxin Reduktase

Strukturmerkmale / Homologien: 59% Ahnlichkeit mit Rubredoxin Reduktase von
Acinetobacter calcoaceticus
partielle Signatur einer Aromaten-Hydroxylase
(Flavoproteinmonooxigenase), Strukturmerkmal
einer Pyridinnukleotid- Disulfidoxidoreduktase

Nukleotidsubstitutionen: synonym: 893G — C; 1055T —C
Lange : 1155 Bp = 384 As.

Transposoninsertion: Position 977 (9 Bp uberlappend)
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EinfluR auf benachbarte Gene

Die Gene vor PA5349 kodieren flur verschiedene Enzyme des Kohlenstoffkatabolis-
mus. PA5350 und PA5351 fur zwei Rubredoxin- ORFs, das auf PA5349 folgende
Gen (PA5348) kodiert fur ein mogliches DNA- bindendes Protein, dem (in den
Datenbanken) eine Funktion in der DNA- Replikation, - Modifikation, - Rekombina-
tion oder - Reparatur zugewiesen wird. Alle diese Gene (von PA5355 bis 5347)
werden vermutlich in einem Zuge von der RNA- Polymerase abgelesen.

weitere Informationen

Rubredoxin Reduktase ist eine Flavoproteinoxidoreduktase (Eccink G ET AL, 1990).
Sie arbeitet zusammen mit Rubredoxin und oxidiert so aliphatische Kohlenwasser-
stoffe mit Sauerstoff zu der entsprechenden Carbonsaure, die dann von anderen
Enzymen weiter metabolisiert werden kann. Rubredoxin Reduktase hat allerdings
auch noch eine weitere Funktion: Sie wirkt in einigen anaeroben Bakterien zusatz-
lich als Schutz gegen oxidativen Stref3 (Lumppio HL T AL,,2001). Auch bei Bakterien
mit aerobem Stoffwechsel kénnen Rubredoxin und Rubredoxin Reduktase ein wichti-
ger Schutz gegen oxidativen Strel3 sein. So kénnen sie z.B. in E.coli die Superoxid-
dismutase ersetzen (PianzzoLa MJ ET AL. 1996).

In P.aeruginosa wird die Expression zweier Superoxiddismutasen und einer Kata-
lase direkt Uber das LasR/Lasl- System reguliert. Das Quorum Sensing ist somit
auch in diesem Bakterium notwendig zur Kontrolle von oxidativem Stref3. Mutanten
mit einem Defekt in einem der beiden Regulationssysteme zeigen eine verringerte
Resistenz gegenuber Wasserstoffperoxid (Hassert DJ eT aL. 1999), wie es auch hier
beim Ausschalten der Rubredoxin- Reduktase zu beobachten war (s. unten).

weitere Untersuchungen

Entsprechend den Untersuchungen bei dem Mutanten 14C5 wurde auch der Mutant
41D3 auf seine Sensibilitdt gegenuber Peroxiden Uberprift. Das entsprechende Bild
ist in Kap. 3.8.4. zu sehen. Auch dieser Mutant zeichnete sich durch eine verringerte
Resistenz gegeniiber oxidativem Strel3 aus.
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Zusammenfassung

Der Transposonmutant 41D3 zeigte in der Inkubation mit Granulozyten eine deutlich
verringerte Uberlebensfahigkeit. Dies kann - dhnlich wie bei dem Mutanten 14C5 mit
dem Defekt in der Helikase - auf Grundlage der Ergebnisse der Inkubation auf per-
oxidhaltigem Vollmedium, direkt auf eine verringerte Resistenz gegenuber oxidati-
vem Stref3 zurtckgefihrt werden. Ob hierbei die verminderte Resistenz auf das Aus-
schalten der Rubredoxin Reduktase durch die Transposoninsertion direkt zurtickzu-
fuhren ist, oder ob das folgende Gen, dem (in den Datenbanken) eine mégliche
Funktion in der DNA- Reparatur zugesprochen wird, ist aus diesen Ergebnissen
noch nicht abschliel3end zu entscheiden.

Allerdings ist bekannt, dal3 in P.aeruginosa an der Resistenz gegenuber Wasser-
stoffperoxid in der stationdren Phase mindestens zwei Superoxiddismutasen und
eine Katalase beteiligt sind (Hassetrt DJ et aL. 1999). In diese Kategorie kdnnte auch
die funktionell sehr &hnliche Rubredoxinreductase einzuordnen sein. Dies wirde die
verringerte Uberlebensfahigkeit in Granulozyten erklaren.

Weiterhin produzierte der Mutant 41D3 keine Homoserinlactone. Wie es durch die
Transposoninsertion in der Rubredoxin Reduktase zu einem Ausschalten des
Quorum Sensings kommen kann, ist bislang unbekannt. Eine Vermutung wére, dafl3
die Rubredoxin Reduktase notwendig ist, um aliphatische hydrophobe Verbindungen
so zu oxidieren, dal} sie im Fettsauremetabolismus verarbeitet werden konnen. Der
Ausfall dieses Enzyms konnte die Synthese von aliphatischen Homoserinlactonen
beeinflussen, da durch den Knock- out keine oder nur wenige aliphatischen Seiten-
ketten fir die AHL- Synthese in den Mutanten vorhanden sind. (s. Mutant 3D1)

3.8.16. 47D7
Phanotypische Eigenschaften
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten : 0,3
in AB- Serum : 0,15
Qns : 0,5
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.
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Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)

Gen- Nummer : Nicht im PAO- Genom vorhanden

weitere Informationen

Auf Proteinebene existiert eine geringe Ahnlichkeit (2- e **°) zwischen der sequen-
zierten Region und einem hypothetischen ORF von Salmonella typhi. Auf Nukleo-
tidebene gab es keine Homologien.

weitere Untersuchungen
In einer Southern- Hybridisierung wurde die mit Pstl- verdaute genomische DNA ver-
schiedener P.aeruginosa - Isolate mit der flankierenden Sequenz der Transposon-

insertion hybridisiert:

1 283 4

Abb. 3.35.
Southern Hybridisierung Pstl- verdauter genomischer DNA
verschiedener P.aeruginosa- Isolate mit der unbekannten DNA-

’ Sequenz aus dem Mutanten 47D7.
. 1: P.aeruginosa CSGB8
2: P.aeruginosa SG17M

3: P.aeruginosa TB
4: P.aeruginosa PAO

Die unbekannte DNA- Sequenz ist nicht nur in P.aeruginosa TB sondern auch in den
beiden untersuchten Isolaten P.aeruginosa CSGB8 und SG17M vorhanden. Mit P.

aeruginosa PAO zeigte sich erwartungsgemal kein Signal.

Zusammenfassung

Die unbekannte Sequenz ist keine klonspezifische DNA von P.aeruginosa TB, da sie
auch in zwei Isolaten des Klons C (P.aeruginosa SG17M und CSGB8) vorkommt.
Eine Transposoninsertion in diesem Bereich, der in P.aeruginosa PAO nicht exi-
stiert, schaltete das Quorum Sensing von P.aeruginosa TB vollstandig aus. Dies
bedeutet, da? das Quorum Sensing in diesen Bakterien teilweise anders reguliert
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wird. Auf3erdem werden in der unbekannten DNA- Sequenz - zumindest in einer
Subpopulation von P.aeruginosa - zusatzliche entscheidende Faktoren fur die
Expression des Quorum Sensings kodiert, die bei Untersuchungen des genetischen
Referenzstammes PAO nicht gefunden werden.

3.8.17. B7A11

Phanotypische Eigenschaften

Quorum Sensing : keine Produktion von kurzkettigen
AHL, nur sehr geringe Produktion
von langkettigen AHL.

weitere Eigenschaften : Proteasesekretion nicht
ausgeschaltet

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA5415

Funktion: Serinhydroxymethyltransferase
(Aminosaurebiosynthese und -metabolismus:
Gly-, Ser-, Thr- Metabolismus, Lys- Synthese,
CH.- Metabolismus und C;- Reservoir)

Strukturmerkmale / Homologien: 82% Ahnlichkeit mit Serinhydroxymethyltrans-
ferase aus E.coli.
Strukturmotiv einer Aminotransferase Klasse Il
und eine Bindungsstelle fur Pyridoxalphosphat.

Nukleotidsubstitutionen: nicht-synonym: CGG — CAG : R76Q
GGG — GCC : G304A
synonym: 161C — T, 228G — A 251T —C,;
287G —A; 308A —G; 416A —C;
770T —C; 935T —-C

Lange : 1254 Bp = 417 As.

Transposoninsertion: Position 567 (9 Bp uberlappend)

EinfluR auf benachbarte Gene

Hinter PA5415 existieren mindestens 4 verschiedene Moglichkeiten, um Termina-
tionsstrukturen auszubilden. Méglicherweise handelt es sich dabei um Proteinbin-
dungsstellen, durch die die Transkription und Translation der folgenden Gene
(Sarkosin- Oxidase und Proteine des C;- Metabolismus) reguliert werden kénnen.
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Zusammenfassung

Eine inhaltliche Verbindung der Serinhydroxymethyltransferase zum Quorum Sen-
sing ist der aktuellen Literatur nicht zu entnehmen. Der einzige bekannte Zusam-
menhang besteht darin, dal} die Serinhydroxymethyltransferase eine Funktion im
C1- Metabolismus hat. S-Adenosylmethionin ist sowohl ein internes Reservoir fur
den C1- Metabolismus, andererseits aber auch fur die Produktion von Homoserinlac-
tonen notwendig. Eventuell kommt es durch das Ausschalten der Serinhydroxy-
methyltransferase zu einer Verringerung der Konzentration an verfugbarem S-

Adenosylmethionin.

Eine weitere Moglichkeit ware, dafld das Substrat des ausgeschalteten Proteins nicht
Serin, sondern Homoserin ist und so das Quorum Sensing direkt betroffen wére. Die
bei der Erstellung der Datanbank verwendeten Algorithmen zur Funktionszuweisung

kdnnen einen solchen Unterschied nicht erkennen.

3.8.18. B7D3
Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Verstarkt
weitere Eigenschaften : Verstarkte Proteasesekretion
(s. Kap.3.7.3))

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PAO0740
Bezeichnung: yjcS
Funktion: mogliche (- Lactamase

Strukturmerkmale / Homologien: 62% Ahnlichkeit mit hypothetischem Protein
YjcS aus E.coli
Strukturmerkmale der Metallo- - Laktamase
Superfamilie

Nukleotidsubstitutionen: synonym: 452T —C; 545T —G; 551T —C;
893C —T,; 908T —C; 950T —C

Lange : 1977 Bp = 658 As.

Transposoninsertion: Position 680 (9 Bp uberlappend)
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Einflu® auf benachbarte Gene

Alle Gene in der Umgebung von PA0740 werden auf dem anderen DNA- Strang
kodiert. PAO740 selber hat eine typische Promotor- und Terminatorstruktur. Cis-
Effekte sind somit auszuschliel3en.

weitere Untersuchungen

Eine Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) verschiedener [3-
Lactam- Antibiotika zeigte keine gesteigerte Sensibilitat des Transposonmutanten im
Vergleich zum Wildtyp.

Zusammenfassung

Aufgrund der fehlenden Kenntnisse Uber die Spezifitat der gefundenen R3- Lacta-
mase ist keine Aussage Uber die Funktion des gefundenen Enzyms mdglich. Eine
Hypothese ware, dal} es sich bei dem kodiertenen Enzym nicht um eine [3- Lacta-
mase, sondern um eine Homoserinlactonase handelt, die an der Inaktivierung von
Autoinducern beteiligt ist. Uber den Abbau von Homoserinlactonen ist bisher nichts
bekannt. Ein Defekt im Abbauweg wirde aber die in den Messungen (Kap. 3.6.)
gefundene erhOhte Konzentration an Homoserinlactonen bei diesen Transposon-
mutanten gut erklaren. Ebenfalls kann mit dieser Hypothese durch die erhdohte Auto-
inducerkonzentration auch die verstarkte Proteasesekretion des Mutanten B7D3

erklart werden.

3.8.19. D8AS
Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA0652
Bezeichnung: vir

Funktion: Transkriptionsregulator fir Quorum Sensing
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Strukturmerkmale / Homologien: CAMP- Rezeptor
Lange : 645 Bp = 214 As.

Transposoninsertion: Position 349

Einflu® auf benachbarte Gene

Alle Gene in der Umgebung von PA0652 werden auf dem anderen DNA- Strang
kodiert. PA0652 selber hat eine typische Promotor- und Terminatorstruktur. Cis-
Effekte sind somit auszuschliel3en.

weitere Informationen
Vir ist ein Ubergeordneter Regulator fir das gesamte Quorum Sensing in
P.aeruginosa (ALsus AM, lcLEwski BH ET AL. 1997) (s. Kap. 1.1.4.2.).

Zusammenfassung

Vfr ist einer der zentralen Regulatoren des Quorum Sensing. Dal} die
Transposoninsertion in dieses Gen die Sekretion von Homoserinlactonen
ausschaltete, war demnach zu erwarten gewesen. Auf der anderen Seite aber war
dieses Ergebnis positiv zu bewerten, bewies es doch die Funktionsfahigkeit des
gewahlten Selektionssystems. Auch wenn die Funktion der entdeckten Gene
teilweise noch nicht dem Quorum Sensing zugeordnet werden konnte, bestatigte
dieses Ergebnis, dal3 die identifizierten Gene tatsachlich die Homoserinlacton-
Produktion der Bakterien beeinflussen.

Das Auffinden von vfr lieferte keine neue Erkenntnis, kann aber als Bestatigung fur
die Korrektheit der Ergebnisse gelten.

3.8.20. D8AG6
Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)

Gen- Nummer : Nicht im PAO- Genom vorhanden
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weitere Untersuchungen:

Wie bei dem Mutanten 47D7 (3.8.16.) wurde auch hier in einer Southern-
Hybridisierung die mit Pstl- verdaute genomische DNA verschiedener P.aeruginosa -
Isolate mit der flankierenden Sequenz der Transposoninsertion hybridisiert:

Abb. 3.36.
Southern Hybridisierung Pstl- verdauter genomischer DNA
- ver- schiedener P.aeruginosa- Isolate mit der unbekannten
DNA- Sequenz aus dem Mutanten D8AG.
1: P.aeruginosa CSGB8
2: P.aeruginosa SG17M
12 .3 3: P.aeruginosa PAO
o 4: P.aeruginosa TB

Die unbekannte DNA- Sequenz ist nicht nur in P.aeruginosa TB sondern auch in den
beiden untersuchten Isolaten P.aeruginosa CSGB8 und SG17M vorhanden. Mit

P.aeruginosa PAO zeigte sich erwartungsgemaf kein Signal.

Zusammenfassung

Wie bei dem Mutanten 47D7 (3.8.16.) ist die unbekannte Sequenz keine
klonspezifische DNA von P.aeruginosa TB, da sie auch in zwei Isolaten des Klons C
(P.aeruginosa SG17M und CSGB8) vorkommt. Eine Transposoninsertion in diesem
Bereich, der in P.aeruginosa PAO nicht existiert, schaltete das Quorum Sensing von
P.aeruginosa TB vollstdndig aus. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dafl} das
Quorum Sensing von P.aeruginosa TB - und eventuell auch von anderen
P.aeruginosa- Isolaten - durch zuséatzliche Faktoren reguliert wird, die von den

Untersuchungen bei PAO unbekannt sind.
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3.8.21. D8B6
Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA2028
Funktion: maoglicher Transkriptionsregulator

Strukturmerkmale / Homologien: 61% Ahnlichkeit mit azIB (B.subtilis)
Signatur eines bakteriellen Regulatorproteins
der asnC Familie

Lange : 474 Bp = 157 As.

Transposoninsertion: Position 144 (9 Bp uberlappend)

Einfluf} auf benachbarte Gene

PA2028 verfugt Uber keine Terminationsstrukturen. Es bildet wahrscheinlich
zusammen mit PA2029 (hypothetisches Protein) eine polycistronische Genkassette.

Zusammenfassung
Der Einflul® der Transposoninsertion in PA2028 auf die Produktion an Homoserinlac-
tonen und die Proteasesekretion war eindeutig. Leider existieren keine Informatio-

nen uber Art der Aktivierung oder Bindungspartner von PA2028 oder PA2029.

3.8.22. D8B7

Phanotypische Eigenschaften

Quorum Sensing : stark reduziert, nur langkettige
aliphatische Homoserinlactone
werden produziert

weitere Eigenschaften : geringe Proteasesekretion, die durch
Zugabe von P.aeruginosa TBw
stimuliert werden kann.
Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.
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Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA2122
Funktion: Hypothetisches Protein, unklassifiziert
Strukturmerkmale / Homologien: 4 vorhergesagte Transmembranhelices
Nukleotidsubstitution: synonym: 479C —A
Lange : 1137 Bp = 378 As.

Transposoninsertion: Position 155

EinfluR auf benachbarte Gene

Eine mogliche Terminationsstruktur von PA2122 ist nur schwach ausgepragt. Wahr-
scheinlich wird das Gen zusammen mit den folgenden (PA2123 (Transkriptionsregu-
lator), PA2124 und PA2125 (beides Dehydrogenasen)) transkribiert.

weitere Untersuchungen

D8B7 zeigte auf Caseinagar (Kap. 3.7.3.) eine geringe Sekretion von Protease.
Diese konnte bei Anwesenheit von P.aeruginosa TB,: deutlich bis auf das Niveau
des Wildtyps angehoben werden. (s. Kap. 3.7.3.; Abb.3.28.)

Zusammenfassung

Durch die Transposoninsertion in PA2122 kam es zu einer Verringerung der Pro-
duktion an Homoserinlactonen und der Sekretion von Proteasen. Nur langkettige
aliphatische Homoserinlactone wurden noch auf niedrigem Niveau produziert. Bei
exogener Supplementierung, z.B. durch P.aeruginosa - Wildtyp, wurde auch in den
Transposonmutanten die Produktion von allen Homoserinlactonen und Protease
induziert. Dies deutet darauf hin, daf3 der Defekt nicht in der Produktion oder Sekre-
tion der Autoinducer liegt, sondern in deren Regulation, da sonst keine Stimulation
von auflden mdoglich ware. Als Ursache des Defektes kommen zwei Gene in Frage.
PA2122 als membrangebundenes Protein mit 4 Transmembranhelices kdnnte eine
Sensorfunktion z.B. fur Homoserinlactone haben, PA2123 kénnte als Transkriptions-
regulator direkten EinfluR auf die Regulation des Quorum Sensing haben.
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3.8.23. DOC10
Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Ausgeschaltet
weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion

Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA2591
Funktion: Transkriptionsregulator

Strukturmerkmale / Homologien: 46% Ahnlichkeit mit DMSO - Reduktase -
Regulatorprotein DorX (Rhodobacter
sphaeroides)

Signatur der LuxR- Familie

Lange : 807 Bp = 268 As.

Transposoninsertion: Position 156 (9 Bp uberlappend)

Einflu® auf benachbarte Gene

Hinter PA2591 liegt eine mdgliche Terminationsschleife. Diese Struktur ist allerdings
nicht besonders stark ausgepragt. Eventuell werden daher die nachfolgenden Gene
PA2590 und PA2589 (beides hypothetische ORFs) von der RNA- Polymerase

mittranskribiert.

Zusammenfassung

Das identifizierte Gen PA2591 gehdrt zur Familie der LuxR- Regulatoren, wie z.B.
auch Vir (s. Kap. 3.8.20.). Bei allen gram- negativen Bakterien, deren Quorum Sen-
sing bisher untersucht wurde, gehort mindestens ein LuxR- verwandtes Protein zum
Regulationssystem des Quorum Sensings (s. Kap. 1.1.4.). In diesem Zusammen-
hang ist interessant, dal} das Ausschalten von PA2591 zum vollstandigen Ausfall
des Quorum- Sensings in P.aeruginosa TB fuihrte. Es kdnnte sich hier also um einen
weiteren - bisher unbekannten - Regulator des Quorum Sensings in P.aeruginosa

handeln.
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3.8.24. D10B10

Phanotypische Eigenschaften
Quorum Sensing : Ausgeschaltet

weitere Eigenschaften : keine Proteasesekretion
Phanotyp entsprechend Kap. 3.7.3.

Ausgeschaltetes Gen (It. P.aeruginosa Genomprojekt)
Gen- Nummer : PA1322
Bezeichnung: pfuA
Funktion: moglicher TonB- abhangiger Rezeptor

Strukturmerkmale / Homologien: 44% Ahnlichkeit zu einem Ferrichrom-
Eisenrezeptor (S.paratyphi)
C-terminale TonB- Rezeptor- Kassette

Nukleotidsubstitutionen: Synonym: 1559G — A; 1613G —A)
Lange : 2199 Bp = 732 As.

Transposoninsertion: Position 1756 (9 Bp tUberlappend)

Einflu® auf benachbarte Gene

Hinter pfuA liegt eine starke Terminationssequenz. Sogar bei der Sequenzierung
traten in diesem Bereich grof3e Probleme auf. Eine Auswirkung der Transposonin-
sertion auf die Transkription der nachfolgenden Gene ist somit auszuschlief3en.

weitere Informationen

TonB ist ein sezerniertes Protein, dal} Eisen aus dem umgebenden Medium mit
hoher Affinitat bindet und P.aeruginosa zufihrt. Wird TonB in P.aeruginosa PAO
ausgeschaltet, so wird auch kein Pyoverdin und Pyochelin mehr produziert. Eben-
falls sind P.aeruginosa PAO- Mutanten mit einem Defekt in tonB im Gegensatz zum
Wildtyp nicht mehr in der Lage, immunsupprimierte Mause letal zu schadigen oder
auch nur zu uberleben. Die TonB- abhangige Eisenaufnahme ist somit fir P.aeru-

ginosa essentiell, um einen Wirt zu infizieren (Takase H et aL. 2000)
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Zusammenfassung

In der aktuellen Literatur ist beschrieben, daf? die Eisenaufnahme von P.aeruginosa
Uber das Quorum Sensing reguliert wird (StintziET AL1998). Bei dem hier gefundenen
Transposonmutanten lauft die Regulation aber in der entgegengesetzten Richtung:
Das Ausschalten eines TonB abhangigen Eisen- Rezeptors fihrt zum Ausschalten
der Produktion von Homoserinlactonen. Ein solcher Regulationsmechanismus ist
bisher in der Literatur nicht beschrieben. In anderem Zusammenhang wurde jedoch
bei einer Inaktivierung von TonB gezeigt, dal’ dieser Mutant ebenfalls keine Pyover-
dinproduktion mehr aufweist. Die Produktion dieser Siderophore ist aber direkt tber
das Quorum Sensing reguliert, so dal’ auch hier ein Zusammenhang zwischen der
Eisenaufnahme und der Expression des Quorum Sensings nachgewiesen wurde
(Takase H et aL. 2000). Die Ergebnisse der Untersuchungen in der vorliegenden
Arbeit beweisen zweifelsfrei die Richtung der hier vorgefundenen Regulation, in der
PfuA einen regulatorischen Einflu auf das Quorum Sensing hat.

3.9. Funktionelle Interpretation der Phanotypen

Im folgenden Abschnitt werden die Transposonmutanten, bei denen eine Funktions-
vorhersage moglich war, entsprechend ihren phanotypischen Eigenschaften einge-

ordnet und die jeweiligen Ursachen kurz zusammenfassend interpretiert.

3.9.1. Sensibilitat gegentiber humanem Blutserum
Serumsensible Transposonmutanten:

2D5 15A3 24A12 47D7

Serumresistente Transposonmutanten:

15B10

Alle Transposonmutanten, die eine Veranderung in ihrer Serumsensibilitat aufwie-
sen und bei denen den ausgeschalteten Proteinen eine Funktion zugeordnet werden
konnte, weisen vermutlich eine Veranderung ihrer Membranstruktur oder ihrer Algi-

nathille auf.
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15A3 weist eine Mutation in einem Gen direkt hinter dem bekannten Alginat- Operon
auf und ist von diesem durch keine offensichtliche Terminationssequenz getrennt.
Es ist daher anzunehmen, daf dieses Gen zusammen mit den folgenden 5 (unbe-
kannten) Genen bei der Transkription des Alginat- Operons ebenfalls transkribiert
wird. Aufgrund dieser genomischen Anordnung ist zu vermuten, daf} auch diese
unbekannten Gene eine Funktion in der Alginatsynthese oder deren Regulation
haben.

Bei 24A12 ist das Gen gltR ausgeschaltet. Auch wenn die in der Literatur postulierte
Funktionszuordnung (Sace ET AL. 1996) zumindest bei P.aeruginosa TB nicht nachge-
wiesen werden konnte, so ist trotzdem aufgrund von Sequenzhomologien und der
genomischen Umgebung im P.aeruginosa- Genom eine Regulatorfunktion im Koh-
lenhydratmetabolismus wahrscheinlich. Die Transposoninsertion kdnnte daher eine
veranderte Oberflachenstruktur oder Unterschiede in der Extrazellularmatrix bewir-
ken. Diese Anderungen in der Bakterienoberflache kénnen auch die Ursache fir die
beobachtete hthere Invasivitat in Epithelzellen sein.

Der Transposonmutant 15B10, bei dem das Transposon in das Gen pilQ inseriert
wurde, weist eine deutlich erhdhte Serumstabilitat auf. PilQ ist ein Bestandteil der
TyplV- Fimbrien von P.aeruginosa (Martin ET AL 1993). Es ist unbekannt, wie das
Ausschalten dieses Gens zu einer erhdhten Serumstabilitat fihren kann, ist aber ein
weiterer Hinweis darauf, daf3 die Struktur von auf3erer Zellmembran und Extrazellu-

larmatrix entscheidend fir die Serumresistenz sind.

Uber die Mutanten 2D5 und 47D7 liegen leider so wenig Informationen vor, daR eine
detaillierte Interpretation der Ergebnisse nicht mdglich ist.

Fast alle darauf untersuchten Transposonmutanten mit einem Defekt im Quorum
Sensing wiesen eine erhohte Serumsensibilitat auf (2D5, 37D8, 41D3, 47D7). Da die
Alginat- Synthese Uber das Quorum Sensing reguliert wird, bestétigt diese Koinzi-
denz ebenfalls, dal3 die Extrazellularmatrix ein entscheidender Faktor fir die Serum-

resistenz ist.
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3.9.2. Intrazellulares Uberleben in Granulozyten
Verringerte intrazellulare Uberlebensfahigkeit in Granulozyten:
3D1 14C5 19C2 20A6 22D11  41D3

Keine sichere Zuordnung des Phanotyps moglich:
18A12  23B9 24C5 37D8

Bei den Mutanten 14C5 und 41D3 wurden durch die Transposoninsertion Gene aus-
geschaltet, die fur die Resistenz der Bakterien gegentber oxidativem Strel3 notwen-
dig waren. Dies war eindeutig durch die erhéhte Peroxidsensibilitat dieser Mutanten
nachweisbar. Die Funktionszuordnung ist fir den Mutanten 14C5 eindeutig: Das
Ausschalten der Helicase RecQ fuhrte zu einem Defekt in der Reparatur oxidativer
DNA- Schéaden. Bei dem Mutanten 41D3 kann das Fehlen von zwei verschiedenen
Proteinen die erhdhte Peroxidsensibilitdt verursacht haben: In E.coli wurde nachge-
wiesen, dal’ die Rubredoxin Reduktase, deren Gen in diesem Transposonmutanten
ausgeschaltet wurde, anstelle einer Superoxiddismutase die Entgiftung reaktiver
Sauerstoffverbindungen tdbernehmen kann. Dabei wird eine Methylgruppe eines
Akzeptormolekiils durch Ubertragung von zwei Sauerstoffatomen zu der ent-
sprechenden Carbonséaure oxidiert. In P.aeruginosa sind bisher zwei Superoxiddis-
mutasen und eine Katalase zur Entgiftung von aktiven Sauerstoffradikalen bekannt,
die in der stationaren Phase durch das Quorum Sensing verstéarkt exprimiert werden.
Die Entgiftung von Sauerstoff hat somit fiir P.aeruginosa eine entscheidende Bedeu-
tung. Der Ausfall eines der Entgiftungsmechanismen kann eventuell die Ursache
dafur sein, dal3 die phagozytierten Mutanten des Stammes 41D3 nicht mehr intrazel-
lular in Granulozyten uberleben kdnnen. Die Transposoninsertion fand allerdings in
einer polycistronischen Genkassette statt, so daf} auch die Expression weiterer
Gene beeintrachtigt sein kann. Das der Rubredoxin Reduktase im Operon folgende
Gen kodiert fur ein DNA- bindendes hypothetisches Protein, dem in der PAO- Daten-
bank eine Funktion bei der DNA - Modifikation und - Reparatur ohne nahere Anga-
ben zugesprochen wurde. Auch dieses Gen konnte fiir die verringerte Uberlebens-
fahigkeit in Granulozyten verantwortlich sein, wenn das kodierte Protein, ahnlich
RecQ, eine Funktion in der Reparatur von oxidativen DNA- Schaden hat.
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Der Transposonmutant 22D11 weist einen Defekt in der Flagellensynthese auf. Das
ausgeschaltete Protein dhnelt in Proteinsequenz und Lage dem FliK in E.coli. Seine
Funktion scheint aber abweichend zu sein, da die P.aeruginosa- Transposonmutan-
ten trotz der Insertion in der Lage sind, Flagellin zu exportieren, was in E.coli nicht
mehr moglich ist. Trotzdem sind die Flagellen stark verkirzt und nicht mehr funktio-
nell. Diese phanotypische Veranderung kann aber weder die Ursache fur die verrin-
gerte Uberlebensfahigkeit in Granulozyten noch fiir die geringere Invasivitat in Epi-
thelzellen sein. In der Selektion | (Kap. 3.4.) wurde der Selektionsansatz aus Bakte-
rien und Granulozyten standig geschuttelt, so daf3 die Eigenbewegung der P.aeru-
ginosa vernachlassigbar war. In der Untersuchung zur Invasivitat in Epithelzellen
(Kap. 3.5.) wurden die Bakterien durch Zentrifugation auf die adharenten Zellen
sedimentiert, so dal} ein Zell- Zell Kontakt bei Beginn des Experiments hergestellt
wurde. In beiden Untersuchungen war somit die Motilitat der Bakterien fir die Ergeb-
nisse unwichtig. Die gemessenen phanotypischen Veranderungen missen daher
eine andere Ursache haben. Eine Mdglichkeit wéare, dal’ das P.aeruginosa- homo-
loge Gen zu fliK fur ein Protein kodiert, das auch bei dem Aufbau und den Sekre-
tionsprozessen des Typ llI- Transportsystems beteiligt ist. Dieses Sekretionssystem
ahnelt im Aufbau dem Flagellum und ist evolutiondr mit ihm verwandt, unterscheidet
sich jedoch von diesem in den exportierten Proteinen (Macnas 1999). Das Typ llI-
System transportiert Pathogenitatsfaktoren (z.B. lytische Enzyme, die das Cytoske-
lett der Wirtszelle auflésen) nur bei direktem Zell- Zell Kontakt durch die Zellmem-
bran einer eukaryontischen Wirtszelle in deren Cytosol. Dieses Sekretionssystem
ist neben P.aeruginosa auch in anderen pathogenen, intrazellularen Bakterien, wie
Yersinia spec. oder Salmonella spec. ( CorneLis & Van Gusecem 2000) zu finden. Ein
Ausschalten des fliK- homologen Gens in P.aeruginosa hatte somit einen direkten
EinfluR auf die Invasivitat und das intrazellulare Uberleben phagozytierter Bakterien,
deren Eindringen in das Cytosol der Granulozyten deutlich erschwert ware. Gestutzt
wird diese Theorie dadurch, dal3 das fliK- homologe Gen durch eine grof3e Insertion
vom Rest des Operons getrennt ist, in dem es in E.coli zu finden ist. Die Regulation
dieses Gens ist somit von der Flagellensynthese unabh&ngig. Diese Entkopplung
scheint beim Auftreten flr P.aeruginosa kein evolutionarer Nachteil gewesen zu
sein, was ebenfalls die Vermutung stitzt, dal? dieses Gen eine doppelte Funktion im
Aufbau der Flagellen und im Typ llI- Sekretionssystem haben kdnnte.

Bei dem Mutanten 3D1 kodierte das ausgeschaltete Gen fir ein Protein, das einen
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Kanal durch die &ufRere Bakterienmembran bildet. Das erkannte Substrat ist unbe-
kannt - es handelt sich jedoch um ein kleines hydrophobes Molekil, das bei dem
anschlie3enden Transport durch die innere Membran durch Kopplung mit Coenzym
A aktiviert und im Cytosol metabolisiert wird. Die genaue Aufgabe dieses Proteins ist
fur P.aeruginosa nicht bekannt, das orthologe Protein FadL aus E.coli ist jedoch
detailliert untersucht worden. In E.coli transportiert FadL langkettige Fettsduren
durch die &ufRere Zellmembran. Bei aul3erem Strel3 (hohe Wachstumsdichte oder
Inkubation bei 42° C) wird die Expression dieses Gens deutlich verstarkt. Ein Aus
schalten von fadL fihrt dazu, dafl3 die Bakterien nicht langer aus dem logarithmi-
schen Wachstum in die stationare Phase umschalten kénnen (FAarReweLL ET AL. 1996).
Ebenfalls werden Hungerphasen von diesen Mutanten nur schlecht Gberlebt. In Hae-
mophilus influenzae ist ein entsprechendes orthologes Gen fir eine Infektion (BoLouc
eT AL. 2000) essentiell. Diese Befunde lassen den Schluf3 zu, daf3 auch in P.aeru-
ginosa die Funktion des FadL- ahnlichen Proteins in irgendeiner Weise mit der Ant-
wort auf &ulRere Stref¥faktoren verbunden ist. Wie diese Verbindung von einem
Transportmolekil der &ufReren Zellmembran zu einer Regulation von Stre3antwort
und Proteinexpression aussieht, ist bisher unklar.

Eine Mdoglichkeit ware, dall das FadL- ahnliche Protein ein Transportsystem fir
langkettige Homoserinlactone darstellt, die ohne Transportsystem nicht die bakteri-
elle Zellmembran passieren kdnnen (peKieviT & lcLewski 2000). Diese Theorie wirde
erklaren, warum die Transposonmutanten nicht zu einer verstarkten Produktion von
Homoserinlactonen fahig sind. Sie konnen die Wachstumsdichte der sie umgeben-
den Bakterien nicht mehr erkennen.

Eine andere Hypothese ware, dal3 das FadL- ahnliche Protein essentiell fur die Auf-
nahme von langkettigen aliphatischen Verbindungen ist, die nach weiterer Prozes-
sierung als Acyl- Seiten in der Produktion von aliphatischen Homoserinlactonen
(AHL) notwendig sind. Dies wurde erklaren, warum das entsprechende Gen in E.coli
in der stationdren Phase hochreguliert wird. Unter diesen Bedingungen ist die Pro-
duktion an AHL am hochsten und somit auch der Bedarf an aliphatischen Verbindun-
gen zum Aufbau der Seitenkette der Homoserinlactone. Ob diese Erkléarung
ausreicht, um so durch den Knock- out eines einzigen Transporters den Ausfall der
Produktion an AHL zu erklaren, ist zweifelhaft. Es ist nicht anzunehmen, dal? P.aeru-
ginosa fur den Aufbau einer C12-Fettsaure nur auf exogene Quellen angewiesen ist.

Ein Zusammenhang ist jedoch eindeutig nachgewiesen, da die Transposonmutanten
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nicht mehr in der Lage waren, auf verschiedene Arten von &uf3erem Strel3 angemes-
sen zu reagieren: Intrazellular in Granulozyten konnten die Bakterien den oxidativen
Stref3 nicht Gberleben, und bei der Untersuchung des Quorum Sensing war eine ver-
starkte Produktion von Homoserinlactonen, die angemessene Reaktion auf Strel3
durch hohe Wachstumsdichte, nicht mehr zu beobachten. Dies ist vergleichbar mit
der Reaktion von E.coli auf das Ausschalten von fadL.

Im P.aeruginosa - Wildtyp werden durch die Umstellung auf die Bedingungen der
stationaren Phase ebenfalls Mechanismen zur Abwehr von &auf3erem Streld hoch-
reguliert. Bei der Untersuchung der intrazellularen Uberlebensfahigkeit wurden Bak-
terien aus dieser Wachstumsphase in die Granulozyten uberfuhrt. Fand in den
Transposonmutanten vom Typ 3D1 aber keine Umstellung an die Bedingungen der
stationaren Phase statt, worauf die geringe Produktion an Pyoverdin und Homo-
serinlactonen hindeutet, so waren sie gegenuber aul3erem Strefl3 viel anfalliger und
konnten so in den Granulozyten nicht tGberleben. Dies deckt sich mit dem Befund,
dal3 P.aeruginosa in der stationaren Phase starkere Abwehrmechanismen gegen die
Immunantwort eines Wirts hat als in seiner logarithmischen Wachstumsphase.

Bei dem Transposonmutanten 19C2 ist das ausgeschaltete Gen unklassifiziert, so
daR weder Bindungspartner noch Substrate bekannt sind. Dennoch ist dies eines
der interessantesten Gene, die in diesen Untersuchungen gefunden wurden. Wah-
rend die Serumresistenz gegeniber dem Wildtyp unverandert, vielleicht sogar etwas
erhoht ist, Uberleben fast keine Transposonmutanten des Stammes 19C2 eine Pha-
gozytose durch Granulozyten. Ebenfalls zeigen sie eine stark verringerte Produktion
von Homoserinlactonen, aber keinen Totalausfall. Durch Zugabe von Autoinducern
konnte im Stamm 19C2 die eigene Produktion dieser Molekule induziert werden.
Dies lal3t den Schlul® zu, dafd durch die Transposoninsertion weder Aufnahme noch
Erkennung oder Produktion von Homoserinlactonen, sondern deren Regulation

beeinflu3t worden ist.

Eine funktionelle Interpretation der Transposoninsertion im Mutanten 20A6 ist auf-

grund mangelnder Informationen nicht moglich.
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Die Auswirkungen der Transposoninsertionen auf das intrazellulare Uberleben in
Granulozyten bei den Mutanten 18A12, 23B9, 24C5 und 37D8 werden nicht interpre-
tiert, da bei diesen drei Mutanten die Transposoninsertionen in polycistronischen
Genkassetten oder in einer anderen genomischen Umgebung stattfanden, die keine
eindeutige Aussage uber das Gen zuliel3, das fur den beobachteten Phanotyp

verantwortlich war.

3.9.3. Defekt im Quorum Sensing
Keine Produktion von Homoserinlactonen:

2D5 3D1 37D8 41D3 47D7
D8A3 D8A6 D8B6 D9C10 D10B10

Verringerte Produktion von Homoserinlactonen

19C2 24A12 B7A11  D8B7

Verstarkte Produktion von Homoserinlactonen
B7D3

Die meisten Transposonmutanten, bei denen die Produktion von Homoserinlactonen

ausgeschaltet wurde, lassen sich in eine der folgende Klassen einordnen:

1. Mutanten mit einem Defekt in einem Regulator

Die Transposoninsertion erfolgte beim Mutanten D8A3 im Gen vfr, das fur einen der
zentralen Regulatoren des Quorum Sensing kodiert (Awsus eT aL. 1997). Dal3 diese
Insertion zu einem Totalausfall der Produktion von Homoserinlactonen fuhrte, war zu
erwarten und ist in der angegebenen Literatur beschrieben. Das Auffinden dieser
Mutation belegt die Funktionsfahigkeit des angewendeten Selektionsverfahrens.

Bei dem Transposonmutanten D9C10 wurde ein Regulator vom LuxR- Typ ausge-
schaltet. Uber seine Spezifitat und Bindungspartner ist nichts bekannt, jedoch sind
die zentralen Regulatoren des Quorum Sensing aller gram- negativen Bakterien vom

LuxR- Typ. So ist z.B. auch Vir ein Regulatorprotein dieser Familie. Das Ausschal-

168



Ergebnisse und Diskussion

ten des Regulators im Mutanten D9C10 fihrte zum voélligen Fehlen von Homoserin-
lactonen. Dies bedeutet, dal? auch dieser Regulator in die Steuerung des Quorum
Sensing eingreift. Bisher war als Ubergeordneter Regulator nur Vir bekannt. Der
Funktion des gefundenen LuxR- Regulators war bisher unbekannt. Die Unter-
suchungsergebnisse zeigten, dafd durch Transposoninsertion in dieses Gen weder
kurzkettige noch langkettige aliphatische Homoserinlactone von dem Transposon-
mutanten produziert werden konnten. Dies bedeutet, daf3 dieser bisher funktionell
uncharakterisierte Regulator in einer ahnlich zentralen Position in die Produktion der
Autoinducer eingreift wie Vfr, bislang aber Gbersehen wurde.

Bei dem Mutanten D8B6 wurde ein Transkriptionsregulator ausgeschaltet. Weitere
Informationen Uber das betroffene Gen waren in Datenbanken nicht verfiigbar, eine

Interpretation ist daher nicht moglich.

Die Mutanten 19C2, 24A12 und D8B7 zeigten alle eine verringerte Produktion an
Homoserinlactonen, aber keinen volligen Ausfall. Sowohl fur den Mutanten 19C2
(Kap. 3.9.2.) als auch fiur den Mutanten 24A12 (Kap. 3.9.1.) ist eine Regulatorfunk-
tion zu vermuten, der genaue Mechanismus ihrer Wirkung auf das Quorum Sensing
ist aber nicht bekannt. Auch bei dem Mutanten D8B7 ist aufgrund des veranderten
Sekretionsmusters eine Sensor- oder Regulatorfunktion zu vermuten, wobei unklar
bleibt, ob die Wirkung der Insertion auf das ausgeschaltete Protein (unbekannte
Struktur, 4 Transmembranhelices) oder das nachfolgend kodierte (Regulator unbe-
kannter Spezifitdt) zuriickzufihren ist.

2. Mutanten mit einem Defekt im oxidativen Metabolismus hydrophober
Molekule

Der Mutant 2D5 weist eine Transposoninsertion in einer Oxidoreduktase unbekann-

ter Spezifitat auf. Eventuell ist die beobachtete Veranderung im Phanotyp aber auch

auf eines der nachfolgend kodierten Gene zuriickzuftihren, die ebenfalls fir Proteine

des oxidativen Abbaus aromatischer oder aliphatischer Substrate kodieren.
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Bei 3D1 ist ein Transportprotein der dul3eren Zellmembran ausgeschaltet, das einen
Kanal fur ein hydrophobes, bisher nicht genau definiertes Substrat bildet, welches in
einem zweiten Schritt von einem unspezifisch wirkenden Transportprotein durch die
innere Zellmembran transportiert und dabei mit CoA aktiviert wird (s. Kap. 3.9.2.).
Das an CoA gebundene Substrat wird in den Fettsauremetabolismus eingeschleust
und kann dort nach entsprechender Prozessierung eventuell als aliphatische Seiten-
kette bei der Synthese von Autoinducern verwendet werden.

Bei dem Mutanten 37D8 ist das fur die Expression der phanotypischen Veranderung
notwendige Gen nicht eindeutig bestimmbar. Es kommen zwei Gene in Betracht, die
am Aufbau des Multienzymkomplexes um das Acyl Carrier Protein (ACP) beteiligt
sind und eine Aufgabe im Fettsduremetabolismus haben. Eine an ein ACP gebun-
dene aliphatische Verbindung ist die fur den Aufbau von aliphatischen Homoserin-

lactonen notwendig.

Die im Mutanten 41D3 ausgeschaltete Rubredoxin Reduktase ist eine Monooxy-
genase und oxidiert Methylgruppen aliphatischer Substrate zu den entsprechenden
Carbonséuren (s. Kap. 3.9.2.). Es liegt hier entweder ein bisher unbekannter Regu-
lationsmechanismus des Quorum Sensings vor, oder die ausgeschaltete Rubredoxin
Reduktase hat eine essentielle Funktion in der Prozessierung aliphatischer Verbin-
dungen zu Aufbau der spezifischen Seitenkette von Homoserinlactonen.

Alle diese Mutanten haben einen Defekt im Metabolismus hydrophober, vermutlich
aliphatischer Molekile. Eine Hypothese fir die Funktionszuordnung zum Quorum
Sensing ware, dal} die ausgeschalteten Gene oder deren mittranskribierte Nachbarn
eine Funktion im Metabolismus der aliphatischen Seitenketten der Homoserin-

lactone oder bei deren Erkennung und Transport haben.

3. Mutanten mit Insertionen in unbekannten Sequenzen

Die Mutanten 47D7 und D8A6 weisen Transposoninsertionen in Sequenzen auf, die
nicht aus der Genomsequenzierung von P.aeruginosa PAO bekannt sind. Trotzdem
sind diese Sequenzen keine fur P.aeruginosa TB klonspezifische DNA, sondern sind
auch in anderen P.aeruginosa vorhanden, z.B. P.aeruginosa CSGB8 oder SG17M.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen (Kap. 3.6.) belegen, daf diese DNA- Sequen-
zen eine Funktion im Quorum Sensing haben. Die Art dieses Einflusses ist jedoch
unbekannt. In PAO funktioniert das Quorum Sensing auch ohne diese Sequenzen.
Wieso eine Transposoninsertion in diesem Bereich der DNA dann zu einem Ausfall
der Produktion an Autoinducern fiihrt, kann solange nicht geklart werden, wie die
weltweit durchgefiihrten Forschungsarbeiten zum Quorum Sensing Uberwiegend auf

P.aeruginosa PAO begrenzt bleiben.

4. Mutanten ohne Gruppenzugehoérigkeit

Bei dem Transposonmutanten B7A11 wurde eine Serinhydroxymethyltransferase
ausgeschaltet. Wie das Ausschalten dieses Gens mit dem Verlust des Quorum Sen-
sing zusammenhangt, ist fur P.aeruginosa ungeklart. Es existieren allerdings Ergeb-
nisse aus E.coli, wonach diese Bakterien unter Strel3 ihr Expressionsmuster andern.
Die Serinhydroxymethyltransferase wird in diesem Fall zusammen mit dem Protein
FadL und dem Acly- Carrier- Protein deutlich verstarkt produziert (OHea ET AL. 1997).
Ein Mutant mit der Transposoninsertion in einem FadL entsprechenden Protein
wurde im Zuge der Untersuchungen gefunden - 3D1 (Kap. 3.9.2.). Auch dieser
Mutant zeigt einen Defekt im Quorum Sensing und in der Reaktion auf Stref3fakto-
ren. Transposonmutanten, bei denen das Acyl- Carrier- Protein betroffen ist, wurden
nicht gefunden. Der Mutant 37D8 (s.0.) weist jedoch eine Transposoninsertion an
einer Position auf, wo sie ein anderes Protein dieses Multienzymkomplexes aus-
schaltet. Der Zusammenhang zwischen der Expression der Serinhydroxymethyl-
transferase und der Produktion von Homoserinlactonen konnte nicht aufgeklart
werden. Der einzige bekannte Zusammenhang besteht darin, daf} die Serinhydroxy-
methyltransferase eine Funktion im C;- Metabolismus hat. S-Adenosylmethionin ist
sowohl ein internes Reservoir fur den C;- Metabolismus, andererseits aber auch fur
die Produktion von Homoserinlactonen notwendig. Eventuell kommt es durch das
Ausschalten der Serinhydroxymethyltransferase zu einer Verringerung der Konzen-
tration an verfigbarem S-Adenosylmethionin und so zu einem Mangel an Homoserin
zum Aufbau der Autoinducer.

Eine andere Erklarung wére, dal} das Substrat des ausgeschalteten Proteins nicht

Serin, sondern Homoserin ist und so das Quorum Sensing direkt betroffen wére.
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Der Transposonmutant B7D3 weist eine Insertion in einem Gen auf, das fur eine
putative 3- Lactamase kodiert. Dieser Mutant zeigt eine deutlich gesteigerte Sekre-
tion von Autoinducern und Proteasen. Ein Substrat aus der Klasse der [3- Lactame
konnte bisher fur dieses Protein noch nicht gefunden werden. Bertcksichtigt man,
daR die Aufgabe von 3- Lactamasen in der Spaltung des Ringsystems der 3- Lac-
tamantibiotika liegt, so kann man vermuten, dal} das getroffene Enzym eventuell
eine Homoserinlactonase ist, die einen ersten Schritt im Abbau der Homoserinlac-
tone katalysiert. Das Ausschalten dieses Gens hatte somit einen deutlichen Anstieg
der Konzentration an Homoserinlactonen im Medium und damit eine verstarkte
Reaktion der Bakterien auf dieses Signal zur Folge. Allerdings ist bisher nichts tber
den Mechanismus des Abbaus von Autoinducern bekannt, so dal3 diese Vermutung
nicht belegt werden kann.

Durch die Transposoninsertion im Mutanten D10B10 wurde PfuA ausgeschaltet, ein
TonB- abhangiger Rezeptor, der eine Funktion in der Gewinnung von Eisen aus
dem umgebenden Medium hat. In dem zur Zeit bekannten Regulationsschema des
Quorum Sensing gibt es eine klare hierarchische Gliederung, nach der die Eisenauf-
nahme (z. B. Gber TonB) vom Quorum Sensing reguliert wird (peKieviT & IGLEwWSKI
2000). Der umgekehrte Weg - eine Regulation des Quorum Sensing Uber einen
Eisenrezeptor - ist bisher nicht bekannt. Trotzdem ist eine solche Regulation die ein-
zige Erklarungsmoglichkeit dafir, wie es durch das Ausschalten eines Eisenrezep-

tors zu einem Totalausfall der Produktion von Homoserinlactonen kommen kann.

Bei der Untersuchung der P.aeruginosa TB- Transposonmutanten auf ihre Produk-
tion von Homoserinlactonen wurden einige Gene gefunden, die in das bereits
bekannte Bild der Regulation des Quorum Sensing paldten (z.B. vfr). Andere waren
in ihrer Bedeutung bisher nicht dem Quorum Sensing zugeordnet worden, sind aber
aufgrund von Untersuchungen orthologer Gene in anderen Bakterien dem Quorum
Sensing zuzuordnen (z.B. die Gene der Mutanten 3D1, B7A11, 37D8). Die meisten
der gefundenen Gene deuten jedoch auf zusatzliche Regulations- und Feedback-
mechanismen hin, die in den bisherigen Modellen zum Quorum Sensing nicht

berucksichtigt werden.
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4. Perspektiven

In der vorliegenden Arbeit ist ein Verfahren zur STM in P.aeruginosa entwickelt
worden. Als Selektionskriterium wurde die intrazellulare Uberlebensfahigkeit von
P.aeruginosa TB - Transposonmutanten in Granulozyten gewéhlt. Bei Mutanten, die
diese Selektion nicht Uberleben konnten, wurden die flankierenden Bereiche der
genomischen Transposoninsertion sequenziert. Nur in einigen ausgewahlten Genen

wurde in der vorliegenden Arbeit eine funktionsspezifische Analysen begonnen.

Ein vorrangiges Ziel weiterfihrender Untersuchungen ist daher die funktionelle Cha-
rakterisierung der identifizierten Gene in einer habitat- und ORF- spezifischen Ana-
lyse. Hierzu missen die jeweiligen Gene auf Wechsewirkungspartner, Substrate und
ihre habitatspezifische Expression untersucht werden. Die dazu notwendigen Experi-

mente sind fur jedes Gen speziell zu entwerfen.

Zusatzlich miussen noch weitere Aspekte untersucht werden. Zum einen ist bei den
Transposonmutanten durch episomale Komplementierung des zerstérten Gens
nachzuweisen, dal’ das von der Transposoninsertion betroffene Gen tatséchlich fur
die beobachtete Verdnderung im Phanotyp verantwortlich war. Zum anderen ist zu
untersuchen, ob die hohe intrazellulare Uberlebensfahigkeit von P.aeruginosa TB
eventuell auf eine der Sequenzvarianten der identifizierten PAO- Gene zurickzufiih-
ren ist. Hierzu ist das entsprechende Gen aus P.aeruginosa TB in PAO zu integrie-
ren und die intrazellulare Uberlebensfahigkeit dieses PAO- Mutanten in Granulo-

zyten zu messen.

Das entwickelte Verfahren zur Transposonmutagenese ist am Beispiel P.aeruginosa
TB zur Untersuchung der intrazellularen Uberlebensfahigkeit in Granulozyten opti-
miert worden. P.aeruginosa TB oder seine klonalen Varianten sind aber seit mehr
als 10 Jahren nicht mehr von CF- Patienten isoliert worden. Die meisten Isolate
gehdren in Mitteleuropa zum Klon C. Es bietet sich daher an, in Erganzung der
Bibliothek von P.aeruginosa TB- Transposonmutanten auch eine Bibliothek von
Mutanten einer klonalen Variante des Klons C aufzubauen.
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5. Zusammenfassung

5.1. Transposonmutagenese in P.aeruginosa

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren zur effizienten Transpo-
sonmutagenese von P.aeruginosa - Isolaten entwickelt. Die meisten vergffentlichten
Ergebnisse, bei denen durch Transposoninsertionen Mutanten von P.aeruginosa
erzeugt wurden, beziehen sich auf den Stamm PAO oder dessen klonale Varianten.
Gerade fir die Mutagenese von Klinikisolaten existierte kein etabliertes Protokoll
und nur vereinzelte Stamme waren fir eine Transposonmutagenese zuganglich.
Ausgehend von einem fur gram- negative Bakterien verwendeten Standardprotokoll
wurden die Konjugationsbedingungen so optimiert, dafd die Effizienz der Transpo-
soninsertion in P.aeruginosa um 2 bis 3 GrofRenordnungen gesteigert werden
konnte. Neben einer Vielzahl von Faktoren, die jeweils die Konjugationseffizienz
leicht erhhten, erwies sich vor allem die Wahl der Vorinkubationsbedingungen der
P.aeruginosa- Isolate als entscheidend. Eine mehrtagige Vorinkubation bei 42° C auf
Blutagar fuhrte zu einer deutlichen Erh6hung der Konjugationseffizienz. Es ist auffal-
lig, dald genau die Bedingungen P.aeruginosa zur Aufnahme von fremder DNA befa-
higten, die auch wahrend einer akuten Infektion in einem Menschen vorliegen.

Zur Selektion wurde ein Minimalmedium mit Glycerol als einziger Kohlenstoffquelle
verwendet. Dies ermdglichte zum einen eine bessere Separation der Transposon-
mutanten von den E.coli- Donoren, die Glycerol nicht metabolisieren kénnen, zum
anderen muften die entstandenen Transposonmutanten auf diesem Minimalmedium
zum Wachstum alle anabolen Stoffwechselwege aktivieren. Eine Transposoninser-
tion in einem dieser Wege war fir den entsprechenden Mutanten letal. Es war daher
sichergestellt, daf3 die Insertionen in den asservierten Transposonmutanten nur
Gene betrafen, die nicht im anabolen Metabolismus verwendet wurden.

Das so optimierte Konjugationsprotokoll wurde auch zur Transposonmutagenese bei
anderen gentamicinsensiblen P.aeruginosa - Isolaten und zusatzlich auch bei einem
P.putida- Stamm verwendet. In allen Fallen konnten Transpositionseffizienzen
erreicht werden, die deutlich Gber den Literaturangaben lagen. Durch das hier erar-
beitete Konjugationsprotokoll sind somit eine Vielzahl von gentamicinsensiblen
Pseudomonas- Isolaten, auch Uber die Artgrenze von P.aeruginosa hinweg, einer

Transposonmutagenese zugénglich geworden.
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5.2. STM in P.aeruginosa TB

Zum Aufbau einer Bibliothek von P.aeruginosa TB- Transposonmutanten mit spezifi-
schen Signalsequenzen wurde als Donor- Plasmid der Vektor pTnMod-OGm ver-
wendet. Hiermit wurden zwar geringere Ausbeuten an Transposonmutanten als bei
Verwendung des pUT- Vektorsystems erzielt, dafir bot er methodisch grol3e Vorteile
in der Handhabung und durch die Mdglichkeit eines spateren ,Plasmid- Rescue*.
Die in diesen Vektor eingefugte Signalsequenz wurde auf der Grundlage der Arbeit
von M. Hensel neu konstruiert und fir den Gebrauch in P.aeruginosa optimiert.
Durch Anordnung von 192 pTnMod-OGm- Vektoren mit unterschiedlichen Signalse-
guenzen in einer dreidimensionalen Matrix (8 x 6 x 4) war es moglich, unter definier-
ten, einheitlichen Hybridisierungsbedingungen in 18 Detektionen die Signalstarke
und eventuelle Kreuzhybridisierungen samtlicher Signalsequenzen zu bestimmen.
Hierbei zeigte sich, daf? nicht mehr als 48 Sequenzen parallel markiert werden konn-
ten, ohne ein starkes Hintergrundrauschen in den gemessenen Intensitaten zu
erhalten. Die Bibliothek an P.aeruginosa- Transposonmutanten wurde daher mit 48
unterschiedlichen Signalsequenzen, die keine Kreuzhybridisierungen und vergleich-
bare Signalstarken aufwiesen, aufgebaut. Die erzeugten P.aeruginosa - Mutanten
wurden derart in die aufzubauende Bibliothek Gibernommen, dald der statistisch zu
erwartende Anteil mehrfach vorhandener, identischer Transposonmutanten kleiner
als 20% war.

Insgesamt wurden ca. 3800 P.aeruginosa TB- Transposonmutanten in 720 Konjuga-
tionen erzeugt. Davon wurden 2300 Mutanten in Selektionsebenen zur Unter-
suchung in einem STM- Ansatz geordnet.

5.3. Intrazellulares Uberleben in Granulozyten von
P.aeruginosa TB und Invasivitat

Der Vorteil des STM- Verfahrens liegt darin, dal3 eine Gruppe unterschiedlicher
Transposonmutanten kompetitiv in einem gemeinsamen Selektionsansatz auf ihre
individuellen Uberlebensfahigkeiten untersucht wird. Dies verringert zum einen die
Anzahl der Experimente, die notwendig sind, um eine Bibliothek von Mutanten auf
ihre individuellen ph&notypischen Veranderungen zu untersuchen. Zum anderen

entspricht bei Wahl eines lebenden Selektionssystems (hier Granulozyten) der sum-
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marische Effekt der Mutanten in einer Selektion ungefahr dem des jeweiligen Wild-
typs, da die meisten Transposonmutanten in einem Selektionsexperiment eine
unveranderte Virulenz aufweisen.

Bei den ersten Selektionsexperimenten stellte sich heraus, dafd der von den Granu-
lozyten initial ausgelibte Druck auf die Transposonmutanten so hoch war, daf nur
wenige Bakterien Uberlebten, und somit die anschliel}end erhaltenen Ergebnisse
schwer interpretierbar waren. Um ein besseres Signal- Rausch Verhéltnis zu errei-
chen, wurden daraufhin fur die Selektionsexperimente Granulozyten von Rauchern
verwendet, da deren Abwehrzellen zum einen vorstimuliert, zum andern aber auch
attenuiert sind. Die so erhaltenen Differenzen in den Uberlebensraten der einzelnen

Transposonmutanten lagen um ungefahr den Faktor 5 héher.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden mehr als 1000 Transposonmutanten auf
ihre intrazellulare Uberlebensfahigkeit in Granulozyten untersucht. Diejenigen
P.aeruginosa- Mutanten mit den deutlichsten phanotypischen Abweichungen wurden
gesammelt und erneut untersucht. Bei den auffalligsten der so in ihrer phanotypi-
schen Abweichung bestatigten Bakterien wurde genauer differenziert und quantifi-
ziert, zu welchen Teilen die gemessenen geringen Uberlebensraten auf eine geringe
Uberlebensfahigkeit in Granulozyten zuriickzufiihren sind und welchen Anteil eine
Sensibilitéat gegen Blutserum an dem gemessenen Effekt hat. Weiterhin wurden die
identifizierten Transposonmutanten auf ihre Invasivitat in Epithelzellen untersucht.
Hierbei zeigte sich, daR die intrazellulare Uberlebensfahigkeit in Granulozyten und
die Invasivitat eine Bakteriums in Epithelzellen nicht miteinander verbundene phéano-
typische Eigenschaften sind.

Die Sequenzierungen der flankierenden DNA- Bereiche der genomisch inserierten
Transposons zeigten, dal3 in allen gefundenen P.aeruginosa TB-Transposonmutan-
ten, die das Selektionsexperiment nicht Uberlebt hatten, Gene ausgeschaltet
wurden, die auch im P.aeruginosa PAO- Genom vorkommen.

Bei Transposonmutanten, deren Sensitivitat gegeniber Blutserum verandert war,
scheint die Ursache in allen Fallen eine Modifikation in der Zusammensetzung der
Extrazellularmatrix oder des Aufbaus der &uf3eren Zellmembran zu sein. Die Ursa-
chen fur die verminderte Uberlebensfahigkeit in Granulozyten lassen sich zum einen
auf Defekte in der Abwehr von oxidativem Streld oder der Reparatur von oxidativen
Schaden an der DNA zuruckfuhren. Zum anderen wurde ein fliK- &hnliches Gen
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gefunden, dessen Ausschalten einerseits den Flagellenaufbau stdrte, andererseits
aber auch die intrazellulare Uberlebensfahigkeit in Granulozyten und die Invasivitat
in Epithelzellen stark verminderte. Moglicherweise hat das Gen sowohl eine Funk-
tion in der Flagellensynthese als auch im Aufbau des Typlll- Sekretionssystems. Bei
zwei weiteren Mutanten mit deutlich verringerter intrazellulare Uberlebensfahigkeit,
war bisher keine Funktionszuordnung der gefundenen Proteine moglich.

Eine detaillierte funktionelle Charakterisierung der identifizierten Gene war im Rah-
men dieser Arbeit nicht vorgesehen und ist Ziel weiterfihrender Forschungsprojekte.
Im Einzelfall durchgefiihrte Experimente dienten nur der Uberpriifung spezieller
Eigenschaften der jeweils untersuchten Transposonmutanten und sollten keine
umfassende funktionelle Analyse ersetzen.

Bei der Bewertung der gefundenen Transposonmutanten fallt auf, dal3 alle Gene
bereits aus der Genomsequenzierung von P.aeruginosa PAO bekannt sind. Dies
bedeutet, da? auch in PAO die Mdoglichkeit zu einer gesteigerten Pathogenitat
zumindest latent vorhanden sein sollte. Der Unterschied in der intrazellularen Uber-
lebensfahigkeit zwischen P.aeruginosa PAO und P.aeruginosa TB kann eventuell
sogar auf eine einzelne Punktmutation in einem Regulator zuriickzufiihren sein. Es
ist daher zweifelhaft, ob die augenblickliche Sicherheitseinstufung von PAO
gerechtfertigt ist.

5.4. Quorum sensing

Die Untersuchung auf die Funktionstiichtigkeit des Quorum Sensing erfolgte durch
Inkubation der P.aeruginosa- Transposonmutanten mit einem E.coli- Detektorstamm.
Dieser trug ein Plasmid, auf dem eine Luciferase hinter einem Promotor kodiert war,
an den nur bei Anwesenheit von Homoserinlactonen eine RNA- Polymerase binden
konnte. Fir diese Messung war daher kein STM- Ansatz notwendig, da jeder ein-
zelne Mutant in Mikrotiterplatten separat untersucht werden konnte. Die so identifi-
zierten Transposonmutanten mit einem deutlichen Defekt in der Produktion von
lang- und kurzkettigen aliphatischen Homoserinlactonen (AHL) wurden auf zwei neu
entwickelten Selektionsmedien auf ihre Proteaseaktivitat untersucht. In diesen
Medien wurde reines Protein - Casein oder Gelatine - als Kohlenstoffquelle einge-
setzt. Der auf die Bakterien ausgelbte Selektionsdruck war somit deutlich héher als

bei der Verwendung von Milchpulver als Kohlenstoffquelle, das neben Protein auch
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Kohlenhydrate und Fett enthélt und so auch proteasedefizienten Bakterien das
Wachstum ermoglicht. Wie zu erwarten war, zeigte sich ein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen der Produktion von AHL und der Sekretion von Proteasen.

Die gefundenen Gene kodieren fur eine Vielzahl verschiedener Proteine, in der
Majoritat jedoch fir Regulatoren mit zumeist bisher unbekannter Funktion. Eine
zweite Gruppe von Genen ist mit dem Fettsauremetabolismus assoziiert. Die Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dal3 diese Genprodukte fur die Synthese der aliphatischen
Seitenketten der Homoserinlactone essentiell sind. Weiterhin wurde ein TonB-
abhangiger Eisenrezeptor gefunden, dessen Inaktivierung zu einem Totalausfall des
Quorum Sensing fuhrte. Bisher war nur bekannt, da das Quorum Sensing die
Eisenaufnahme reguliert, der umgekehrte Mechanismus war bisher noch nicht
beschrieben worden. Weiterhin wurde ein Protein identifiziert, das strukturelle Ahn-
lichkeiten mit einer 3- Lactamase aufweist und dessen Inaktivierung die Menge der
freien Homoserinlactone erhdht. Es ware moglich, dal3 dieses Protein tatséachlich die
Funktion einer Homoserinlactonase hat. Zusatzlich wurden Transposoninsertionen
in zwei weiteren DNA- Sequenzen gefunden, die nicht aus der Sequenzierung von
P.aeruginosa PAO bekannt sind, aber keine klonspezifische DNA des Stammes TB
sind, sondern auch bei Isolaten des Klons C gefunden wurden. Mit einer Ausnahme
waren alle gefundenen Gene bisher nicht dem Quorum Sensing zugeordnet worden.
Dies deutet darauf hin, dafl3 das bisher existierende Regulationsmodell fur die Pro-
duktion von AHL sehr lickenhatft ist. Das Fehlen zweier DNA- Sequenzen in P.aeru-
ginosa PAO, deren Inaktivierung zu einem Defekt im Quorum Sensing des unter-
suchten Transposonmutanten fihrte, war ein Uberraschender Befund und deutet
darauf hin, daf’ die AHL- Produktion verschiedener P.aeruginosa - Stamme unter-
schiedlich reguliert sein kann. In PAO fehlen DNA- Sequenzen, die bei mehreren
anderen P.aeruginosa- Stammen vorkommen und dort eine essentielle Funktion fur
die Regulation und Produktion der Homoserinlactone haben. Die aus der Untersu-
chung von P.aeruginosa PAO erhaltenen Informationen werden somit das Quorum
Sensing in anderen P.aeruginosa- Stammen nur lickenhaft beschreiben konnen.
Auch fur die hier identifizerten Gene war im Rahmen dieser Arbeit keine detaillierte
funktionelle Charakterisierung vorgesehen. Hierfur sind weiterfihrende Forschungs-
vorhaben geplant.
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Anhang

8. Anhang

Fragmentgrof3en des BstEIll- Verdaus der DNA des Phagen A (Bp):

8454 7242 6369 5686 4822 4324 3675
2323 1929 1371 1264 702 224 117

Oligonikleotidsequenzen:

Signalsequenz

Kom-1 CTG GGT ACCCCACTAGTCC

Kom-2 CAC GGT ACCTCCACTCACC

TAG-1 GTA CCC CAC TAG TCC AAG C

TAG-2 TAC CTC CACTCACCCAAGC
Transposasegen

Tsp-1 CAAGTT GGC TCAGGAGTTTCCC

Tsp-2 ATC TGATAG CCACCC AACTCCG
Kanamycinresistenzgen

Km-1 TCT ATC GAT TGT ATG GGA AGC CC

Km-2 ATG AAG GAG AAA ACT CAC CGA GG
Gentamycinresistenzgen

Gm-1 AAC GAT GTT ACG CAG CAG GGC

Gm-2 TGT ATA GAG AGC CAC TGC GGG

Sequenzierung von Transposonmutanten

2D5: 2D5P- L AAG GCA GCG AACGCCTGG C
2D5P-R GAG GAA GGG ACGATG GCG C
2D5LF-L CAT GCC AAG CGC ATG GCC G
2D5LF-R CAC CCT CGC CATACAGCGC

3D1: 3D1P-L CTG GCAACG CTG CATCGG C
3DD1P-R CCGTTG GCG AGG GTG TAG G

14B2: 14B2-P2-L CTTTCC TCT CGC GCCACGC
14B2-P2-R GGAAGATGC CGT GCACCGC
14B2-P1-L AAT CGC GCC CATGCG CTG C
14B2-P1-R GAC CAG CAG GACCTTGCG C

15A3: 15A3P-L GGA GTC GGATCATGG CGG C
15A3P-R CTG CTT CGG CAACGCCTGC
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15B10:

19Cz2:

22D11:

24A12:

37D8:

41D3:

D9C10:

D10B10:

15B10P-L
15B10P-R

19C2P-L
19C2P-R
19C2AT-L
19C2AT-R

22D11P-L
22D11P-R
22D11AV-L
22D11AV-R

24A12P-L
24A12P-R
24C5DG-L
24C5DG-R
24C5LW-L
24C5LW-R

37D8P-L
37D8P-R

41D3P-L
41D3P-R

D9CRK-L
D9CRK-R

D10BP-L
D10BP-R
D10BT-L
D10BT-R

GAT CGA GGG CGATTC GCG C
CGT TCC TGA CGG AGA GGG G

TGG GCG TCG ATGATG GCG C
ACC CTT CAAGGC GAC CGG G
CGTTGC TGG TCG ACAGCG G
GTC CAGTTG CCG GTAGGC C

GTC AGG TAG CCG TGG GTC G
TAC ATC AGG CGT CGG CGG C
GGC TTC GGT AAG GCT GGC C
GGA GAC CGC GAAGAAGCCC

GCT GAACGG CTT GCC CAG G
GCG TTT CAT CGC CAG CGG C
GAG GCT ATC GAG ATG GGC G
GCC CGG CAG AAG AACCTG G
TGC CCT ATC CCT GGC TGG C
TGA TCC GCG CAT GCT CGC G

GGG AAT ACG GTT GCC GCC G
ACG GGG GAG TTG GCG AAG G

AAG AAC GGC CGT CGT CGG C
GGG CCT GCC CGAAGAAGG C

AGG GTC TGC GCC AGG ATC C
GGC CGACCATCAGCTTGCC

TGG GCG CGC AAG CTG TTC G
CCA GGG GAT CGT CCTTGC G
CAA GGC CTACGT CGA GCG G
CGG CGAGCATGC TGTTGG C



Anhang

Auswertung der 18 Hybridisierungen zur Bestimmung der ,Kreuzhybridisierun-
gen“ der konstruierten pTnMod-OGm mit Signalsequenzen
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Signalstarke Kreuzhyb.
Klon 1--|2--|3--|4-- -1-|-2-|-3-|-4-|-5-|-6- --1|--2|--3|--4|--5|--6|--7|--8 (%) zu
1 1 1 -
4|4 4 (3|11 4 4 4 323
51414 411134115 21414153 4 117,166,445
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4|1 11341 (1|1 4 - 332/232
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1 -
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Signalstarke Kreuzhyb.
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