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1 Einleitung

1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Pa) ist ein gramnegatives Bakterium. Das fakultativ
anaerobe Stabchen gehort zu der Gruppe der Nonfermenter und ist durch eine
polare Geil3el zu Bewegung befahigt. Der Name verweist auf die grunspan-
artige Verfarbung der Wundverbande bei einer Infektion mit Pa. Ebenso bildet
der Erreger in Flussigkultur das blaugrine Phenacinderivat Pyocyanin, welches
spezifisch fur seine Spezies ist (Frank und Demoss 1959).

Pa ist ein typischer Nass- und Pfutzenkeim, findet sich aber dank seiner grof3en
Umweltpersistenz auch in jedem anderen Milieu wieder. Der opportunistische
Krankheitserreger ist in der Lage, nahezu jedes Gewebe zu infizieren und spielt
vor allem in Form von nosokomialen Infektionen eine Rolle. Hiervon sind
besonders Patienten mit supprimiertem Immunsystem betroffen (Lyczak et al.
2000).

Das Bakterium kann auf ein groRes Repertoire an Virulenzfaktoren
zurlckgreifen. Dies ermdglicht Pa verschiedenste Nischen effizient zu kolo-
nisieren, diverse Nahrstoffe als Energiequellen zu nutzen und sich erfolgreich
gegen das Immunsystem des Wirts zu verteidigen (Gellatly und Hancock 2013).
Die Pathogenese einer Infektion hangt von der jeweiligen Lokalisation und dem
Dispositionsrisiko ab und ist auflerst komplex. Die unterschiedlichen Patho-
mechanismen werden in Kapitel 1.1.2 erlautert.

Pa kann den Gastrointestinaltrakt (GIT) des Menschen kolonisieren. Im
Vergleich zur normalen Bevolkerung konnte dies bei Krankenhauspatienten
haufiger beobachtet werden, was die Rolle des Keims als nosokomialer Erreger
unterstreicht (Stoodley und Thom 1970). Die Patienten werden meist anti-
biotisch behandelt, beispielsweise als StandardmalRnahme nach Operationen.
Durch die Antibiotika (AB) wird das naturliche Mikrobiom des Menschen
reduziert und verandert, was wiederum die Kolonisierung und das Wachstum
von Pa im GIT ermoglicht und foérdert (von Klitzing et al. 2017a). Von dort aus
kann sich das Bakterium verbreiten und lebensbedrohliche Sepsen auslésen

(Markou und Apidianakis 2014). Besonders pradisponiert sind Personen mit



geschadigter Barrierefunktion der Darmmukosa (Wang et al. 2007, Kerckhoffs
et al. 2011, von Klitzing et al. 2017b).

Mit etwa 6,3 Millionen Basenpaaren (bp) besitzt Pa ein aufRergewdhnlich
grol3es Genom (Stover et al. 2000). Das Genom des ebenfalls gramnegativen
Bakteriums Escherichia coli besteht dagegen nur aus ca. 4,6 Millionen bp
(Blattner et al. 1997). Dieser Umstand macht Pa zu einem sehr
anpassungsfahigen Keim, der dem Selektionsdruck durch AB standhalten kann,
indem er in kurzer Zeit Resistenzen entwickelt (Drusano et al. 2015a, Drusano
et al. 2015b). Neben den adaptiven Resistenzmechanismen besitzt Pa
intrinsische Resistenzen, die sich gegen viele verschiedene AB-Klassen richten
(Lister et al. 2009). Zuséatzlich kann fehlende AB-Suszeptibilitat auch durch
Mutationen oder durch Ubertragungen von anderen Bakterien erworben
werden. Eine detaillierte Betrachtung der Resistenzen ist im Abschnitt 1.1.3 zu

finden.

1.1.1 Paim klinischen Kontext

Da Pa haufig Gber multiple Resistenzen verfugt und zudem in der Lage ist, auf
beinahe allen Oberflachen zu wachsen (Lambert 2002), ist der Keim vor allem
in Krankenh&usern ein Problem. Obwohl er auch in Natur und Gesellschaft weit
verbreitet ist, sind es Uberwiegend nosokomial erworbene Infektionen, die zu
ernsthaften Erkrankungen fuhren. Am haufigsten finden sich die Pa-Reservoire
an feuchten Stellen im Krankenhaus, wie in Waschbecken, Pools der
Physiotherapie, Beatmungsgeréten und sogar in Desinfektionsmittel und Seife
(Lister et al. 2009).

Beinahe alle Patienten, die von Infektionen mit Pa betroffen sind, leiden an
einer Immunschwache. Die Ursache dafur reicht von AIDS/HIV Uber Tumor-
patienten mit Neutropenie nach Chemotherapie bis hin zu Patienten nach
Organtransplantation, deren Immunsystem medikamentds supprimiert wird
(Bendig et al. 1987, Franzetti et al. 1992, Lyczak et al. 2000). Meist sind be-
stehende Verletzungen der natirlichen Hautbarriere Eintrittspforte fur den
Erreger: Operationswunden, Urindauerkatheter, kiinstliche Beatmung (Lister et

al. 2009) oder schwerer Verbrennungen (Lyczak et al. 2000). Neben lokalen



Entzindungen kann Pa auch in die Blutbahn gelangen und zu einer lebens-
bedrohlichen Sepsis fuhren.

Pa zahlt zu den haufigsten Erregern nosokomialer respiratorischer Infektionen
(Sadikot et al. 2005). Man kann hierbei zwischen akut und chronisch differen-
zieren. Akute Infektionen entstehen haufig in Folge eines direkten Traumas,
zum Beispiel bei der Intubation. Der Endotrachealtubus fihrt nicht nur beim
Einfuhren zu einer Schadigung des Epithels, sondern dient bei maschinell
beatmeten Patienten auch selbst als Reservoir fur Pa (Williams et al. 2010).
Chronische Infektionen der Atemwege entstehen, wenn keine effektive Immun-
antwort moglich ist und betreffen deshalb, neben oben genannten Patienten mit
Immunschwache, vor allem alte Menschen und Patienten mit zystischer
Fibrose. Wird der Erreger in der akuten Phase nicht komplett eradiziert, passt er
sich an seine Umgebung in der Lunge an, zeigt phéanotypische Verénderung
und wachst als Biofilm (siehe 1.1.2). Die Folge ist eine Chronifizierung der
Infektion (Gellatly und Hancock 2013). Am besten wurde dieser Sachverhalt an
Patienten mit zystischer Fibrose erforscht. Bei der hereditaren Erkrankung,
welche auch als Mukoviszidose bekannt ist, besteht eine Mutation im Chlorid-
Kanal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator). Dadurch enthalt unter
anderem das Sekret in der Lunge weniger Wasser, wird mukdser und behindert
die mukoziliare Clearance. Folglich ist ein effektiver Abtransport von
Fremdmaterial und Keimen aus der Lunge nicht mehr gewéhrleistet. Mukoviszi-
dosepatienten entwickeln oft schon im Kindes- und Jugendalter eine Infektion
mit Pa und leben viele Jahre damit (Sadikot et al. 2005). Die chronische
Infektion der Lunge mit Pa fihrt zu einer Gberschieenden inflammatorischen
Reaktion, die durch bakterielle Toxine mdglicherweise noch weiter verstarkt
wird. Daraus resultiert die Zerstérung der Lunge und die Lungenfunktion nimmt
progressiv ab (Gellatly und Hancock 2013).

Neben den nosokomialen Infektionen l6st Pa auch einige Erkrankungen
aulRerhalb von Krankenhausern aus. Pa bevorzugt feuchte Umgebungen und ist
deshalb unter anderem in Pools und Schwimmbadern zu finden. So kann eine
Infektion zum Beispiel zu papulésen Exanthemen der Haut flhren, die

typischerweise die Badebekleidung nachzeichnen. Verbleibt Wasser im Ohr



kann es zu einer Otitis externa kommen, die auch als ,Swimmer’s ear” bekannt
ist. Des Weiteren kann Pa eine Entzindung der Cornea ausldsen,
beispielsweise durch Kontamination der Kontaktlinsenflissigkeit (Lister et al.
2009) oder das Tragen von speziellen Monatslinsen, die auch nachts nicht
abgelegt werden missen (Lyczak et al. 2000).

Bereits 2013 wurde Pa von den ,Centers for Disease Control and Prevention®
(CDC) in ihrem Bericht als ernsthafte Bedrohung eingeschéatzt und in diesem
Zusammenhang die Notwendigkeit fir umgehendes und anhaltendes Handeln
betont. Weiter wird in diesem Bericht von etwa 6700 Infektionen mit multi-
resistenten Pa pro Jahr in den USA ausgegangen, von denen 440 tddlich
verlaufen (CDC 2013). Nicht nur in den USA stellen multiresistente Pa-Stamme
ein ernstzunehmendes Problem dar, dies gilt ebenfalls fir Deutschland und
Europa (van der Bij et al. 2012, Gilarranz et al. 2013).

1.1.2 Pathomechanismen und Virulenzfaktoren

Die Pathogenitat von Pa basiert nicht nur auf einem einzelnen Virulenzfaktor.
Vielmehr ist es ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren, die
dem Erreger die Infektion der Wirtszelle ermdglichen. Die wichtigsten dieser
Faktoren werden im Folgenden naher beschrieben.

Das Bakterium besitzt ein einzelnes polares Flagellum und mehrere kirzere
Pili, die sich ebenfalls am Zellpol befinden. Das Flagellum rotiert korkenzieher-
artig und ermdglicht damit das Schwimmen in nasser Umgebung. Aul3erdem
l6sen die Flagellen und Pili eine inflammatorische Immunantwort aus (Gellatly
und Hancock 2013). Das Flagellum bindet dazu an Glykolipide der Epithelzelle
des Wirts und fuhrt zu einer starken Entzindungsreaktion, die durch NFkB
vermittelt wird (Miao et al. 2007). Die Pili spielen bei der Adhasion von Pa an
der Wirtszelle die Hauptrolle und sind an der Biofilmformation beteiligt (Craig et
al. 2004, Sriramulu et al. 2005). Auferdem sind die Pili in der Lage, durch Ein-
und Ausfahren wie herumtastende Greifer, das Bakterium auf festen Ober-
flachen zu bewegen. Diese Zuck-Bewegungen werden auch als Twitching
motility bezeichnet (Kipnis et al. 2006). Zusammen mit dem Flagellum ist auch



eine Bewegung auf halbfesten Oberflaichen mdglich, der so genannten
Swarming motility (Kohler et al. 2000, Yeung et al. 2009).

Quorum Sensing (QS) beschreibt die Moglichkeit vieler Bakterien, ihre
Population koordiniert an Veranderungen ihrer Umgebung anzupassen. Die
Kommunikation erfolgt chemisch Uber Autoinduktoren, kleine, membrangangige
Signalmolekuile, deren Konzentration den Bakterien sowohl Auskunft Gber die
Zelldichte der Population liefert, als auch die Adaptation vermittelt. Sie agieren
als Cofaktor spezifischer Transkriptionsregulatoren. Die Konzentration der Auto-
induktoren verhalt sich proportional zur Bakterienkonzentration. Erreicht die
Populationsdichte einen kritischen Wert, werden bestimmte Gene aktiviert oder
unterdrickt. Das fuhrt zur Anpassung der Bakterien an die veranderten
Bedingungen (Deep et al. 2011). Pa produziert drei Autoinduktoren, die das
Uberleben der Zelle, Biofilmbildung und Virulenz und damit auch die Patho-
genitat steuern kdénnen (Gellatly und Hancock 2013).

Die Biofilmbildung hangt eng mit QS zusammen. Als Biofilm bezeichnet man
eine strukturierte Gemeinschaft von Bakterien, die sowohl aneinander, als auch
an einer Oberflache haften (Bjarnsholt et al. 2010). Die Zellen sind in einer
Substanz aus extrazellularen Polymeren (Polysaccharide, Nukleinsauren,
Lipide und Proteine) eingekapselt, die den Hauptanteil des Biofilms ausmacht.
Die Polymer-Matrix schitzt Pa vor physikalischen und chemischen Einwir-
kungen der Umwelt. Sie ist robuster gegeniber mechanischer Belastung (z.B.
flieRendes Wasser) und verhindert das Eindringen von toxischen Substanzen,
wie AB oder Molekile der Immunabwehr (Hall-Stoodley und Stoodley 2009,
Lieleg et al. 2011). Der Schutz vor AB und Desinfektionsmittel durch den Biofilm
wirft in Krankenhdusern grof3e medizinische Probleme auf. Zudem haben
Studien gezeigt, dass sich Pa innerhalb des Biofilms hinsichtlich des Trans-
kriptionsprofils deutlich von freischwimmenden Pa unterscheidet (Waite et al.
2006), eine Tatsache, die ihrerseits ebenfalls zu vermehrten AB-Resistenzen
fuhren konnte (Mah und O'Toole 2001).

Die Sekretion von Proteinen und Toxinen ist ein weit verbreiteter Virulenz-
mechanismus gramnegativer Bakterien. Bisher sind sechs verschiedene

Sekretionssystem-Typen beschrieben (Economou et al. 2006). Sie alle dienen



auf unterschiedliche Weise dem Transport von Substraten vom Zytoplasma,
dem Ort ihrer Synthese, aus der Zelle heraus. Dabei missen die innere
Membran, das Periplasma und die aul3ere Membran tUberwunden werden. Funf
dieser in gramnegativen Bakterien beschriebenen Sekretionssysteme (Typ I, Il,
[ll, V und VI) finden sich auch in Pa wieder und erméglichen die Sekretion eines
breiten Spektrums an Exoproteinen (Bleves et al. 2010). Bei Pa stellt das Typ-
[lI-Sekretionssystem (T3SS) den Hauptfaktor der Virulenz dar. Mit einem
nadelahnlichen Fortsatz injiziert das Bakterium Toxine durch Poren in der
Membran direkt in die Wirtszelle. Die Expression des T3SS steht mit akuten,
invasiven Infektionen, sowie einer erhdhten Mortalitat der betroffenen Patienten
iIm Zusammenhang (Sadikot et al. 2005, Hauser 2009). Durch die Produktion
und Ubertragung von Exotoxinen kdnnen ausgepragte lokale Entziindungen bis
hin zur Sepsis hervorrufen werden, die systemische Folgen fir den gesamten
menschlichen Korper hat (Hauser 2009). Exotoxin A, welches vom Typ-II-
Sekretionssystem sezerniert wird, hemmt den Elongationsfaktor 2 und damit die
Proteinbiosynthese der Wirtszelle. Die dadurch hervorgerufene Apoptose der
Zelle hemmt die Immunantwort des Wirts (Schultz et al. 2000, Cianciotto 2005).
Des Weiteren sezerniert Pa verschiedene Proteasen (Alkaliproteasen
Elastasen, Serinproteasen), die unter anderem bei Augeninfektionen und
Sepsen mal3geblich an der Pathogenese beteiligt sind. Sie konnen die Wirkung
der Immunglobuline schwachen, Fibrin lysieren und die Tight Junctions der
Epithelzellen zerstéren. In der Lunge bewirken sie eine Zersetzung des
Surfactant (Kipnis et al. 2006).

Die aulRere Schicht der AuRenmembran (AM) gramnegativer Bakterien wird von
Lipopolysacchariden (LPS), komplexen Glykolipiden, gebildet. Das LPS wirkt
als Endotoxin, funktioniert als Antigen und l6st beim Wirt eine Entzindungs-
reaktion aus. Diese Komponente ist vor allem bei langanhaltender Exposition,
zum Beispiel in der Mukosa der Lunge bei Mukoviszidose-Patienten,
mafgeblich an der Inflammation beteiligt. Zusatzlich bietet die Schicht Pa
Schutz vor schadlichen Molekilen aus der Umgebung und limitiert die
Aufnahme von AB (King et al. 2009). LPS besteht aus drei Doméanen: Lipid A,

einer Polysaccharid-Kernregion und einem O-spezifischen Polysaccharid. Lipid



A ist fest in der AM verankert und aktiviert beim Wirt den TLR4- und NFkB-
Signalweg. Daraus resultiert eine gesteigerte Produktion proinflammatorischer
Zytokine, was zur Entziindung bis hin zum endotoxischen Schock fihren kann
(Gellatly und Hancock 2013). Die O-spezifische Polysaccharidkette wird als O-
Antigen bezeichnet. Ein Pa-Bakterium kann bis zu zwei O-Antigen-Typen
gleichzeitig besitzen. Die Polysaccharidkette der verschiedenen Typen ist
variabel in ihrer Lange, schitzt die Bakterien nach der Penetration ins Gewebe
vor Opsonierung durch das Komplementsystem und lost eine Antikorper-
vermittelte Immunantwort aus, deren Ausmald vom Typ des O-Antigens abhangt
(King et al. 2009).

Ein weiterer Faktor, der eine Rolle in fir die Pathogenitdt von Pa spielt ist
Pyocyanin, welches in Flussigkulturen zu der charakteristischen Farbe flhrt.
Die vom Bakterium produzierte Substanz fuhrt in der Wirtszelle zu oxidativem
Stress, stort so die Katalase und unterbricht den Elektronentransport im Mito-
chondrium (Lau et al. 2004).

Ein anderer Pathomechanismus steht eng mit der Eisenaufnahme des Erregers
in Verbindung. Eisen ist ein wichtiger Nahrstoff fir Pa. Es ist nicht nur essentiell
fur das Uberleben und die Proliferation der Bakterien, sondern spielt auch bei
der Infektion des Wirts, sowie der Chronifizierung einer Infektion eine Rolle. Pa
produziert das Siderophor Pyoverdin, eine Verbindung, die mit Eisen Chelat-
komplexe bildet. Das Pyoverdin kann Eisen aus den Vorraten des Wirts
sequestrieren, das dort ebenfalls an Komplexbildner gebunden ist, und es dann
zu eigenen Zwecken nutzen. Zusatzlich agiert Pyoverdin als Signalmolekil, das
als Chelatkomplex mit Eisen fur die Hochregulation u.A. von Exotoxin A sorgt
(Cornelis et al. 2009, Jimenez et al. 2012).

1.1.3 Antibiotikaresistenzen

Die Pravention und Behandlung von Pa-Infektionen stellt Arzte immer wieder
vor Probleme: Der Erreger ist mit Desinfektionsmitteln und AB nur schwer zu
kontrollieren und zu bekampfen (Hancock 1998). Die Widerstandsfahigkeit der
Bakterien beruht auf einer Kombination aus intrinsischen, adaptiven und erwor-

benen Resistenzmechanismen.



Intrinsische Resistenzen sind Resistenzmechanismen, die auf dem Chromosom
der Bakterien kodiert sind. Dazu zahlen die geringe Durchlassigkeit der AM,
Effluxpumpen und die induzierbare [(-Laktamase (Strateva und Yordanov
2009). Die AM gramnegativer Bakterien bildet eine semipermeable Barriere.
Dadurch ist die Aufnahme kleiner, hydrophiler Substanzen, z.B. 3-Laktam-AB
und Chinolone, aber auch Nahrstoffe, auf Porin-Kanale in der Membran be-
schrankt. Jedoch ist die Membran von Pa deutlich weniger permeabel als
beispielsweise die von E. coli. Sie besitzt weniger grof3e Porine und stattdessen
viele kleine Porin-Kanale. Gro3e Molekile kdnnen die Membran bei Pa also
schlechter passieren, als bei anderen Bakterien (Breidenstein et al. 2011). Der
Verlust weiterer Porine fuhrt zusatzlich zu verstarkter Resistenz gegen AB
(Yoshimura und Nikaido 1985, Nikaido 1989).

Effluxpumpen kdnnen eine grol3e Bandbreite an AB wieder aus der Zelle hinaus
befordern. Sie sind ebenfalls auf dem Chromosom kodiert. Bisher wurden funf
verschiedene Familien der Effluxpumpen identifiziert, die sich in ihren Trans-
portmechanismen, Strukturen und Substraten unterscheiden und gleichzeitig im
selben Bakterium vorkommen kénnen (Schweizer 2003). Die meisten Efflux-
pumpen in Pa gehéren zur Familie der Resistance-Nodulation-Division-Pumpen
(RND-Pumpen). Sie transportieren ihre Substrate sekundar aktiv aus dem
Bakterium heraus und bestehen typischerweise aus einem dreiteiligen System,
das die innere und &ufRere Membran umspannt (Lister et al. 2009). Abbildung 1

zeigt schematisch den Aufbau einer RND-Pumpe in Pa.
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Abbildung 1: Aufbau einer RND-Pumpe in Pa. RND-Pumpen bestehen aus drei Teilen: dem
AM-Protein, dem periplasmatischen Verbindungsprotein und dem Innenmembran-Transporter.
Das System umspannt so die gesamte Membran und bildet einen Kanal, durch den sekundér
aktiv Stoffe aus Zytoplasma und Periplasma aus der Zelle hinaus transportiert werden. Aus:
Lister et al. (2009)

Als dritten intrinsischen Resistenzmechanismus ist die B-Laktamase AmpC zu
nennen. Sie befindet sich im Periplasma und wird normalerweise nur gering
exprimiert, sodass Pa empfindlich gegenuber einigen Penicillinen, Penicillinen
in Kombination mit Laktamaseinhibitoren, Cephalosporinen und Carbapenemen
ist (Sanders und Sanders 1986). Durch geringe AB-Konzentrationen, also
therapeutisch nicht wirksame Dosen bestimmter B-Laktame, kann sie jedoch
induziert werden. Mit einem hdéheren Aktivitatslevel hydrolysiert die Lakatamase
B-Laktam-AB wie Cephalosporine und Penicilline und macht sie damit
unwirksam (Gellatly und Hancock 2013).

Adaptive Resistenzen beruhen auf Veranderungen der Membran infolge einer

Anpassungsreaktion der Bakterien auf ihre Umgebung. Nicht-inhibitorisch



wirksame AB-Konzentrationen, besondere Wachstumszustidnde wie Biofilm,
Swarming motility oder die Verbindung zu epithelialen Oberflachen kdnnen eine
solche Reaktion auslosen. Dabei verandert sich die Genexpression des
Bakteriums, Gene werden hochreguliert und die Zelle passt sich entsprechend
der neuen Umstande an (Gellatly und Hancock 2013).

Pa kann Resistenzen auch neu erwerben. Zum einen kdnnen spontane
Mutationen das Target eines ABs im Bakterium oder regulatorische Gene
verandern. So fuhrt beispielsweise eine Mutation der Gyrase zur Reduktion der
Bindungsaffinitdt von Fluorchinolonen an das Enzym und folglich zu einer
Resistenz gegen diese AB-Gruppe (Schweizer 2003, Breidenstein et al. 2011).
Ein weiteres Beispiel fur Resistenzbildung durch Mutation ist mexZ, ein Gen mit
regulatorischer Funktion, welches die Expression einer Effluxpumpe unter-
driickt. Durch die Fehlregulation kommt es zur Uberexpression dieser Efflux-
pumpe und damit zum vermehrten Ausschleusen von Aminoglykosiden und
anderen AB aus der Zelle, deren Angriffspunkt die Ribosomen im Zytoplasma
sind und die extrazellular keine Wirkung auf das Bakterium haben (Matsuo et al.
2004).

Zum anderen kann Pa auch durch horizontalen Gentransfer DNA-Elemente wie
Plasmide oder Transposons von anderen Bakterien aufnehmen. Diese kénnen
Resistenzkassetten fur ein oder mehrere AB enthalten welche nach Aufnahme
von Pa exprimiert werden oder bestehende intrinsische Resistenzmechanismen
verstarken (Breidenstein et al. 2011, Gellatly und Hancock 2013).

Infektionen mit multiresistenten Pa-Stammen stellen im klinischen Alltag eine
grol3e Herausforderung dar. Die Behandlungsmoglichkeiten sind auf3erst einge-
schrénkt und nicht selten versterben Patienten an einer Sepsis, die mit den
bekannten AB nicht behandelt werden kann. Aus diesem Grund hat die Suche
nach neuen Therapeutika, die alternative Angriffspunkte ins Auge fassen, hohe

Prioritat.
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1.2 AulBenmembranbiogenese gramnegativer
Bakterien

Bakterien lassen sich abhangig von ihrem Wandaufbau mittels Gram-Féarbung
in zwei Gruppen aufteilen: grampositive und gramnegative Bakterien. Grund-
lage dieser Einteilung ist der Wandaufbau der Zellen. Prinzipiell wird das
Zellinnere eines Bakteriums von einer Zytoplasmamembran umgeben. Dem
darauffolgenden periplasmatischen Spalt liegt eine Hille aus Peptidoglykan
(Murein) auf. Bei grampositiven Bakterien ist diese Mureinschicht dick, im
Gegensatz dazu besitzen gramnegative Bakterien zusatzlich zu einer dinnen
Schicht aus Peptidoglykan eine aufere Membran. Sie besteht aus
Phospholipiden und LPS (Nikaido 2003).

Die AM ist ein essentieller Bestandteil gramnegativer Bakterien. Sie bildet eine
physikalische Barriere und schutzt die Zellen vor ihrer Umwelt. Gleichzeitig
ermoglicht sie den Import essentieller Nahrstoffe, den Export von Proteinen, die
Passage von Signalmolekilen und beinhaltet Proteine, die mit der Virulenz
assoziiert sind (siehe 1.1.2). Um diese vielfaltigen Funktionen erfillen zu
konnen, befinden sich in der AM verschiedenste AulRenmembranproteine
(AMP). Abbildung 2 gibt einen Uberblick tber ihre Biogenese. Die meisten
AMPs bestehen aus 8 bis 26 antiparallelen B-Faltblattern die einen Zylinder
formen, ein so genanntes B-Barrel oder B-Fass (Noinaj et al. 2015, Rollauer et
al. 2015). Die Proteine werden im Zytoplasma an den Ribosomen synthetisiert
und mussen die innere Membran (IM) Uberwinden, um zur AM zu gelangen.
Wenn sie das Periplasma erreicht haben, sind sie noch nicht gefaltet. Um die
AMPs vor einer frihzeitigen (Fehl-)Faltung oder Aggregation zu schutzen,
interagieren sie im Periplasma mit Chaperonen wie SurA, Skp oder DegP
(siehe 1.2.2; Sklar et al. (2007b)). Diese eskortieren die Proteine zum (3-Barrel
Assembly Machinery (BAM)-Komplex in der AM (Hagan et al. 2011). Der BAM-
Komplex besteht aus fuinf Komponenten (BamA, BamB, BamC, BamD und
BamE) und katalysiert den Zusammenbau der unfertigen AMPs und ihren
Einbau in die AM (siehe 1.2.1).
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Abbildung 2: AMP-Biogenese in Pa. Die neuen AMPs (dargestellt in violett) werden im Zyto-
plasma gebildet. Sie werden von SecA/B (lila) zu dem Transporter SecYEG (grau) befordert
und passieren dort die IM. Im Periplasma transportieren Chaperone wie SurA (hellblau) und
HIpA (dunkelblau) die neu synthetisierten Proteine zum BAM-Komplex. Dort werde sie gefaltet
und in die AM eingebaut. Modifiziert nach: Rollauer et al. (2015)

1.2.1 BamC als Teil des BAM-Komplexes

Der B-Barrel Assembly Machinery-Komplex (BAM-Komplex) befindet sich in
bzw. an der AM (siehe Abbildung 2). Er besteht aus dem integralen Membran-
protein BamA und vier Lipoproteinen (BamB, BamC, BamD, BamE). BamA und
BamD sind in E. coli essentiell fir diesen Komplex (Wu et al. 2005, Kim et al.
2007) und bilden das Kernmodul, die zusétzlichen Lipoproteine interagieren
direkt oder indirekt mit ihnen und haben eine regulatorische Funktion oder
steigern die Effizienz des Komplexes (Wu et al. 2005). Die Maschinerie kataly-
siert die Faltung der unfertigen AMPs und anschlie3end deren Einbau in die
AM. Obwohl die Strukturen und Interaktionen der Komponenten bereits identifi-
ziert wurden, ist der exakte Funktionsmechanismus noch nicht komplett ent-

schlusselt (Rollauer et al. 2015).
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Das AMP BamaA ist in allen gramnegativen Bakterien zu finden (Knowles et al.
2009). Es besitzt neben seiner p-Barrel-Struktur in der Membran einen grol3en
periplasmatischen Anteil, der sich aus funf polypeptidtransport-assoziierten
(POTRA) Doménen zusammensetzt. Damit interagiert das Protein direkt mit
BamB und BamD, den Substraten sowie mit dem Chaperon SurA. BamC und
BamE beeinflussen BamD, wechselwirken also nur indirekt mit BamA
(Malinverni et al. 2006, Kim et al. 2007, Sklar et al. 2007a). Darum lasst sich der
Komplex in zwei Module gliedern: BamA/B und BamC/D/E (Hagan et al. 2010).
Die Lipoproteine sind mit dem inneren Blatt der AM Uber N-terminale
Lipidmodifikationen verankert (Hagan et al. 2011, Ricci und Silhavy 2012).

Der Mechanismus des Faltens und Einsetzens der AMPs durch den BAM-
Komplex ist noch nicht komplett verstanden. Derzeit existieren zwei Modelle zur
Funktionsweise: das ,BamA-assisted“-Modell und das ,BamA-budded®-Modell
(Kim et al. 2012, Noinaj et al. 2014, Rollauer et al. 2015). Das ,BamA-assisted*-
Modell beschreibt die Destabilisierung der AM durch BamA, indem es die
Phospholipide in seiner Umgebung ausdinnt. Man nimmt an, dass dadurch
lokal die kinetische Energie, die zum Einbau der AMPs bendétigt wird, reduziert
wird, und die neuen Proteine spontan in die AM eingefligt werden (Noinaj et al.
2013, Noinaj et al. 2014). Das ,BamA-budding“-Modell nimmt an, dass [-
Strange von BamA als Vorlage fur den B-Strang der neu gebildeten AMPs
dienen. Es entsteht ein Zwischenprodukt aus BamA und dem AMP, von dem
aus das Protein ,auskeimt® (engl.: to bud), bis es die AM erreicht hat.
Anschlie3end soll ein Austausch der B-Strange zwischen BamA und dem neuen
AMP stattfinden. Durch die Interaktion seines ersten und letzten (3-Strangs
schlieft sich das Barrel. Dadurch wird das [3-Barrel vervollstandigt und letztlich
voll gefaltet in die AM freigegeben (Noinaj et al. 2014, Rollauer et al. 2015,
Bakelar et al. 2016).

Das Lipoprotein BamC, nach alter Nomenklatur NlpB (Knowles et al. 2009),
kann in drei Doméanen differenziert werden: eine unstrukturierte Region am
fernen N-Terminus, die N-terminale und die C-terminale Doméane. Die unstruk-

turierte Region ist hoch konserviert und bildet eine lasso-artige Struktur. Damit
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bindet BamC an die N-terminale Halfte von BamD und es bildet sich ein stabiler
Komplex. Die Interaktion der beiden Lipoproteine basiert vorwiegend auf
diesem direkten Kontakt (Kim et al. 2011). Dem BamCDE-Modul wird eine
stabilisierende Funktion im Rahmen des gesamten BAM-Komplexes zuge-
schrieben. BamD spielt hierbei die wichtigste Rolle, gefolgt von BamE und
schlieBlich BamC (Onufryk et al. 2005, Malinverni et al. 2006, Sklar et al.
2007a). Neue Daten lassen aul3erdem vermuten, dass die Funktion des BAM-
Komplexes vom CDE-Subkomplex moduliert wird. Das Modul soll Konforma-
tionsanderungen und die Drehung des B-Barrels von BamA beeinflussen und so
den Offnungsvorgang des Kernproteins des BAM-Komplexes ermoglichen
(Noinaj et al. 2014, Bakelar et al. 2016).

Wahrend die Deletion anderer Lipoproteine im BAM-Komplex, beispielsweise
BamB, im Modellorganismus E. coli unter anderem zu einer signifikanten
Reduktion mehrerer AMPs fuhrt, zeigen die Bakterien ohne BamC nur kleine
Veranderungen der AM-Integritat und der AMP-Level (Onufryk et al. 2005).

1.2.2 Periplasmatische Chaperone

Damit die im Zytoplasma gebildeten AMPs zum BAM-Komplex gelangen, ohne
fehlerhaft gefaltet zu werden oder zu aggregieren, werden sie von Chaperonen
durch das Periplasma transportiert (Sklar et al. 2007b). Neben dem Schutz der
AMPs kdnnen Chaperone mit Proteaseaktivitat wie DegP auch falsch gefaltete
Proteine abbauen und damit deren Akkumulation verhindern beziehungsweise
beseitigen (Ge et al. 2014).

Das Chaperon SurA (Survival Protein A) spielt die grof3te Rolle in der
Biogenese der AMPs. Neben seiner erst spater entdeckten Chaperonfunktion
ist SurA eine Peptidyl-Prolyl-lsomerase (PPlase). PPlasen ermdglichen die cis-
trans-Isomerisierung von Prolyl-Resten und sind dadurch auch an der Faltung
der AMPs beteiligt. Die beiden Funktionen von SurA werden unabhangig durch
zwei unterschiedliche Domé&nen des Proteins vermittelt (Lazar und Kolter 1996,
Behrens et al. 2001). Studien mit E. coli haben gezeigt, dass die Deletion von
SurA in den Bakterien zu niedrigeren Aul3enmembranprotein- und mRNA-

Spiegeln fuhrt (Vertommen et al. 2009). Bei einigen Bakterienspezies liel3 sich
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eine Reduktion der Virulenz beobachten (Sydenham et al. 2000, Justice et al.
2006, Purdy et al. 2007, Obi und Francis 2013, Southern et al. 2016).

Neben SurA existiert ein alternativer Weg mit den Chaperonen Skp und DegP.
Dieser spielt vermutlich vor allem dann eine Rolle, wenn Stress auf die Zelle
ausgeubt wird. Man geht davon aus, dass die beiden moglichen Wege parallel
zueinander arbeiten und sich zumindest teilweise gegenseitig kompensieren
konnen (Rizzitello et al. 2001, Sklar et al. 2007b, Denoncin et al. 2012). Dass
die Deletion von SurA einen viel starkeren Phanotyp zeigt als die Skp- oder
DegP-Knock-out-Mutanten, spricht jedoch daflr, dass vor allem SurA eine
essentielle Rolle in der AMP-Biogenese einnimmt (Sklar et al. 2007b, Weirich et
al. 2017).

HIpA (Histone-like-Protein A), auch bekannt unter den Namen OmpH in
Salmonella typhimurium oder Skp (17-Kilodalton-Protein) in E. coli (Hirvas et al.
1990, Thome und Muller 1991), gehért entgegen der urspringlichen Annahme
und seines Namens (Lathe et al. 1980) zur Skp-Familie und ist ein periplasma-
tisches Chaperon. Es interagiert mit ungefalteten AMPs (z.B. OmpA) und
transportiert sie durch das Periplasma zur AM (Jarchow et al. 2008, Denoncin
et al. 2012). Dabei spielt die Struktur des Homotrimers, die an eine Qualle
erinnert, eine wichtige Rolle: Ein p-Barrel bildet den Kdrper, von dem a-Helices
wie Tentakeln abgehen. Diese Tentakel formen in ihrer Mitte eine Hohle, in
welcher die neu synthetisierten Proteine vor Fehlfaltung und Aggregation
geschitzt werden (Korndorfer et al. 2004, Schlapschy et al. 2004, Walton und
Sousa 2004, Walton et al. 2009). Bei in-vitro-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass HIpA an LPS binden kann. Darum wird vermutet, dass diese
Bindung notwendig ist, um die ungefalteten AMPs an der AM freizusetzen (De
Cock et al. 1999, Bulieris et al. 2003, Walton und Sousa 2004).

Die Deletion von HIpA in E. coli fuhrt zur Veranderung der Zusammensetzung
der AMPs. Im Vergleich zum Verlust von SurA sind die Veranderungen jedoch
deutlich schwécher ausgepragt (Chen und Henning 1996, Rhodius et al. 2006,
Sklar et al. 2007b). Ebenso konnte gezeigt werden, dass keines der bisher
genauer untersuchten AMPs HIpA als Chaperon bevorzugt. Der Transport

durch das Periplasma erfolgt primar durch SurA. Ist dieser Weg nicht verfugbar,
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kann HIpA das andere Chaperon dennoch effektiv ersetzen, sodass das
Uberleben der Zelle gewahrleistet ist (Denoncin et al. 2012), wahrend die
Deletion beider Proteine zusammen letal fur E. coli ist (Weski und Ehrmann
2012).

1.2.3 Bildung von Disulfidbrtickenbindungen

Bei der Faltung und Stabilisierung vieler AM- und von Pa sekretierter Proteine
spielen Disulfidbriicken eine wichtige Rolle. Wie bei allen gramnegativen
Bakterien findet die Bildung dieser Disulfidbricken im Periplasma statt
(Messens und Collet 2006, Depuydt et al. 2011).

Im Modellorganismus E. coli wurde dieser Prozess bisher am besten unter-
sucht: Man fand die Oxidoreduktase DsbA und das IM-Protein DsbB, die als
Enzyme bei der Bildung der Disulfidbriicken eine maRgebliche Rolle spielen.
EcDsbA ist ein I6sliches, monomeres Protein aus der Familie der Thioredoxine,
das mit einem CxxC-Motiv die Bildung von Disulfidbricken katalysiert. Das
Protein ist der primare Donor bei der Disulfidbriickenbildung. Die Cystein-Reste
des katalytischen Motivs liegen in vivo im oxidierten Zustand vor. Dadurch kann
DsbA mit den Proteinen interagieren und sie oxidieren — eine schnelle
unidirektionale Reaktion, die das Zusammenfalten der Proteine katalysiert.
Nachdem die Disulfidbriicke auf das Target-Protein tUbertragen wurde, befindet
sich DsbA im reduzierten Zustand und ist damit nicht mehr in der Lage, weitere
Reaktionen zu katalysieren. An dieser Stelle kommt DsbB ins Spiel: Das IM-
Protein reoxidiert die Oxidoreduktase und stellt so den Ausgangszustand und
damit die Funktion von DsbA wieder her (Bardwell et al. 1991, Bardwell et al.
1993). EcDsbB besteht aus vier transmembranen Segmenten und zwei kleinen
hydrophilen Regionen, die jeweils zwei ins Periplasma ragende Cysteinreste
besitzen. Die Cysteinreste als Reaktionpartner sind verantwortlich fur die
Aktivitdt des Proteins: Sie transportieren die Elektronen von DsbA weg und
liefern sie Ubichinon, das die Elektronen dann der Atmungskette zufuhrt (Bader
et al. 1999). Steht nicht genug Sauerstoff zur Verfigung, werden die Elektronen
von DsbB zu Menachinon und dann weiter zu terminalen Elektronenakzeptoren

wie Fumaraten und Nitraten transportiert (Bader et al. 1999, Takahashi et al.
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2004, Tapley et al. 2007). Abbildung 3 stellt die Interaktion der beiden Dsb-

Proteine in E. coli schematisch dar.
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v B acceptors [———
CYTOP'CISI‘I‘I Aerobic conditions Anaerobic conditions

Abbildung 3: Disulfidbriickenbildung durch Oxidation im Periplasma von E. coli. DsbA
oxidiert die Proteine und Kkatalysiert damit ihr Zusammenfalten. DsbA liegt anschlieBend redu-
ziert vor und wird vom IM-Protein DsbB reoxidiert. Steht genug Sauerstoff zur Verfligung,
werden die Elektronen tber Ubichinon der Atmungskette zugefuhrt. Unter anaeroben Beding-
ungen gelangen die Elektronen durch Menachinon zu alternativen Elektronenakzeptoren
transportiert. Aus: Collet und Bardwell (2002)

In E. coli wurden bereits Uber 30 Substrate identifiziert, deren Faltung von den
Dsb-Proteinen abhéngig ist. Man nimmt jedoch an, dass die Zahl der
abhangigen Proteine deutlich grol3er ist (Kadokura et al. 2004, Leichert und
Jakob 2004, Vertommen et al. 2008).

Pa kodiert mehrere Dsb-Proteine, darunter zwei DsbA (DsbAl und DsbA2) und
zwei DsbB (DsbB1=DsbB und DsbB2=DsbH). Die Arbeitsweise der Protein-
Maschinerie unterscheidet sich ebenfalls etwas vom System in E. coli. DsbAl
ist primarer Donor der Disulfidbriicken und kann sowohl von DsbB als auch von
DsbH recycelt werden. DsbA2 ist ebenfalls eine Oxidoreduktase, gehért jedoch
zu einer anderen Untergruppe als EcDsbA und PaDsbAl und wird vermutlich

nur unter speziellen Bedingungen exprimiert (Arts et al. 2013).
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Wie DsbA in E. coli ist auch PaDsbA1l ein Thioredoxin, das in vivo tberwiegend
im oxidierten Zustand vorliegt. Die Substrate sind vielféltig, darunter Virulenz-
faktoren wie die Elastase LasB, eine extrazellulare Protease, die vor ihrer
Sekretion eine oxidative Faltung durchlauft. Auch der Zusammenbau von Typ-
IV-Pili und Flagellum ist abhangig von der katalytischen Wirkung von DsbAl
(Braun et al. 2001, Urban et al. 2001, Ha et al. 2003). Neben den Genannten
gibt es noch einige weitere Hull- und Exoproteine (Arts et al. 2013).

DsbB und DsbH sind beide in der Lage DsbA1l zu reoxidieren und haben eine
ahnliche Affinitat zu diesem Protein. Sie scheinen den Ausfall des jeweils
anderen kompensieren zu kénnen. Dies lasst vermuten, dass ihre Funktion
redundant ist (Arts et al. 2013).

1.3 Zielsetzung

Auf Grund der Vielfalt an Antibiotikaresistenzen die Pa erwerben kann oder
naturlicherweise besitzt (siehe 1.1.3), spielt die Entwicklung neuer Medi-
kamente zur Behandlung von Infektionen eine zunehmend wichtigere Rolle. Die
Pathogenitat von Pa basiert, im Gegensatz zu anderen Krankheitserregern, auf
einem komplexen Zusammenspiel von mehreren Virulenzfaktoren (siehe 1.1.2).
Daher ist im Kampf gegen diesen Erreger das gangige Prinzip, einzelne
Virulenzfaktoren als Angriffspunkte fir AB ins Visier zu nehmen, wirkungslos. In
dieser Arbeit sollte deshalb der Fokus auf die AufRenmembranbiogenese
gesetzt werden. Der Ansatz zeigte bereits am Modellorganismus Yersinia
enterocolitica vielversprechende Ergebnisse (Weirich et al. 2017): Deletions-
mutanten, die nicht mehr in der Lage waren die Proteine BamB (siehe 1.2.1)
bzw. SurA (siehe 1.2.2) zu synthetisieren, prasentierten sich signifikant weniger
virulent, sensitiver gegeniiber AB und zeigten insgesamt eine verminderte
Integritat der AM.

Wie in 1.2 beschrieben dient die AM nicht nur dem Schutz gramnegativer
Bakterien. Zu ihren vielfaltigen Aufgaben gehdren aul3erdem die Sekretion von
Proteinen und Toxinen, die Aufnahme von N&ahrstoffen in die Zelle und weitere
Prozesse, die unter anderem im Zusammenhang mit Beweglichkeit und

Virulenz der Bakterien stehen. Greift man in den Prozess der Synthese von
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AMPs ein oder stort deren korrekten Einbau, schwacht man die Zelle aus
mindestens zwei Grinden: Erstens kdnnen daraus generelle Defekte der AM
resultieren, die das Eindringen schadlicher Substanzen in das Bakterium
ermoglichen. Zweitens kann der Einbau mehrerer entscheidender Virulenz-
faktoren in die AM verhindert werden. Beides spricht dafiir, dass Proteine, die
an der Biogenese einer Vielzahl von AMP beteiligt sind, ein gutes Ziel fir neue
Therapeutika darstellen, zumal es hierzu keine Korrelate im menschlichen
Korper gibt.

Um zu untersuchen, welche Proteine sich als Angriffspunkt zur Behandlung von
Pa-Infektionen eignen, sollten in dieser Arbeit Knock-out-(K.O.-)Stdmme
generiert werden. Ausgehend vom Pa-Laborstamm PA14 sollten Deletions-
mutanten der Gene bamC [PA14 51260], hlpA [PA14_17170], dsbB
[PA14_07000], dsbH [PA14_69400] und dsbAl [PA14_72450] entstehen. Da
bei den Pa-Stammen, denen dsbB oder dsbH fehlen, aufgrund der funktionellen
Redundanz dieser Proteine keine phanotypische Veranderung zu erwarten ist
(Arts et al. 2013), sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit aul3erdem eine
entsprechende Doppel-K.O.-Mutante generiert werden.

Alle Gene, die in dieser Arbeit ausgeschalten werden sollten, sind nicht
essentiell fir Pa. Das macht sie zu reizvollen potentiellen Angriffszielen fur AB,
da kein Selektionsdruck auf die Bakterien ausgelbt wird und deshalb die
Entstehung neuer Resistenzen vermindert werden kann.

Die mutierten Stamme sollten anschlieBend in drei verschiedenen
Experimenten hinsichtlich der Integritat ihrer AM getestet werden: AB-
Resistenz-Testung (2.2.4), Sensitivitdt gegeniber Gallensalzen (2.2.5) und

Humanserum (2.2.6).
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Bezeichnung

Hersteller

Brutschrank Function Line B20

Heraeus INSTRUMENTS, Hanau

DensiChek plus

BioMérieux, Nurtingen

Eismaschine Scotsman AF 156

Scotsman ice systems, Mailand (IT)

Gefrierschrank Premium NoFrost

Liebherr, Biberach a. d. Rif3

Gefriertruhe HFC 586 Basic

Heraeus INSTRUMENTS, Hanau

Gel-Dokumentationssystem FAS-V

NIPPON Genetics, Diren

Gelelektrophoresekammern Mini-Sub
Cell GT, WIDE Mini-Sub Cell GT

Bio-Rad, Miinchen

Heizblock Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Inkubationsrollrad

NeoLab, Heidelberg

Laborwaage

Sartorius, Gottingen

Laminar-Flow Sicherheitswerkbank
(BDK-S 1800)

BDK Luft- und Raumfahrttechnik,
Sonnenbihl-Genkingen

Magnetruhrer mit Heizplatte MR 3001 K

Heidolph, Schwabach

Mikrowelle MW 7825

Severin, Sundern

Multikanalpipette (5-50 pl, 50-300 ul)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

NanoDrop ONE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Netzgerat Power Pac 200

Bio-Rad, Miinchen

pH-Meter 535 MultiCal Microprocessor

WTW, Weilheim i. OB

Photometer BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

Pipetten (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Easypet

Eppendorf, Hamburg

Schiuttelinkubator HAT

Infors AG, Bottmingen

Tecan-Reader infinite M200 PRO

Tecan, Crailsheim

Thermo-Cycler C1000 Touch

Bio-Rad, Miinchen

Vakuum-Pumpe CVC 2000

Vacuubrand, Wertheim
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Bezeichnung

Hersteller

Varisdispenser plus

Eppendorf, Hamburg

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG, Zirich (CH)

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Zentrifuge Centrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge mini Spin plus

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Heraeus INSTRUMENTS, Hanau

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Bezeichnung

Hersteller

24-well-Platte

Greiner Bio-One, Frickenhausen

96-well-Platte

Nunc, Langenselbold

Combitip plus 1,0 ml, 5 mi

Eppendorf, Hamburg

Erlenmeyer-Kolben

Schott Duran, Mainz

Handschuhe nitril, puderfrei

Abena, Oberderdingen

Impfschlinge 10 pl blau

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Kryo-Tubes, 1,5 ml

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Kivette 1,5 ml halbmikro

Sarstedt, Niumbrecht

Messzylinder

Schott Duran, Mainz

Parafilm

Bemis, Oshkosh (USA)

PCR-Reaktionsgefal3e single cap

8er soft stripes 0,2 ml

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Petri-Schalen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen 1000 pl

Ratiolab, Dreieich

Pipettenspitzen 200 pl

Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen 10 pl

Brand, Wertheim

ReaktionsgefaRe 1,5 ml, 2ml safe lock

Eppendorf, Hamburg

Falcon-Reaktionsgefalie 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Reaktionsglas 14 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Rohre 5 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning, Wiesbaden
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Agar agar

Carl Roth, Karlsruhe

Agarose-Pulver SeaKem LE

Lonza, Basel (CH)

Aqua ad injectabilia

B. Braun, Melsungen

Bactoagar

BD Biosciences, Freiburg

Borsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Brain Heart Infusion broth (BHI)

BS Biosciences, Freiburg

EDTA

AppliChem, Darmstadt

Essigsaure

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol

VWR, Darmstadt

Gallensalze/Bile salts (Cholsaure und
Desoxycholsaure 1:1)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glucose

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin Emsure

Merck Millipore, Darmstadt

Hefeextrakt

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

VWR, Darmstadt

Kalziumchlorid (CacCly)

Carl Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCly)

Merck Millipore, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgSO.)

Merck Millipore, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

VWR, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)

VWR, Darmstadt

Orange G

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Rinderextrakt

BD Biosciences, Freiburg

Saures Casein-Hydrolysat

BD Biosciences, Freiburg

Starke (l6slich)

BD Biosciences, Freiburg

Sucrose BioXtra

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Applichem, Darmstadt

Trypton

Applichem, Darmstadt
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2.1.4 Puffer

Tabelle 4: Verwendete Puffer

Bezeichnung

Hersteller/Zusammensetzung

5x TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)

54 g TRIS

27,5 g Borsaure

20 ml 0.5M EDTA

pH 8.3 mit Essigsaure einstellen
Aqua dest. ad 1000 ml

10x Buffer for KOD Hot Start

Merck Millipore, Darmstadt

Orange G Ladungspuffer

43,5 ml 87,5 % Glycerin
200 mg Orange G
Aqua dest. ad 100ml

Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,2
(ohne Mg und Ca)

Gibco Life Technologies, Carlsbad (USA)

Tag-Puffer

New England Biolabs, Ipswich (UK)

2.1.5 Enzyme und Reagenzien

Tabelle 5: Verwendete Enzyme und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs) (10 mM)

Roche Diagnostics, Rotkreuz (CH)

Dpnl Restriktionsenzym

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Gene Ruler DNA Ladder Mix

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

KOD Hot Start DNA Polymerase

Merck Millipore, Darmstadt

Phusion Polymerase (2 U/pl)

New England Biolabs, Ipswich (UK)

SYBR safe DNA gel stain (0.01 %)

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

T5 Exonuclease (10 U/ul)

Epicentre, Madison (USA)

Taqg DNA Ligase (40 U/pl)

New England Biolabs, Ipswich (UK)

Taq Polymerase

New England Biolabs, Ipswich (UK)
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2.1.6 Antibiotika

Tabelle 6: Fur Flussigkulturen und Nahrbodenplatten verwendete Antibiotika

Bezeichnung

Hersteller

Gentamicinsulfat

Appli Chem, Darmstadt

Irgasan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tabelle 7: Verwendete Antibiotikaplattchen zur Testung auf Antibiotika-Sensitivitat

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller

B 10 Bacitracin 10 pug Becton Dickinson, Sparks (USA)
CTX5 Cefotaxim 5 ug Becton Dickinson, Sparks (USA)

E 15 Erythromycin 15 ug Becton Dickinson, Sparks (USA)
RAS5 Rifampicin 5 pg Becton Dickinson, Sparks (USA)
SAM 20 Amicilin 10 ug + Mast Diagnostics, Merseyside (USA)

Sulbactam 10 ug
VA 30 Vancomycin 30 ug Becton Dickinson, Sparks (USA)

2.1.7 Nahrmedien

Tabelle 8: Verwendete Nahrmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

Lysogeny Broth (LB) agar

15 g Bactoagar
LB-Medium ad 1000 ml

LB-Medium pH 7,5

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

pH 7.5 mit NaOH einstellen

destilliertes Wasser (Aqua dest.) ad 1000

ml

Muller-Hinton-Agar

2 g Rinderextrakt

17,5 g saures Casein-Hydrolysat
1,5 g Starke

17 g Agar agar

Aqua dest. ad 1000 ml
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Bezeichnung

Zusammensetzung

No-salt lysogeny broth (NSLB)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

15 g Bactoagar

Aqua dest. ad 700 ml

300 ml Sucrose (50 % wi/v)

Super optimal broth with catabolite
repression (SOC)

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 ml 1M MgSO.
10 ml 1M MgCl;
10 ml 1M KClI

2 ml 5M NacCl

20 ml 1M Glucose
Aqua dest. ad 1000 ml

2.1.8 Bakterienstamme

Tabelle 9: Verwendete Bakterienstamme

Bezeichnung Eigenschaften Resistenz Herkunft
Pseudomonas aeruginosa
PA14 i - DSMZ (Nr. 19882)
Wildtyp-Stamm
Chemisch kompetenter
_ o ) New England
E. coli DH5a Escherichia coli-Stamm, - _ )
) _ . Biolabs, Ipswich (UK)
transformiert mit hoher Effizienz
_ ) Chemisch kompetenter
E. coli SM10 Apir o ) - (Hmelo et al. 2015)
Escherichia coli-Stamm
) (Liberati et al. 2006),
PA14-Stamm mit Transposon- . : ) )
PA14 Tn_surA o Gentamicin | in Kooperation mit
Mutation in surA
AG Mayer (IMIT)
_ (Liberati et al. 2006),
PA14-Stamm mit Transposon- . } i .
PA14 Tn_bamC o Gentamicin | in Kooperation mit
Mutation in bamC
AG Mayer (IMIT)
) (Liberati et al. 2006),
PA14-Stamm mit Transposon- N ; ) )
PA14 Tn_hlpA o Gentamicin | in Kooperation mit
Mutation in hipA
AG Mayer (IMIT)
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Bezeichnung Eigenschaften Resistenz Herkunft
) (Liberati et al. 2006),
PA14-Stamm mit Transposon- N } ) )
PA14 Tn_dsbB o Gentamicin | in Kooperation mit
Mutation in dsbB
AG Mayer (IMIT)
' (Liberati et al. 2006),
PA14-Stamm mit Transposon- . } i .
PA14 Tn_dsbH o Gentamicin | in Kooperation mit
Mutation in dsbH
AG Mayer (IMIT)
PA14-Mutant mit Deletion von Michael Sonnabend,
PAl14 AbamB -
bamB AG Bohn
PA14-Mutant mit Deletion von ) )
PA14 AbamC - diese Arbeit
bamC
PA14-Mutant mit Deletion von ) )
PA14 AhIpA - diese Arbeit
hipA
PA14-Mutant mit Deletion von ) )
PA14 AdsbB - diese Arbeit
dsbB
PA14-Mutant mit Deletion von
PA14 AdsbH - diese Arbeit
dsbH
PA14-Mutant mit Deletion von ) .
PA14 AdsbBAdsbH - diese Arbeit
dsbB und dsbH
PA14-Mutant mit Deletion von ) )
PA14 AdsbA1 - diese Arbeit
dsbAl
2.1.9 Plasmide
Tabelle 10: Verwendete Plasmide
Bezeichnung Eigenschaften Resistenz | Herkunft
Cloning-Vektor mit selektivem o
PEXG2 Gentamicin | (Hmelo et al. 2015)
sacB-Gen
PEXG2 bamC- ) o ) )
PEXG2 mit bamC-K.O.-Kassette | Gentamicin | diese Arbeit
K.O.-Vektor
PEXG2 hlpA-K.O.- _ o ) )
PEXG2 mit hipA-K.O.-Kassette Gentamicin | diese Arbeit
Vektor
PEXG2 dsbB-K.O.- _ o ) )
PEXG2 mit dsbB-K.O.-Kassette | Gentamicin | diese Arbeit
Vektor
PEXG2 dsbH-K.O.- . o ) )
PEXG2 mit dsbH-K.O.-Kassette | Gentamicin | diese Arbeit

Vektor
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Bezeichnung Eigenschaften Resistenz | Herkunft
diese Arbeit
PEXG2 dsbAl- . o (hergestellt durch
PEXG2 mit dsbAl-K.O.-Kassette | Gentamicin

K.O.-Vektor

GenScript,
Piscataway (USA))
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2.1.10 Oligonukleotide

Tabelle 11: Primer zur Konstruktion der Knock-out-Vektoren

Annealing-
Name Sequenz (5° 2> 39) Temperatur | Verwendung

[°C]
gib_uni_pEXG2_f AGGTCGACTCTAGAGGATCC 58 Linearisierung des pEXG2-
gib_uni_pEXG2_r TTCCGGCTCGTATAATGTGT 58 Cloning-Vektors
gib_pEXG2_BamC_up_f agctaattccacacattatacgagccggaaGACTTCCACTTGCAGGAAGG 53 Amplifikation der Upstream-
gib_pEXG2_BamC _up_r gtatccgggtgtcagaactgctcaccaaggAGCCAGTCGCTTCATTGC 53 Region von bamC
gib_pEXG2_BamC_dn_f gcaatgaagcgactggctggactgaccgccCAGTTCTGACACCCGGATAC 61,3 Amplifikation der Down-
gib_pEXG2_BamC_dn_r tcgagccecggggatectctagagtcgacctGACCGGGATCATGTCGAG 61,3 stream-Region von bamC
gib_pEXG2_HIpA up_fneu agctaattccacacattatacgagccggaaTGCCGTTCTACGAGAACTACTACG | 58 Amplifikation der Upstream-
gib_HIpA dn_HIpA up_r neu ggcgccacgctcgatgaccatgtcgtagccGGTGAACTTACGCACGATGC 58 Region von hipA
gib_HIpA up_HIpA dn_f neu gtgcaggagtgcatcgtgcgtaagttcaccGGCTACGACATGGTCATCG 58 Amplifikation der Down-
gib_pEXG2_HIpA dn_r neu tcgagcccggggatectctagagtcgacctTTACGCATCAGATGAAGCGTCAC 58 stream-Region von hipA
gib_pEXG2_DsbB_up_f agctaattccacacattatacgagccggaaGAACGGCTCGTTGAGGAAG 53 Amplifikation der Upstream-
gib_pEXG2_DsbB_up_r tcaggcggtgcggecggecgaacgcecagcttCTTGAGGAGAGCGCTCAA 53 Region von dsbB
gib_pEXG2_DsbB _dn_f ggaatccctgcecttgagegcetctcctcaagAAGCTGGCGTTCGGCC 57,3 Amplifikation der Down-
gib_pEXG2_DsbB_dn_r tcgagcccggggatcctctagagtcgacct CAGCTTCCATTTCTCGAAGG 57,3 stream-Region von dsbB
gib_pEXG2_DsbH begin_f agctaattccacacattatacgagccggaaTGATGCAGCAGCTGTACGTC 58 Amplifikation der Upstream-
gib_DsbH end_DsbH begin_r | acgggacagcccgcgtcaggcacgtcggagGCTGGCCAGGGGCATGG 58 Region von dsbH
gib_DsbH begin_DsbH end_f | acctgtggatccgccatgcccctggccagcCTCCGACGTGCCTGACG 58 Amplifikation der Down-
gib_pEXG2_DsbH end_r tcgagcccggggatcctctagagtcgacctGTGAATCAGACCGGTACTGC 58 stream-Region von dsbH
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Tabelle 12: Primer zur Uberpriifung der Deletionen

Annealing-
Name Sequenz (5° 2> 3) Temperatur | Verwendung
[°C]

PEXG2_seq_f TACTGTGTTAGCGGTCTG 58 Analyse der Fragmentliange

und Sequenzierung des
PEXG2_seq_r GATCCGGAACATAATGGTG 58 PEXG2-Cloning-Vectors
BamC_seq_f GAGATGGGTCTGATCCC 58 Analyse der Fragmentlange
BamC_seq_r AGGATCGCGTCCAGCT 58 und Sequenzierung des
BamC_seq_f neu TCGAGCTGATGCTGCTG 58 Genoms der PA14 AbamC-
BamC_seq_r neu CTGATGGTTGTTCAAGTGC 58 Mutante

o Bestétigung der Deletion

DbamC_proof inside_r AGCGATTGCCAGTCGGAAC 58

von bamC

Analyse der Fragmentlange
HIpA_seq_f AGAAGCCGGACAACGC 58 )

und Sequenzierung des

Genoms der PA14 AhlpA-
HIpA_seq_r neu TCACACCGTTGCCGATC 58

Mutante
DhlpA_seq_f2 TGTACGTAGTACCGAGTAACG 58 Bestatigung der Deletion
DhlpA_proof inside_r2 TTGAGCTTCTTCAGCATGTCG 58 von hlpA

Analyse der Fragmentlange
DsbB_seq_f TGCAGCAGACATCGTTACG 58 )

und Sequenzierung des

Genoms der PA14 AdsbB-
DsbB_seq_r GAATCGAGGCATGGTGGTA 58

Mutante
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Annealing-

Name Sequenz (5° 2> 39) Temperatur | Verwendung
[°C]
o Bestétigung der Deletion
DdsbB_proof inside_r GTGCTGGAGGTAGAGTACG 58
von dshB
Analyse der Fragmentléange
DsbH_seq_f TGAAGGATTCCGAACTGC 58 ]
und Sequenzierung des
Genoms der PA14 AdsbH-
DsbH_seq_r GCCTGAATACCGCTCAG 58
Mutante
o Bestatigung der Deletion
DdsbH_proof inside_r TCAGGCCGATCAGGATGAAG 58

von dsbH
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2.1.11 Kommerzielle Kits

Tabelle 13: Verwendete Kits von kommerziellen Unternehmen

Bezeichnung Hersteller
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il VWR, Darmstadt
QIlAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

Promega, Mannheim
System

2.1.12 Software

Tabelle 14: Verwendete Software
Bezeichnung

Adobe Photoshop CS5
Adobe Reader XI
Clone Manager 7.0
EndNote

Hersteller

Adobe Systems, Mountan View (USA)
Adobe Systems, Mountan View (USA)
Sci-Ed Software, Denver (USA)
Thomson Reuters, New York City (USA)

Tecan, Crailsheim

i-control 1.11 (for Tecan infinite reader)

Microsoft Office 2010 + 2016

Microsoft, Redmond (USA)

Prism 4.0

Graph Pad Software, San Diego (USA)

Snap Gene

GSL Biotech LLC, Chicago (USA)

2.2 Mikrobiologische Methoden
2.2.1. Anzucht der Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme von Pseudomonas aeruginosa und
Escherichia coli (siehe Tabelle 9: Verwendete Bakterienstamme) wurden
einheitlich angezichtet. In der Regel wurden die Bakterienstamme aus
Kryokulturen angeimpft. Dazu wurde mit einer Impfose etwas Material von der
gefrorenen Kultur abgenommen und in 5 ml LB-Medium in einem Reagenzglas
gelost. Besald der Stamm Resistenzen, wurden dementsprechende AB bei-
gefugt. Tabelle 15 zeigt die verwendeten Konzentrationen. Die Kultur wurde
uber Nacht (UN) bei 37°C und 200 rpm im Schiittelinkubator inkubiert.

Zur Anzucht von Bakterien auf LB-Agar-Platten, wurde das Material aus einer
Kryokultur mit der Impfoése auf eine Platte ausgestrichen. Wenn nétig, wurden

vor dem GielRen der Platten AB in das Medium gegeben (siehe Tabelle 15:
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Antibiotikakonzentration im Nahrmedium). Die Platten wurden UN bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

Tabelle 15: Antibiotikakonzentration im Nahrmedium

o Konzentration im Konzentration auf
Antibiotikum _ _
Fliussigmedium Agarplatten
o E. coli 15 pg/ml
Gentamicin 15 pg/ml
Pa 75 pg/mi
Irgasan - 25 pg/ml

2.2.2 Kryokulturen fir die Bakterienstammsammlung

Die Lagerung der Bakterienstamme erfolgte bei -80°C in LB-Medium mit 20 %
Glycerin. Das Glycerin verhinderte, dass sich Kristalle im Zytoplasma bilden
und die Zellen absterben. 5 ml UN-Kultur wurden bei 5000*g 10 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 3 ml LB, welches 20
% Glycerin enthielt, resuspendiert. 1 ml der Zellsuspension wurde in 1,5 ml

Kryo-Tubes tberfiihrt und bei -80°C eingefroren.

2.2.3 Photometrische Bestimmung der Bakterienzahl

Zur Bestimmung von Wachstumskurven wurden die Bakterien in fliissigen UN-
Kulturen angezichtet. Am folgenden Tag wurde die optische Dichte (OD) der
Kultur im Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Daflr wurde
ein Teil der UN-Kultur in einer Kiivette im Verhaltnis 1:20 mit LB verdinnt (50 pl
Kultur + 950 pl LB). Aus der OD liel3 sich die Anzahl der Bakterien in der Kultur
berechnen. Eine ODsoo von 1 entspricht bei Pa 10° Bakterien.

2.2.4 Testung auf Antibiotikasensitivitat

Die Bakterienstamme wurden UN auf LB-Platten angezogen. Am nachsten Tag
wurde eine Bakterienkolonie in 2ml 0,9 % NaCl-Losung resuspendiert und auf
einen McFarland-Standard von 0,5 eingestellt. Mit einem sterilen
Wattestabchen wurde die Bakterienlosung anschlielend gleichméaRig auf
Miller-Hinton-Agarplatten ausgestrichen. Darauf wurden mit Hilfe eines Stem-

pels und einer Pinzette AB-Plattchen mit einem Durchmesser von 6 mm
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platziert. Die verwendeten AB und ihre Konzentrationen kénnen aus Tabelle 7
entnommen werden. Dann wurden die Platten UN bei 37°C inkubiert. Der
Deckel der Petrischale zeigte wahrend der Inkubation nach oben, um zu
verhindern, dass sich die Plattchen vom N&hrboden |6sen. Am folgenden Tag
wurde der Hemmhof vermessen. Dazu bestimmte man den gesamten
Durchmesser der Zone um die AB-Plattchen, in der keine Bakterien gewachsen
waren.

Der Wildtyp-Stamm PA14 (WT) und die PA14AbamB-Mutante dienten als
Kontrolle. Bei der AbamB-Mutante zeigte sich in vorausgegangenen Experimen-
ten eine erhdhte Suszeptibilitdt gegenluber einer Reihe von AB, weshalb der

Stamm als Positivkontrolle gut geeignet war.

2.2.5 Bile Salt Assay

Die Bakterien wurden als UN-Kulturen angezogen. Fur den Versuch wurde eine
0,3 %-L6sung mit Gallensalzen (Bile Salts, BS) bendtigt. Dazu wurden 15 g BS
in 5 | LB gegeben und mit Hilfe eines Magnetrihrers geldst. Die Losung wurde
anschlieend autoklaviert.

Am nachsten Tag wurde die Bakterienzahl bestimmt (siehe 2.2.3) und eine 24-
Well-Platte mit 107 Bakterien in 1 ml LB bzw. 1 ml 0,3 % BS pro Well beimpft.
Abbildung 4 zeigt schematisch die 24-Well-Platte mit diesem Versuchsaufbau.
Die Platten wurden mit Deckel im Schittelinkubator bei 37°C und 120 rpm flr
insgesamt 8 h inkubiert. Stindlich fand eine OD-Messung mit dem Tecan
Reader statt (Wellenlange 600 nm, 3x3 Messwerte pro Well). Fur den
Messvorgang wurde der Deckel der Platte entfernt, um Messfehlern durch
Kondenswasser vorzubeugen.

Die Werte wurden tabellarisch und grafisch als Wachstumskurve dargestellt.
Der WT diente als Negativkontrolle, da er sich in diesem Versuch resistent
gegenuber Gallensalzen préasentierte, und die PAl4AbamB-Mutante als

Positivkontrolle, welche sensibel mit vermindertem Wachstum reagierte.
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Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau des Bile Salt Assays auf 24-Well-Platten.
Reihe A und B wurden mit 1 ml LB-Medium gefullt, Reihe C und D mit 1 ml 0,3 % BS. Spalte 1
blieb ohne Bakterien, um den Leerwert zu bestimmen. Spalte 2 und 3 wurden mit dem WT als
Negativkontrolle bzw. der AbamB-Mutante als Positivkontrolle beimpft. In die verbleibenden
Spalten 4-6 wurden die zu testenden Stamme gegeben. Jedes Well wurde initial mit 107
Bakterien beimpft.

2.2.6 Serum Killing Assay

Die Bakterien wurden in fliissigen UN-Kulturen angezogen. Am folgenden Tag
wurden Subkulturen in 1:20-Verdinnung angesetzt (250 ul UN-Kultur + 5 ml
LB) und fir zwei bis drei Stunden bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert.
AnschlieBend wurde die Bakterienzahl bestimmt und aus den Subkulturen
5x107 Bakterien entnommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt.
Die Bakterien wurden mit 500 ul PBS gewaschen und eine Minute bei 15300*g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 900 pl PBS
resuspendiert. Davon wurden je 5x10° Bakterien in zwei neue Eppendorf-
Gefal3e Uberfuhrt und mit 10 % aktivem oder hitzeinaktiviertem Humanserum 30
min bei 37 °C auf einem Rollrad inkubiert. Das menschliche Serum wurde von
gesunden Probanden gewonnen. Dazu wurde den Probanden Blut in Serum-
Monovetten abgenommen und nach der Gerinnung fir 10 min bei 4 °C und
2500*g zentrifugiert, sodass das Serum von den festen Bestandteilen des
Blutes (Pellet) getrennt wurde. Der Uberstand wurde als Aliquots (200 pl) bei
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einer Temperatur von -80 °C gelagert. Die Titer fur IgG- und IgM-Antikorper
gegen Pa wurden mittels ELISA getestet. Das Serum der Probanden, deren
Antikorper-Titer negativ war, wurde gepoolt und fur dieses Experiment
verwendet. Um hitzeinaktiviertes Serum herzustellen, wurde es fir 30 min bei
56 °C im Heizblock erhitzt.
Nach der Inkubation auf dem Rollrad wurden die Proben mit 100 pl BHI
vermischt und 5 min auf Eis inkubiert, um die weitere Aktivitat des
Komplementsystems zu unterbinden. Aus diesen Ansatzen wurde schlie3lich
eine Verdunnungsreihe (10! bis 10°) mit PBS hergestellt. Aus den
Verdinnungsstufen 102 bis 10> wurden jeweils 100 pl auf einer LB-Platte ohne
AB ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert.
Zur Auswertung des Versuchs wurden am nachsten Tag die Kolonien auf den
Platten gezahlt. Aus den Werten der technischen Replikate eines Stamms
wurde fur jede Verdinnungsstufe die mittlere Kolonienzahl berechnet. Diese
Durchschnittswerte wurden anschlie3end entsprechend ihrer Verdiinnungsstufe
auf die Zahl der Kolonien einer unverdinnten Probe standardisiert. Aus den
Werten wurde pro Stamm erneut ein Mittelwert (Z) bestimmt. Alle Berech-
nungen wurden fur die Versuchsansatze mit hitzeinaktiviertem Serum (HIS)
bzw. normalem Human-Serum (NHS) separat durchgefihrt. Um das Wachstum
der Bakterien in NHS und HIS zu vergleichen, wurde mit folgender Formel ein
Prozentwert berechnet:

_ Znps X100

 Zns
Der Wert p gibt an, wie viel Prozent der Bakterien in NHS Uberleben. Die
Anzahl der Kolonien nach Inkubation in HIS wurde dazu als Referenz

verwendet.

2.2.7 Herstellung chemisch kompetenter E. coli SM10 Apir
In 5 ml LB wurde eine UN-Kultur mit E. coli SM10 Apir angesetzt. Der Stamm

wurde eingesetzt um den K.O.-Vektor per Konjugation auf Pa zu Ubertragen. Da

er Sex-Pili bildet, war er dazu besonders geeignet.
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Am nachsten Tag wurden 400 ml LB in einem 2 | umfassenden Erlenmeyer-
Kolben vorbereitet und 4 ml aus der UN-Kultur hinzugegeben. Die Bakterien
wuchsen bei 37 °C unter Schitteln bis zu einer ODsoo von 0,4-0,6. Zu diesem
Zeitpunkt erreichte ihr Wachstum die logarithmische Phase. Die Kultur wurde
dann auf acht 50 ml Falcon-ReaktionsgefalRe aufgeteilt und fir 20 min auf Eis
gestellt. Danach wurden die Bakterien fir 10 min bei 3000*g und 4 °C zentrifu-
giert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 24 ml kaltem 0,1 M
CaClz resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend erneut bei
3000*g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 6,4 ml kaltem 0,1 M CaClz mit 15 % Glycerin resuspendiert.
Aliquots von 100 pl wurden in gekuhlte 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie
abgefullt, in flussigem Stickstoff schockgefrostet und sofort bei -80 °C gelagert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Plasmid-Isolation

Die Bakterien wuchsen UN in 5 ml LB mit Gentamicin (siehe Tabelle 15). Am
Tag darauf wurde das Plasmid mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il nach
dem Protokoll des Herstellers isoliert. Das Produkt wurde zweimal mit je 40 pl

Braun Hz0 eluiert, die Elutionen vereinigt und bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.2 Isolation genomischer DNA (gDNA)

Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf LB-Platten UN. Am n&chsten Tag wurde
mit dem QlAamp DNA Mini Kit die gDNA isoliert. Dabei wurde nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren und die gewonnene genomische DNA bei -

20 °C gelagert.

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen. Dies kann zu ver-
schiedenen Zwecken eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde die PCR
genutzt, um DNA-Fragmente fur die Bakterien-Mutagenese herzustellen, die

Lange von Fragmenten zu bestimmen und Bakterienkolonien zu screenen.
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Abhangig vom Ziel des Experiments wurden unterschiedliche Polymerasen

verwendet.

2.3.3.1 PCR mit KOD Polymerase

Um DNA-Fragmente fir die Mutagenese der Bakterien zu generieren, wurde

die KOD Hot Start DNA Polymerase eingesetzt. Sie besitzt eine zusatzliche

3'>5’-Korrekturlesefunktion, wodurch die Entstehung von Mutationen innerhalb

der DNA-Sequenzen im Vergleich zur Tag-Polymerase stark reduziert ist. Als

Matrize wurde genomische DNA der Bakterien oder Plamid-DNA verwendet.

Tabelle 16 zeigt die Zusammensetzung der Reaktionsansatze.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Reaktionsansatze bei der PCR mit KOD Polymerase

Bestandteil Menge

10x Buffer for KOD Hot Start 5ul

dNTPs (2 mM) 5ul

MgSO4 (25mM) 4 ul
Forward-Primer [10 pmol] 0,5 ul
Reverse-Primer [10 pmol] 0,5 ul

Matrize ~ 100 ng (gDNA)
KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul) | 0,5 pl

H.O 33,5yl

Gesamt 50 ul

Die PCR-Reaktionsgefalle wurden im Thermo-Cycler platziert und durchliefen

folgendes Programm:

Tabelle 17: PCR-Programm bei der PCR mit KOD Polymerase

Reaktionsabschnitt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95 °C 3:00 min

Denaturierung 95 °C 20s 7

Annealing Siehe Tabelle 11 30s — 40 Wiederholungen
Elongation 70 °C 25 s/kb ]

AbschlieRende Elongation | 70 °C 5:00 min

Pause 4°C 0
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2.3.3.2 PCR mit Taqg-Polymerase

Zur Fragmentlangenbestimmung und um Bakterienkolonien zu Uberprifen,
wurde die robustere und gunstigere Tag-Polymerase verwendet. Als Matrizen
dienten Plasmid-DNA, genomische DNA oder Zelllysate. Die folgende Tabelle

zeigt die Zusammensetzung der Reaktionsanséatze:

Tabelle 18: Zusammensetzung der Reaktionsanséatze bei der PCR mit Tag-Polymerase

Bestandteil Menge

Taqg-Puffer mit 15 mM MgCl: 1p

dNTPs (10 mM) 0,2 ul

Forward-Primer [10 pmol] 0,5 ul

Reverse-Primer [10 pmol] 0,5 ul

Matrize ~ 100 ng (Plasmid-DNA) oder
~ 200 ng (gDNA)

Tag-Polymerase (5000 U/ml) 0,32 ul

H.O 2,48 pl

Gesamt 10 pl

Die Ansatze durchliefen anschlieRend folgendes Programm im Thermo-Cycler:

Tabelle 19: PCR-Programm bei der PCR mit Tag-Polymerase

Reaktionsabschnitt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95 °C 5:00 min

Denaturierung 95 °C 30s n

Annealing Siehe Tabelle 12 30s — 30 Wiederholungen
Elongation 70 °C 1:00 min/kb

AbschlielRende Elongation | 70 °C 5:00 min

Pause 4°C o0

2.3.4 Kolonie-PCR

Um eine grolRere Anzahl von Klonen zu screenen, wurde die Kolonie-PCR
eingesetzt. Teile der Kolonien wurden jeweils einzeln von der Agar-Platte
entnommen, in 50 pl sterilem Wasser resuspendiert und fir 5 min bei 95 °C
erhitzt, um die Zellen zu lysieren. Um Zellreste von den l6éslichen DNA-

Bestandteilen zu trennen, wurden die Lysate 5 min bei 1000*g zentrifugiert.
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Vom resultierenden Uberstand wurden 5 pl als Matrize fir die PCR eingesetzt.
Zusammensetzung und Ablauf der PCR entsprachen denen der PCR mit Tag-

Polymerase (siehe Tabelle 18 und Tabelle 19).

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Das Ergebnis der PCR wurde mittels Gelelektrophorese im Agarose-Gel
sichtbar gemacht. Dabei wurden die PCR-Produkte nach ihrer Gr63e getrennt.
Fur das 1%ige Agarose-Gel wurde Agarose in 0,5 % TBE-Puffer durch
Aufkochen in der Mikrowelle vollstandig gelést und nach kurzem Abkuhlen
SYBR safe DNA gel stain im Verhaltnis 1:10000 als Farbemittel hinzugegeben.
Fir ein kleines Gel waren 40 ml ausreichend. Das Agarosegel wurde in einen
Schlitten mit entsprechendem Kamm gegossen und fur mindestens 30 min
abgekihlt. Die Geltaschen wurden jeweils mit 3 pl des PCR-Produkts und 2 pl
Orange G Ladungspuffer beladen. Als Marker wurde Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder (75-20.000 bp) oder Gene Ruler DNA Ladder Mix (100-10.000 bp)
verwendet. Von diesen Markern wurden jeweils 5 pl in eine Tasche geladen.
Die Gelelektrophorese wurde tber 60 min bei 100 V mit 0,5 % TBE-Buffer als
Laufpuffer durchgefuhrt und das Ergebnis anschlieBend mit dem Gel-
Dokumentationssystem FAS-V dokumentiert.

2.3.6 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Produkte der PCR wurden mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System aufgereinigt. Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers
verfahren. Die DNA-Fragmente wurden am Ende mit 50 pl H20 eluiert und

schliel3lich bei -20 °C gelagert.

2.3.7 Transformation in chemisch kompetente Zellen

Als Transformation wird die Ubertragung freier DNA in kompetente Bakterien
bezeichnet. Die Mdglichkeit in vitro DNA auf Zellen zu Ubertragen, spielt eine
wichtige Rolle in der Gentechnologie. Meist werden Plasmide als Vektor

verwendet.
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In dieser Arbeit wurde das Plasmid pEXG2 verwendet, welches mit einer
entsprechenden K.O.-Kassette versehen wurde (siehe Tabelle 10). Kapitel
2.2.7 erlautert die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien. Um das
Plasmid in chemisch kompetente E. coli zu transformieren, wurde ein Aliquot
mit 100 ul der kompetenten Bakterien (E. coli DH5a oder E. coli SM10 Apir) auf
Eis aufgetaut, 40-100 ng der Plasmid-DNA in das Reaktionsgefal} gegeben und
durch umrihren vorsichtig vermischt. Die Zellen wurden anschlielBend 30 min
auf Eis inkubiert und dann fur 30 s bei 42 °C im Heizblock hitzegeschockt. Nach
einer weiteren Minute auf Eis wurde 1 ml vorgewarmtes SOC-Medium
hinzugegeben und fir 1 h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Danach wurden
100 pl der Kultur auf einer Agar-Platte mit Gentamicin ausplattiert
(Konzentration siehe Tabelle 15). Der Rest wurde 5 min bei 1000 g pelletiert,
der Uberstand verworfen, die Bakterien in 100 pl LB resuspendiert und
ebenfalls auf einer Agar-Platte mit Gentamicin ausplattiert. Beide Platten
wurden UN bei 37 °C bebritet. Am nachsten Tag wurde mit Hilfe einer Kolonie-
PCR (siehe 2.3.4) mit geeigneten Primern getestet, ob die Kolonien den zur

Transformation eingesetzten Vektor aufgenommen haben.

2.3.8 Gibson-Klonierung

Die Methode der Gibson-Klonierung wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, die
durch PCR erzeugten und amplifizierten 1 kb Fragmente, die das zu
deletierende Gen flankieren, sowie das durch eine PCR linearisierte Zielplasmid
zu dem fur die Mutagenese benttigten K.O.-Vektor zu verbinden. Die
Plasmidkarten sind der beigefligten CD und in gedruckter Form dem Anhang zu
entnehmen.

Die Gibson-Reaktion ist eine moderne Arbeitsweise zur Klonierung, die die Re-
kombination neuer DNA-Fragmente auf einen Schritt vereinfacht. Die Enzyme
kbnnen gleichzeitig arbeiten, wodurch der Prozess um ein Vielfaches
beschleunigt wird. Das grundsatzliche Verfahren der klassischen Rekombina-
tion mit Uberhangenden Enden (,sticky ends®) und Ligation bleibt jedoch
bestehen. Die Uberhange der Oligonukleotide sind in Tabelle 11 als

kleingeschriebene Abschnitte gekennzeichnet. Sie sind 30 bp lang und
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komplementar zu den Enden der Fragmente, mit denen sie verbunden werden
sollen. Nach der Synthese der Fragmente mittels PCR (siehe 2.3.3.1) wurden
alle Fragmente in einem Reaktionsgefald zusammengebracht. Hinzu kam ein
Mastermix, der eine 5°-3"-DNA-Exonuklease, eine 5°-3-DNA-Polymerase und
eine DNA-Ligase enthielt. Im ersten Teil der Reaktion wurden die 5-Enden der
doppelstrangigen Fragmente durch die Exonuklease abgespalten. Dadurch
entstanden einstrangige Uberhange am 3‘-Ende. Diese Uberhange legten sich
an die komplementaren Basen des DNA-Fragments an, an das sie gebunden
werden sollten. Die DNA-Polymerase verlangerte die Strange, um durch die
Exonuklease entstandene Licken zu verschliel3en. Schlie3lich verband die
Ligase die beiden Fragmente. Abbildung 5 zeigt einen Uberblick Uber die
Reaktionsschritte:

dsDNA fragments with overlapping ends.

s A 3
/7 .
77 & 2 = 7
: 77
3 I
Gibson Assembly
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Abbildung 5: Grundprinzip der Gibson-Reaktion. Die zuvor synthetisierten doppelstrangigen
DNA-Fragmente werden mit dem Gibson-Mastermix zusammengebracht. Die Reaktion wird bei
50°C durchgefiihrt. Zuerst werden die 5°-Enden durch die Exonuklease verdaut, die
Ubrigbleibenden Einzelstrang-DNA-Fragmente lagern sich aneinander an und werden von der
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Polymerase verlangert und schlieBlich durch die Ligase verbunden. Es entsteht ein neu
kombiniertes DNA-Produkt. Aus: New England Biolabs Gibson Assembly Master Mix Instruction
Manual; Produktnr. E2611. Mit freundlicher Genehmigung von New England Biolabs.

Die Fragmente aus der PCR mit KOD-Polymerase wurden zunachst
aufgereinigt (wie in 2.3.6 beschrieben) und dann jeweils durch Zugabe von 1 pl
des Restriktionsenzyms Dpnl verdaut (1 h bei 37 °C), um von der PCR
verbliebene Matrizen-DNA zu entfernen. Anschliel3end wurde je 1 pl der beiden
Fragmente (50-100 ng/ul), sowie dem linearisierten Plasmid (0,5 ng/ul) zu 15 ul
Gibson-Mastermix hinzugegeben und 15-60 min bei 50 °C inkubiert. Der
Gibson-Mix wurde selbst hergestellt und setzte sich aus Polymerase (2 U/ul),
T5 Exonuclease (10 U/ul,) und Taq DNA-Ligase (40 U/ul) zusammen (Gibson et
al. 2009).

2.3.9 Allel-Austausch

Ziel des Allel-Austauschs in dieser Arbeit war der Verlust eines bestimmten
Gens im Laborstamm PA14. Dazu wurde der Allel-Austausch in zwei Schritten
nach (Hmelo et al. 2015) durchgefihrt: Das Target-Gen wurde durch die K.O.-
Kassette auf dem pEXG2-K.O.-Vektor ausgetauscht. Nachdem der K.O.-Vektor
sequenziert und bestatigt war, kénnte der horizontale Gentransfer von E. coli
SM10 Apir auf Pseudomonas PA14 induziert werden. Abbildung 6 zeigt das
Prinzip dieses Austauschs.

Zunachst wurden UN-Kulturen des PA14-Wildtyps und E. coli SM10 Apir mit
dem entsprechenden pEXG2-K.O.-Vektor angesetzt. Dem LB-Medium der E.
coli-Kultur wurde entsprechend Tabelle 15 Gentamicin hinzugefligt. Am
nachsten Tag wurde die PA14-WT-Kultur fur 2 h im Wasserbad bei 42 °C
inkubiert. Dieser Schritt war nicht zwingend notwendig, wirkte sich aber positiv
auf die Konjugation aus. Danach wurden 300 pl der Bakterien mit ebenfalls 300
ul der E. coli-Kultur vermischt und anschlieRend 3 min bei 5000*g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl LB resuspendiert. Die
Supension wurde auf eine LB-Platte geben und UN bei 37 °C bebrutet.

Am folgenden Tag wurde das gesamte Bakterienmaterial mit einer Impfdse von

der Platte abgenommen und in 2 ml LB resuspendiert. Davon wurden 100 pl auf
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einer LB/Irgasan/Gentamicin-Platte (Konzentrationen siehe Tabelle 15)
ausplattiert, weitere 20 pl mit 80 ul LB verdiinnt und ebenfalls ausplattiert. Die
Platten wurden bei 37 °C bis zum né&chsten Tag inkubiert.

Durch die verschiedenen AB auf der Agar-Platte war es nur fur merodiploide
Pseudomonas, welche das Plasmid durch Crossover in einem der beiden
homologen Bereiche in ihr Genom integriert haben, méglich zu wachsen. E. coli
wurden durch Irgasan abgetotet, Pa ohne Resistenzkassette (Plasmid) waren
sensitiv fur Gentamicin. Von den Kolonien wurden 12 gepickt, mittels Drei-
Osen-Ausstrich auf LB-Platten aufgetragen und UN bei 37 °C inkubiert. Die
non-selektiven Platten erlaubten die Anhaufung von Bakterien, die bereits ein
zweites Crossover vollzogen haben.

Von jedem der 12 Bakterien-Ausstriche wurden zwei Klone gepickt und als
Drei-Osen-Ausstrich auf NSLB-Platten mit 15 % Sucrose (siehe Tabelle 8)
Ubertragen. Die Platten wurden bei 37 °C bis zum néachsten Tag bebritet.
Durch das Selektionsmedium sollten merodiploide Pa aussortiert werden. Das
als Vektor eingesetzte Plasmid pEXG2 besitzt als selektives Gen sacB, welches
fur das Enzym Levansucrase kodiert. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle
bei der Metabolisierung von Sucrose und produziert dabei Levan. Der
zytotoxische Metabolit fihrte folglich bei allen Bakterien, die das Plasmid noch
besal3en, zum Tod. Auf diese Weise hatten Pseudomonas, die durch ein
zweites Crossover das Plasmid wieder ausgestolen haben, einen
Selektionsvorteil.

Dennoch wuchsen einige Pa mit Plasmid auch auf diesen Selektionsplatten.
Deshalb folgte ein weiterer Schritt zur Selektion. Am folgenden Morgen wurden
jeweils vier Kolonien pro Ausstrich mit einer Pipettenspitze gepickt und auf
LB/Gentamicin- und LB-Platten aufgetragen (AB-Konzentration siehe Tabelle
15). Nach einer Inkubation UN bei 37 °C lieR sich feststellen, welche Bakterien
trotz einer Sucrose-Resistenz noch immer ein Plasmid besal3en, also resistent
gegen Gentamicin waren, und bei welchen das doppelte Crossover erfolgreich
ablief. Dieses Crossover fand jedoch, wie schon das erste, zufallig an einem
der beiden homologen Abschnitte statt. Betraf es die gleiche Region wie beim

ersten Crossover, veranderte sich das Genom des Bakteriums nicht, es blieb
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WT. Fand die Uberkreuzung in der anderen homologen Region statt, wurde das
Gen durch die K.O.-Kassette des Plasmids ersetzt und es entstand die
gewulnschte Mutante.

Die Gentamicin-sensitiven Klone wurden mit Colony-PCR auf das Fehlen oder

Vorhandensein des Gens Uberprift.
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht zum Allel-Austausch. Der K.O.-Vektor, ganz oben zu
sehen, tragt neben dem sacB-Gen auch eine Antibiotikaresistenzkassette (abR). Durch
horizontalen Gentransfer wird er von E. coli SM10 Apir auf Pseudomonas Ubertragen. Das erste
Crossover geschieht kurz nach der Konjugation zufallig an einem der beiden homologen
Abschnitte. Nun ist das Plasmid in das Genom integriert, das Bakterium ist merodiploid.
Agarplatten mit Sucrose filhren zu Selektionsdruck zugunsten eines zweiten Crossovers und
somit zum Verlust des Plasmids aus den Bakterien. Daraus resultieren entweder WT- oder
mutierte Pseudomonas. In einigen Fallen kann es jedoch zu Sucrose-resistenten Merodiploiden
kommen. Um diese zu detektieren, wird die Sensitivitdt der Bakterien gegenuber Gentamicin
getestet. Kolonien, die trotz des Antibiotikums wachsen, besitzen noch immer das Plasmid.
Aus: Hmelo et al. (2015)
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3 Ergebnisse

3.1 Mutagenese

Die Grundlage fur die Experimente dieser Arbeit bildeten Deletions-Mutanten.
An diesen wurde der Einfluss der Proteine BamC, HIpA, DsbB, DsbH und
DsbA1l auf die AM-Biogenese und somit auf die Integritdt der AM untersucht.
Das Genom des Pseudomonas-Stamms PA14 wurde jeweils so verandert, dass
die kodierende Sequenz, bis auf die ersten und letzten 15-30 bp, fur je eines
der Proteine fehlte. Dies fuhrte dazu, dass die Bakterien nur noch ein kurzes,
funktionsloses Peptid bildeten. Die Auswirkungen auf den Phéanotyp der
Bakterien, die aus dem Fehlen des jeweiligen Proteins resultierten, konnten
anschlieBend mit ausgewahlten Tests erfasst und mit dem WT verglichen
werden.

Um die Mutanten zu generieren, wurden zunachst K.O.-Vektoren mithilfe der
Gibson-Reaktion (siehe 2.3.8) synthetisiert und in E. coli transformiert (Kapitel
2.3.7). AnschlieRend fand ein Transfer des K.O.-Vektors mithilfe von
Konjugation und der Allel-Austausch (siehe 2.3.9) in PA14 WT statt. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der einzelnen Schritte der Mutagenese genauer

dargestellt.

3.1.1 Fragmentsynthese fur die Gibson-Klonierung

Die K.O.-Vektoren wurden mithilfe der Gibson-Reaktion aus drei Elementen re-
kombiniert: dem linearisierten pEXG2-Vektor und zwei Fragmenten, welche die
flankierende Region am 5‘- bzw. 3‘-Ende des Gens, sowie dessen erste bzw.
letzte Aminosauren beinhalteten (siehe Tabelle 20). Die Fragmente wurden, wie
in Kapitel 2.3.3.1 beschrieben, mittels PCR synthetisiert. Abbildung 7 veran-
schaulicht die Entstehung der Fragmente und ihre Verkniipfung im K.O.-Vektor.
Der Forward-Primer zur Synthese des Upstream-Fragments band 800-1100 bp
vor dem 5-Ende des ausgewdahlten Gens im Genom des PA14 WT. Der
Reverse-Primer sal} 5-10 Basentriplets nach Beginn des Gens. Fiur die
Synthese des Downstream-Fragments befand sich der Forward-Primer eben-

falls 5-10 Aminosauren vor dem 3‘-Ende des Gens und der Reverse-Primer
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800-1100 bp dahinter. Details zur Lange der Up- und Downstream-Fragmente
sind Tabelle 21 zu entnehmen. Beim Zusammenbau dieser beiden Fragmente
im K.O.-Vektor entstand statt des gesamten Gens ein verkirztes Stiick aus den
ersten und letzten Aminosauren, wie in Tabelle 20 aufgefuhrt. Dieses verkirzte
Stiuck, auch Scar (Narbe) genannt, wird weiterhin transkribiert und translatiert.
Es ist zu kurz, um die urspringliche Funktion des Proteins auszuliben, durch
seinen Verbleib im Genom wird aber die Wahrscheinlichkeit unerwtnschter
regulatorischer Effekte auf die anliegenden Gene verringert.

gib_pEXG2_Gen_up_f gib_pEXG2_Gen_up_r gib_pEXG2_Gen_dn_f gib_ pEXG2_Gen_dn r

A DNA am 5-Ende Gen DNA am 3-Ende

Gen-Scar
Gen 5' Upstream-Fragment Gen 3' Downstream-Fragment
I

1

B 5 flankierende Region 3’ flankierende Region

| |
Met  Stopp

Abbildung 7: Primer-Bindungsstellen und grundlegendes Prinzip der Synthese der
Gibson-Fragmente zur Erstellung von K.O.-Vektoren. (A) zeigt die Bindungsstellen der PCR-
Primer zur Synthese der Gibson-Fragmente aus genomischer DNA im PA14 WT. Es entstehen
zwei DNA-Fragmente, welche die flankierende Region am 5°‘- bzw. 3‘-Ende des Gens, sowie
dessen erste bzw. letzte Aminosauren beinhalten. (B) Die beiden Fragmente werden mittels
Gibson-Klonierung in ein Plasmid integriert. Dadurch einsteht ein verkirztes Stick des
urspringlichen Gens, das nur aus wenigen Basentripletts besteht. Flankiert wird der Scar
(Narbe) von je 800-1100 bp Up- und Downstream-Sequenz fur die spatere homologe
Rekombination.

Tabelle 20: Gro3e, DNA- und Aminosauresequenzen der verkirzten Gene

Verkirztes Gen | GrofRe | DNA-Sequenz Aminosaure-Sequenz
ATGAAGCGACTGGCTG | Met-Lys-Arg-Leu-Ala-Gly-

bamC 36 bp | GACTGACCGCCCAGTT | Leu-Thr-Ala-GIn-Phe-
CTGA Stopp
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Verkirztes Gen | Grofze | DNA-Sequenz Aminosaure-Sequenz
GTGCGTAAGTTCACCG | Val-Arg-Lys-Phe-Thr-Gly-
GCTACGACATGGTCATC | Tyr-Asp-Met-Val-lle-Glu-
GAGCGTGGCGCCGTGG | Arg-Gly-Ala-Val-Val-Asp-

hipA 114 bp | TCGACGTCAAGCCGCA | Val-Lys-Pro-GIn-Tyr-Asp-
ATACGACATCACCCGCC | lle-Thr-Arg-GIn-Val-lle-Glu-
AGGTGATCGAGCGGAT | Arg-Met-Asn-GIn-Leu-Arg-
GAACCAGCTGCGTTGA | Stopp
TTGAGCGCTCTCCTCAA | Leu-Ser-Ala-Leu-Leu-Lys-

dsbB 48 bp | GAAGCTGGCGTTCGGC | Lys-Leu-Ala-Phe-Gly-Arg-
CGCCGCACCGCCTGA Arg-Thr-Ala-Stopp

dsbH 30 bp ATGCCCCTGGCCAGCC | Met-Pro-Leu-Ala-Ser-Leu-
TCCGACGTGCCTGA Arg-Arg-Ala-Stopp
ATGCGTAACCTGATTCT | Met-Arg-Asn-Leu-lle-Leu-
CACCGCCATGCTGGAG | Thr-Ala-Met-Leu-Glu-Lys-

dsbAl 60 bp
AAAGAGCGCGCAGCGG | Glu-Arg-Ala-Ala-Ala-Lys-
CCAAGAAGTAG Lys-Stopp

In Tabelle 21 sind die Gréf3en der durch die PCR entstandenen Fragmente,
sowie die verwendeten Primer aufgefuihrt. Details zu den Gen-spezifischen
Primer-Paaren fir die Synthese der Gibson-Fragmente sind Tabelle 11 zu
entnehmen.

Tabelle 21: Primerpaare zur Fragmentsynthese fir den K.O.-Vektor und GroéRe der
Gibson-Fragmente

Fragmentname Primer Fragmentlange
_ o gib_uni_pEXG2_f

Linearisierter pEXG2-Vektor : : 5059 bp
gib_uni_pEXG2_r
gib_pEXG2_BamC_up_f

bamC 5° Upstream-Fragment 857 bp
gib_pEXG2_BamC_up_r
gib_pEXG2_BamC_dn_f

bamC 3' Downstream-Fragment 1061 bp
gib_pEXG2_BamC_dn_r
gib_pEXG2_HIpA up_f neu

hlpA 5° Upstream- Fragment : 604 bp
gib_HIpA dn_HIpA up_r neu
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Fragmentname Primer Fragmentlange

gib_HIpA up_HIpA dn_f neu
hlpA 3° Downstream-Fragment 1220 bp
gib_pEXG2_HIpA dn_r neu

gib_pEXG2_DsbB_up_f
dsbB 5° Upstream-Fragment : 1074 bp
gib_pEXG2_DsbB_up_r

gib_pEXG2 DsbB_dn_f
dsbB 3‘ Downstream-Fragment : 1050 bp
gib_pEXG2 DsbB_dn_r

gib_pEXG2_DsbH begin_f
dsbH 5° Upstream-Fragment : _ 915 bp
gib_DsbH end_DsbH begin_r

gib_DsbH begin_DsbH end_f
dsbH 3° Downstream-Fragment : 842 bp
gib_pEXG2 DsbH end_r

Da das Gen fir HIpA von den Genen, die fur die essentiellen Proteine BamA
(siehe 1.2.1) und LpxD (beteiligt an der LPS-Biosynthese (Badger et al. 2011))
kodieren, flankiert wird, kam es bei der Mutagenese zu Problemen. Deshalb
musste der hlpA-K.O.-Vektor angepasst werden, indem Lange und Lokalisation
der durch PCR synthetisierten Gibson-Fragmente im Vergleich zu den anderen
K.O.-Vektoren modifiziert wurden. Aus diesem Grund enthielt das Downstream-
Fragment das gesamte Nachbar-Gen IpxD, weil dessen Startcodon sich mit den
Basen des Stopp-Codons von hlpA Uberschnitt. So lie3 sich der Funktions-
verlust des essentiellen Proteins beim Crossover im spateren Allel-Austausch
verhindern, welcher letale Auswirkungen auf die Mutanten gehabt hatte.

Der K.O.-Vektor fur dsbAl wurde, im Gegensatz zu den anderen Vektoren im
Rahmen dieser Arbeit, zundchst nur als theoretisches Konstrukt erstellt. Die
Synthese erfolgte anschliel3end durch die Firma GenScript (Piscataway, USA)
und konnte nach Erhalt direkt in E. coli DH5a beziehungsweise in E. coli SM10
Apir transformiert werden (siehe 2.3.7).

Die Planung der Konstrukte und Primerpaare wurden ausgehend vom PA14-
Genom (NCBI Entry NC_008463.1) und den Gen-Lokationen aus Tabelle 22 mit
den Programmen Clone Manager 7.0 und Snap Gene (siehe 2.1.12) erstellt.
Die kompletten Plasmidkarten sind der beigefiigten CD und in gedruckter Form
dem Anhang (Abbildung 20 bis Abbildung 25) zu entnehmen.
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Tabelle 22: Verwendete Sequenzen zur Erstellung der K.O.-Vektoren und Primer

Sequenz

Lokalisierung im
PA14-Genom (bp)

Quelle

Genom PA14

NCBI (NC_008463.1)

pPEXG2-Vektor

GeneBank
(KM887143.1)

bamC

4554594 - 4555784

bamC-flankierende Region 5-Ende

4555785 - 4556596

bamC-flankierende Region 3‘-Ende

4553602 - 4554593

NCBI (PA14_51260)

hipA

1472999 - 1473505

hlpA-flankierende Region 5°-Ende

1472470 - 1472998

hipA-flankierende Region 3‘-Ende

1473506 - 1474566

NCBI (PA14_17170)

dsbB

606944 - 607453

dsbB-flankierende Region 5-Ende

607454 - 608449

dsbB-flankierende Region 3-Ende

605984 - 606943

NCBI (PA14_07000)

dsbH

6189893 - 6190384

dsbH-flankierende Region 5-Ende

6190385 - 6191225

dsbH-flankierende Region 3‘-Ende

6189126 - 6189892

NCBI (PA14_69400)

dsbAl

6453853 - 6454488

dsbAl-flankierende Region 5-Ende

6454489 - 6455289

dsbAl-flankierende Region 3‘-Ende

6453052 - 6453852

NCBI (PA14_72450)

Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse nach der Gelelektrophorese (siehe 2.3.5) zur
Beurteilung der Grol3e PCR-Produkte. Die Banden entsprachen den erwarteten
Fragmentlangen. Fiur die Synthese der Downstream-Fragmente von bamC und
dsbB wurde die Annealing-Temperatur entlang eines Gradienten variiert, um die

optimale Temperatur zur Anlagerung der Primer zu finden.
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Abbildung 8: Langenanalyse der PCR-Produkte zur Fragmentsynthese fir die Gibson-
Klonierung. Die Bilder (A)-(G) zeigen Agarosegele der PCR-Produkte fir den linearisierten
K.O.-Vektor und die verschiedenen Up- und Downstream-Fragmente. (A) bamC Upstream-
Fragment 857 bp, (B) bamC Downstream-Fragment 1061 bp, (C) hlpA Upstream-Fragment 604
bp, hlpA Downstream-Fragment 1220 bp, (D) dsbB Upstream-Fragment 1074 bp, (E) dshB
Downstream-Fragment 1050 bp, (F) dsbH Upstream-Fragment 915 bp, dsbH Downstream-
Fragment 842 bp und (G) linearisierter pEXG2-Vektor 5059 bp. Bei der Synthese der
Fragmente die auf den Bildern (B) und (E) dargestellt sind, wurden unterschiedliche Annealing-
Temperaturen verwendet. Sie sind entsprechend in der Beschriftung angegeben.

3.1.2 Zusammenbau nach Gibson und Transformation
Die Rekombination der neu synthetisierten DNA-Fragmente, sowie des
linearisierten Vektors pEXG2 erfolgte durch die Gibson-Reaktion (siehe 2.3.8).
Fir den effizienten Zusammenbau zu einem Plasmid wurden die PCR-Produkte
zunéchst, wie in 2.3.6 beschrieben, aufgereinigt und mit dem Restriktionsenzym
Dpnl verdaut. Dpnl schneidet methylierte DNA und entfernt dadurch Ubrig

gebliebene Matrizen-DNA.
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Das Produkt der Gibson-Klonierung wurde anschlieRend in chemisch
kompetente E. coli DH5a (Tabelle 9) transformiert. Durch eine Kolonie-PCR
(siehe 2.3.4) wurde der Erfolg des Gibson-Zusammenbaus und der
Transformation Uberprift. Dafir wurden die Sequenzierprimer pEXG2_seq_f
und pEXG2_seq_r (Tabelle 12) verwendet. Sie banden, wie Abbildung 9 zeigt,
am Vektor aulRerhalb der mittels Gibson eingebauten K.O.-Kassette und
konnten deshalb fur alle in dieser Arbeit erstellten K.O.-Vektoren verwendet
werden. Fur jedes Konstrukt lieferten sie ein PCR-Produkt von charakteris-
tischer Lange, welche in Tabelle 23 aufgefiihrt sind. Wurden die Fragmente aus
Kapitel 3.1.1 bei der Gibson-Reaktion nicht erfolgreich rekombiniert, entstand
lediglich das urspriingliche pEXG2-Plasmid. Dieser Leervektor enthielt keine
K.O.-Kassette und lieferte daher ein deutlich kirzeres PCR-Produkt (siehe
Tabelle 23).

pEXG2 seq f PEXG2 seq r
I_’ Gen 5" Upstream-Fragment Gen 3' Downstream-Fragment ‘_I
i 1

. —

Gen-Scar

Abbildung 9: Bindungsstellen der Sequenzierprimer bei der Kolonie-PCR zur Uberpriif-
ung der Gibson-Reaktion und Transformation in E. coli. Die Primer binden einige Basen
neben der K.O.-Kassette auf dem Plasmid. So entstehen Fragmente, deren GrofRe spezifisch
fur die K.O.-Vektoren der verschiedenen Gene ist. War die Gibson-Reaktion nicht erfolgreich,
fehlt diese Kassette und das resultierende PCR-Produkt ist deutlich kurzer.

Tabelle 23: GroRRe der PCR-Fragmente nach der Transformation in E. coli

Vektor Fragmentlange
Leervektor 755 bp

PEXG2 bamC-K.O.-Vektor 2570 bp

PEXG2 hlpA-K.O.-Vektor 2434 bp

pPEXG2 dsbB-K.O.-Vektor 2734 bp

PEXG2 dsbH-K.O.-Vektor 2368 bp

Die Ergebnisse der Kolonie-PCR nach der Transformation des Plasmids in E.
coli DH5a sind in Abbildung 10 zu sehen. Die getesteten Kolonien wurden aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nummeriert. Fir jedes genspezifische K.O.-

Plasmid zeigten sich nach der Gelelektrophorese mehrere Banden von
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korrekter GroRe. Von der zugehdrigen Bakterienkolonie wurde eine UN-Kultur

angelegt und die Plasmide entsprechend Kapitel 2.3.1 isoliert.
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b M N % % % © 6 A & o N N O O > % 0 '\5” I m ‘
| '
3000 ' <2570 bp
2000 . “ .- W (mit Insert)
[
.~ -
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800 9 — - — €755Dbp
700 - s (ONne Insert)
500 W . -—
o ED -
-~ -
B
pEXG2 HIpA-K.O.-Vektor
& O
b M N 9% % & 6 6 A & o O O 0 0> 8 0 ¢ "
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L 5 .
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Abbildung 10: Langenanalyse der PCR-Produkte verschiedener Kolonie-PCRs nach
Transformation der Plasmide in E. coli DH5a. Die Produkte der Gibson-Reaktion wurden in
chemisch kompetente E. coli DH5a transformiert. Um den Erfolg des Zusammenbaus zu
Uberprufen, wurden einzelne Klone mittels Kolonie-PCR getestet. Die Bilder (A)-(D) zeigen die
Gele nach der Elektrophorese. Als Negativkontrolle diente eine PCR mit dem Leervektor
pPEXG2 als Template (755 bp). Kolonien, deren PCR zu einer Bande auf gleicher Hohe fihrt,
besitzen demnach nicht das gewiinschte K.O.-Plasmid. Die einzelnen Klone wurden fir eine
leichtere Zuordnung nummeriert. Nach korrekter Rekombination der Gibson-Fragmente zeigen
sich bei (A) bamC Banden von 2570 bp Lange, (B) hipA Banden von 2434 bp Lange, (C) dsbB
Banden von 3734 bp Lange und (D) dsbH Banden von 2368 bp Lange.

Der E. coli-Stamm DHS5a wurde fur die Propagation und Lagerung der
generierten Plasmide verwendet, ist jedoch nicht in der Lage, Sexpili zur
Konjugation mit PA14 auszubilden. Er konnte demnach den K.O.-Vektor nicht in
Pseudomonas aeruginosa ubertragen. Also musste eine zweite Transformation
des Plasmids in E. coli SM10 Apir (Tabelle 9) stattfinden, die zu dieser
Konjugation befahigt waren. Die Transformation des K.O.-Plasmids in die
chemisch kompetenten E. coli-Stamme DH5a und SM10 Apir wurde ent-
sprechend dem Protokoll in Kapitel 2.3.7 durchgefihrt.

Um den Erfolg der Transformation zu tUberprifen, wurden die Bakterienkolonien
wieder mittels Kolonie-PCR getestet. Wie zuvor wurden die Sequenzierprimer
PEXG2_seq f und pEXG2 seq_r (Tabelle 12) verwendet, die Langen der
Fragmente entsprechen den in Tabelle 23 aufgefihrten Grof3en. Abbildung 11
zeigt die Ergebnisse der Kolonie-PCR nach der Gelelektrophorese. Fir jeden
Gen-spezifischen K.O.-Vektor konnten Kolonien nachgewiesen werden, die das

gewtnschte Plasmid beinhalteten.
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Abbildung 11: L&ngenanalyse der PCR-Produkte aus der Kolonie-PCR nach
Transformation der Plasmide in E. coli SM10 Apir. Die aus E. coli DH5a isolierten Plasmide
wurden in chemisch kompetente E. coli SM10 Apir transformiert. AnschlieRend wurden die
Klone mit Hilfe einer Kolonie-PCR Uberpruft. Die Bilder (A)-(D) zeigen die Gele nach der
Elektrophorese. Die Kolonien wurden fiir einen besseren Uberblick mit Nummern versehen.
Wurde der Vektor von den Bakterien nicht aufgenommen, ist keine Bande zu sehen. Fir das
erwartete Plasmid zeigen sich bei (A) bamC Banden von 2570 bp Lange, (B) hlpA Banden von
2434 bp Lange, (C) dsbB Banden von 3734 bp Lange und (D) dsbH Banden von 2368 bp
Lange.

Um zu gewahrleisten, dass die K.O.-Plasmide keine Fehler enthielten, die etwa
bei der PCR-Amplifikation entstanden waren, wurden sie sequenziert. Dazu
wurden zunédchst die Plasmide der Kolonien, die bei der Kolonie-PCR
(Abbildung 11) eine Bande auf der richtigen Hohe zeigten, wie in Abschnitt
2.3.1 beschrieben isoliert. Anschlie@Rend wurden die Plasmide, den
Anforderungen der Firma entsprechend, an GATC Biotech geschickt und dort
sequenziert. Mithilfe der zugehdrigen Sequenzierprimer (Tabelle 12) entstanden
dort Sequenzen, die unter Verwendung des Programms Clone Manager
(Tabelle 14) mit den theoretischen Konstrukten verglichen wurden (Alignment).

Die E. coli-Klone, bei denen die korrekte Sequenz des K.O.-Vektors bestatigt
wurde, konnten nun fir den Allel-Austausch mit Pseudomonas aeruginosa

PA14 verwendet werden.

3.1.3 Allel-Austausch

Durch den Allel-Austausch sollte das jeweilige Ziel-Gen (bamC, hlpA, dsbB,
dsbH, dsbAl) im Genom von PA14 bis auf eine kurze Scar-Sequenz entfernt
werden. Der Austausch basierte auf homologer Rekombination der 5’- und 3’-
flankierenden Regionen auf dem K.O.-Plasmid (siehe Abbildung 7) und dem

WT-Genom. Das entsprechende Gen wurde durch die spezifische K.O.-
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Kassette des pEXG2-Vektors ersetzt, sodass davon nur ein Gen-Scar bestehen
blieb. Die Sequenzen der verkirzten Gene sind in Tabelle 20 aufgefuhrt. Der
Gen-Scar wird weiterhin exprimiert, ist allerdings nicht mehr funktional, da die
relevante Proteinregion fehlt.

Durch horizontalen Gentransfer wurde das zuvor synthetisierte K.O.-Plasmid
von E. coli SM10 Apir auf PA14 Ubertragen. Es folgte der Allel-Austausch in
zwei Schritten auf Selektionsnédhrmedien. Die beiden notwendigen homologen
Rekombinationen fanden demnach nicht gleichzeitig, sondern nacheinander
statt. Die einzelnen Schritte des Allel-Austauschs nach dem Protokoll von
Hmelo et al. (2015) sind in Kapitel 2.3.9 beschrieben, Abbildung 6 zeigt den
Ablauf der Rekombination schematisch.

Neben den K.O.-Mutanten, denen nur ein einzelnes Gen fehlt, wurde auf3erdem
eine Doppel-K.O.-Mutante AdsbBAdsbH erstellt. Vorausgegangene Studien der
belgischen Arbeitsgruppe um Isabelle Arts (Arts et al. 2013) hatten gezeigt,
dass von Einzel-K.O.-Mutanten der beiden Gene keine phanotypische
Veranderung zu erwarten war. Die lie3 sich auf eine funktionelle Redundanz
der beiden Proteine zurtckfuhren (siehe 1.2.3). Grundlage der Doppel-K.O.-
Mutante bildete die bestatigte AdsbB-Mutante. Diese wurde analog zum oben
beschriebenen Allel-Austausch (siehe auch 2.3.9) an Stelle des PA14 WT
eingesetzt. Zur Paarung diente der E. coli SM10 Apir-Stamm, der das pEXG2-
Plasmid mit der dsbH-K.O.-Kassette enthielt.

Nach Abschluss des Matings wurden die Gentamicin-sensitiven Kolonien mit
Hilfe einer Kolonie-PCR getestet. Bei den Bakterien, die nicht in der Lage
waren, auf Agar-Platten mit Gentamicin zu wachsen, musste die zweite
Rekombination erfolgreich abgelaufen sein und das Plasmid mit der
Gentamicinresistenz-Kassette befand sich nicht mehr in den Zellen. Aus der
zweiten Rekombination ergaben sich zwei mdgliche Auswirkungen auf das
Bakterium: Entweder das zweite Crossover fand im gleichen flankierenden
Abschnitt wie das erste statt, dann entsprach das Genom dem WT. Die zweite
Mdglichkeit war eine Rekombination der jeweils anderen Region, also das erste
Crossover in der 5 flankierenden Region und das zweite Crossover im 3°

flankierenden Abschnitt des Ziel-Gens oder vice versa. In diesem Fall wurde
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das Gen durch die funktionslose Scar-Sequenz der K.O.-Kassette des Plasmids
ersetzt und es entstand die gewlnschte K.O.-Mutante. Abbildung 12 prasentiert

eine Ubersicht zum Ablauf dieses Allel-Austauschs.

Genom 5 Gen &y

A 1. Crossover\\\ Gen-Scar
—_—
K.0.-Vektor —— T ——

Gen-Scar
—te
B Merodiploid G - e T
Gen-Scar Gen-Scar
— —
C 2. Crossover\\\ /// 2. Crossover
Gen 3 Gen &
Gen-Scar
—_
Genom Genom Gen 3
D Gen-Scar
—
K.0.-Vektor = - | <O -Vektor—— - ——
- K.O.-Mutante - Wildtyp

Abbildung 12: Prinzip des Allel-Austauschs. Die Grundlage des Austauschs bildet die homo-
loge Rekombination im Bereich der 5'- und 3’-flankierenden Regionen des Ziel-Gens zwischen
dem K.O.-Plasmid und der WT-DNA. Das Gen soll durch die K.O.-Kassette des pEXG2-Vektors
ersetzt werden, sodass nur ein Gen-Scar bestehen bleibt. Dieser Scar wird weiterhin exprimiert,
ist allerdings nicht mehr funktional. Das K.O.-Plasmid wird durch horizontalen Gentransfer von
E. coli SM10 Apir auf PA14 Ubertragen. Es folgt der Allel-Austausch in zwei Schritten auf
Selektionsnahrmedien. (A) Das erste Crossover geschieht kurz nach der Konjugation zuféllig in
einem der beiden homologen Abschnitte. Durch die Integration des Plasmids in das Genom von
PA14 ist das Bakterium merodiploid (B). Im né&chsten Schritt wird durch das N&hrmedium
Selektionsdruck auf die Zellen ausgetibt. Dieser wirkt zugunsten eines zweiten Crossovers, das
zum Verlust des Plasmids fuihrt. (C) Die zweite Rekombination geschieht, wie die erste, an
zufélliger Stelle. Daraus ergeben sich zwei Mdoglichkeiten: Entweder findet das zweite
Crossover im gleichen flankierenden Abschnitt wie das erste statt, dann entspricht das Genom
bezilglich des Ziel-Gens dem des WT (D rechts). Die zweite Méglichkeit ist eine Rekombination
der jeweils anderen Region, also das erste Crossover in der 5° flankierenden Region und das
zweite Crossover im 3’ flankierenden Abschnitt des Ziel-Gens oder vice versa. So wird das Gen
durch die K.O.-Kassette des Plasmids mit dem Gen-Scar ersetzt und es entsteht die
gewunschte Mutante (D rechts).
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Durch die Kolonie-PCR konnten WT und Mutanten differenziert werden. Wie
Abbildung 13 zeigt, banden die genspezifischen Sequenzierprimer in den
flankierenden Regionen. Weitere Informationen zu den hier verwendeten
Primerpaaren, sowie die erwarteten Langen der Fragmente fur WT und

Mutanten, sind in Tabelle 12 und Tabelle 24 zu finden.

Gen_seq_f Gen_seq_r

L L

&' flankierende Region 3' flankierende Region

e —

Gen-Scar

Abbildung 13: Bindungsstellen der genspezifischen Sequenzierprimer bei der Kolonie-
PCR zur Uberpriifung des Allel-Austauschs. Die Primer binden in der 5‘- bzw. 3'-
flankierenden Region des Gens. Wurde das Gen im Genom des Bakteriums durch die K.O.-
Kassette mit dem Gen-Scar ersetzt, resultiert bei der PCR ein kleineres Fragment als bei der
Wildtyp-DNA.

Tabelle 24: Primerpaare und GroRe der Fragmente zur Uberpriifung des Allel-Austauschs
mittels Kolonie-PCR

_ _ Fragmentlange

Beschreibung Primer

WT Mutante
Kolonie-PCR der potentiellen bamC_seq_f

1412 bp | 257 bp
AbamC-Mutanten bamC_seq_r
Kolonie-PCR der potentiellen hlpA_seq_f

1475 bp | 919 bp
AhlpA-Mutanten hipA_seq_r_neu
Kolonie-PCR der potentiellen dsbB_seq_f

729 bp 267 bp
AdsbB-Mutanten dsbB_seq r
Kolonie-PCR der potentiellen dsbH_seq_f

1653 bp | 1191 bp
AdsbH-Mutanten dsbH_seq_r
Kolonie-PCR der potentiellen dsbH_seq_f

1653 bp | 1191 bp
AdsbBAdsbH-Doppel-K.O.-Mutanten | dsbH_seq_r
Kolonie-PCR der potentiellen dsbAl seq_f

811 bp 253 bp
AdsbAl-Mutanten dsbAl_seq_r

Die Gele zur Auswertung der Kolonie-PCR sind in Abbildung 14 gezeigt. Als
Positivkontrolle diente die gDNA des WT. Da die zweite Rekombination zufallig

upstream oder downstream des Gens geschah, betrug die statistische Wahr-
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scheinlichkeit fur den Austausch des Gens durch die K.O.-Kassette 50 %. Fur

jedes Ziel-Gen gelang es, mindestens eine Mutante zu erstellen.
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Abbildung 14: Langenanalyse der Kolonie-PCR zur Sichtung von Mutanten nach dem
Allel-Austausch. Nach abgeschlossenem Allel-Austausch sollen etwa die Halfte der Klone an
Stelle des Ziel-Gens nur noch einen Gen-Scar besitzen. Dieser stellt sich in der Kolonie-PCR
als Fragment dar, welches deutlich kirzer ist als das vom PA14 WT. Die K.O.-Mutanten liefern
Banden auf folgender Hoéhe: (A) AbamC 257 bp, (B) AhlpA 919 bp, (C) AdsbB 267 bp, (D)
AdsbH 1191 bp, (E) AdsbBAdsbH 1191 bp, (F) AdsbAl 253 bp.

3.1.4 Erneute Uberprifung mittels PCR

Um sicher zu stellen, dass die zuvor positiv getesteten Klone definitiv das Ziel-
Gen verloren hatten, wurden sie ein weiteres Mal Uberprift. Vorerst wurde die
gDNA isoliert (Kapitel 2.3.2) und die Klone bei -80 °C kryokonserviert. Die
gDNA diente als Matrize fur die Proof-PCR. Als Forward-Primer diente der
Sequenzierprimer (siehe Tabelle 25), der einige Basen in 5‘-Richtung vor dem
Ziel-Gen band. Die Bindungsstelle des Reverse-Primers befand sich mitten im
offenen Leseraster des entsprechenden Gens. Demnach lieferte die Proof-PCR
nach erfolgreicher Entfernung des Gens kein Produkt. Grund dafir ist, dass der
zweite Primer nicht binden kann, weil der homologe Abschnitt nicht mehr Teil
des Genoms ist. Die schematische Darstellung der Primerbindungsstellen ist in
Abbildung 15 zu sehen.

Im Fall der Doppel-K.O.-Mutante wurde die Proof-PCR nur mit den dsbH-
Primern durchgefuhrt. Da statt dem PA14 WT die bereits bestatigte
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PA14AdsbB-Mutante fir den Allel-Austausch verwendet wurde, war eine
erneute Uberprifung an dieser Stelle nicht notwendig. Dementsprechend
reichte es, das Gen fur DsbH, welches zuletzt entfernt wurde, nachzuweisen

beziehungsweise auszuschliel3en.

Tabelle 25: Verwendete Primerpaare und GréRRe der Fragmente bei der Proof-PCR

_ _ Fragmentlange

Beschreibung Primer

WT Mutante
Uberpriufung der potentiellen | BamC_seq_f 562 b
AbamC-Mutanten DbamC_proof inside_r P
Uberprifung der potentiellen DhIpA_seq_f2 413b
AhlpA-Mutanten DhlpA_proof inside_r2 P
Uberprufung der potentiellen | dsbB_seq_f

219 bp -
AdsbB-Mutanten DdsbB_proof inside_r
Uberprifung der potentiellen | dsbH_seq_f

_ 914 bp -

AdsbH-Mutanten DdsbH_proof inside_r
Uberprifung der potentiellen | dsbH_seq_f 914 b
AdsbBAdsbH-Mutanten DdsbH_proof inside_r P
Uberpriufung der potentiellen | dsbAl_seq_f 201 b
AdsbAl-Mutanten dsbAl_proof inside_r P
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Gen_seq_f DGen_proof inside_r

r <

A DNA am 5-Ende Gen DNA am 3'-Ende

DGen_proof inside_r

Gen_seq_f

B 5' flankierende Region 3’ flankierende Region
\__'__J

Gen-Scar

Abbildung 15: Bindungsstellen der Primer bei der Verifizierung der Mutanten durch PCR.
(A) zeigt den Abschnitt des Wildtyp-Genoms, der fur das Ziel-Gen kodiert. Der Reverse-Primer
bindet etwa in der Mitte des offenen Leserasters. Bei der PCR entsteht ein DNA-Fragment von
spezifischer GréRRe. (B) Das Gen wurde erfolgreich entfernt und durch den Gen-Scar ersetzte,
welcher nur die ersten und letzten Aminosauren enthalt. Nun fehlt die Bindungsstelle fir den
Reverse-Primer und die Proof-PCR liefert kein Produkt.

Bei der Auswertung der Bilder der anschlieBenden Gelelektrophorese
(Abbildung 16) wurden nur solche Klone als korrekte Mutanten angesehen, die
keinen Ansatz fur eine Bande mit WT-spezifischer Gré3e erkennen lieRen. Als
Positivkontrolle der Proof-PCR diente der PA14 WT. Fur jedes Gen und die
Doppel-K.O.-Mutante wurde jeweils ein bestatigter Klon bei -80 °C kryokonser-
viert und im weiteren Verlauf fir die Experimente zur Charakterisierung des

Phanotyps hinsichtlich der AM-Integritat verwendet.
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Abbildung 16: Langenanalyse der Proof-PCR zur Uberpriifung der Mutanten. Wurde das
Ziel-Gen erfolgreich aus dem Genom entfernt, fehlt die Bindungsstelle fiir den Reverse-Primer.
In diesem Fall kann kein PCR-Produkt entstehen. Als Positivkontrolle dient genomische DNA
aus PA14 Wildtyp. Die Nummerierung gibtt an, welcher Klon an dieser Stelle getestet wurde.
(A) Die potentiellen PA14AbamC-Mutanten weisen beide keine Bande von WT-spezifischer
Hohe auf. (B) Auch bei den potentiellen PA14AhlpA-Mutanten finden sich keine Fragmente. (C)
Mit Ausnahme des Klons Nr. 15 lassen sich alle PA14AdsbB-Mutanten bestatigen. (D) Nur Klon
85 der potentiellen PA14AdsbH-Mutanten zeigt keine Bande von gleicher Gré3e wie der
Wildtyp. (E) Keine der Doppel-K.O.-Mutanten weist nach der PCR, bei der die Annealing-
Temperatur entlang eines Gradienten verandert wurde, eine Bande auf. (F) Ebenso lassen sich
alle PA14AdsbAl-Mutanten verifizieren.
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3.2 Prufung der Auswirkungen der Knock-outs
auf die Integritat der AM
3.2.1 Antibiotika-Sensitivitat

Mit den zuvor generierten K.O.-Mutanten als Grundlage konnten die weiter-
fuhrenden Tests zur Charakterisierung durchgefuhrt werden. Normalerweise
tragt die AM mit ihrer Barrierefunktion maf3geblich zur Resistenz von Pa gegen
viele AB bei (siehe Kapitel 1.1.3). In Studien mit anderen gram-negativen
Erregern konnte bereits gezeigt werden, dass das Ausschalten von Genen, die
fur Proteine des BAM-Komplexes oder periplasmatische Chaperone kodieren,
in diesen Organismen zu Schéaden in der AM fluhrte, die unter anderem mit
einer erhdhten Sensitivitat gegeniber AB einhergingen (Fardini et al. 2009,
Weirich et al. 2017). Deshalb wurden die K.O.-Mutanten in dieser Arbeit
ebenfalls auf ihnre Empfindlichkeit gegen ausgewéahlte AB getestet.

Um bereits vor Fertigstellung der K.O.-Mutanten Hinweise auf den Phéanotyp
der Bakterien zu bekommen, wurden vorab die PA14-Transposon-Mutanten der
Gene, die im Fokus dieser Arbeit standen, ebenfalls den Tests unterzogen. Die
Transposon(Tn)-Stamme erhielt unsere Arbeitsgruppe durch eine Kooperation
mit der AG Mayer des Interfakultéren Instituts fur Mikrobiologie und Infektions-
medizin Tldbingen (IMIT). Das Prinzip der Tn-Mutanten basiert auf dem Einbau
einer DNA-Sequenz (Transposon-Kassette) in das Gen, woraufhin dieses nicht
mehr korrekt exprimiert werden kann (Kulasekara 2014). Der Einbau geschieht
an einer zufalligen Stelle im Gen (Rubin et al. 1999, Lehoux et al. 2002, Garsin
et al. 2004). Deshalb ist die Funktionslosigkeit des getroffenen Proteins nicht
zwingend gegeben (Hutchison et al. 1999). Aus diesem Grund eigenen sich Tn-
Mutanten alleine nicht als zuverlassiger Nachweis bei der Bestimmung der
Rolle eines Gens in der Zelle. Dies macht die Erstellung von K.O.-Mutanten
obligat.

Methode der Wahl zur Testung der AB-Sensitivitat war ein Hemmhoftest
(beschrieben im Kapitel 2.2.4) unter Verwendung der folgenden AB: Bacitracin
10 pg, Cefotaxim 5 pg, Erythromycin 15 pg, Rifampicin 5 pug, Ampicillin 10 pg +
Sulbactam 10 pg, Vancomycin 30 ug (siehe Tabelle 7). Als Positivkontrolle

wurde die AbamB-Mutante gewahlt, die sich in vorausgegangenen

66



Experimenten im Vergleich zum WT sensitiver gegeniber der meisten der
getesteten AB zeigte. Der durchschnittliche Durchmesser der Hemmhofe aller
Mutanten, sowie die jeweilige Standardabweichung sind in Tabelle 26
angegeben. Die Daten wurden in drei separaten Experimenten mit biologischen
Replikaten erhoben. Bei allen Versuchen wurden von jedem biologischen Repli-
kat jeweils zwei technische Replikate verwendet. Mit Rifampicin und Bacitracin
lieRen sich weder bei der AbamB-Mutante, noch bei den in dieser Arbeit
generierten K.O.-Stdmmen Effekte verzeichnen. Alle Bakterien zeigten hier,
analog zum WT, vollstandige Resistenz bei den hier verwendeten Konzentra-
tionen. Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wurden die Daten deshalb an dieser
Stelle nicht aufgefuhrt. Sie sind jedoch gemeinsam mit den anderen Rohdaten
des Experiments im Anhang in Tabelle 27 zu finden.

Die Auswertung zeigte, dass die AbamC-Mutante gegenidber Ampicillin mit
Sulbactam, Cefotaxim und Vancomycin im Vergleich zum WT deutlich sensi-
tiver war, also die entsprechenden Hemmhofe um mehrere Millimeter grol3er
ausfielen. Exemplarisch ist dies auch in Abbildung 17 zu sehen. Die Fotos
zeigen Agar-Platten von jeweils einem Replikat der Stamme WT, AbamB und
AbamC. Fiur Vancomycin lie sich mit der Tn_bamC-Mutante ein ahnliches
Ergebnis erzielen. Verglichen mit dem WT mal3 auch die Tn_hlpA-Mutante bei
Ampicillin mit Sulbactam und Cefotaxim grof3ere Hemmhofdurchmesser. Dieses
Ergebnis lie3 sich jedoch nicht mit der K.O.-Mutante reproduzieren. Die
Bakterien des AhlpA-Stamms zeigten, ebenso wie die K.O.-Mutanten der Dsb-

Familie und deren zugehdérige Tn-Mutanten, keine Unterschiede zum WT.
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Tabelle 26: Durchschnittlicher Hemmhofdurchmesser und errechnete Standardab-
weichungen des AB-Sensitivitats-Tests. Die Tabelle zeigt die durchschnittliche Grél3e der
Hemmhofe und die Standardabweichung in mm. SAM: Sulbactam (10 pg) und Ampicillin (10
pg), CTX: Cefotaxim (5 pg), E: Erythromycin (15 pg), VA: Vancomycin (30 pg). Die Werte der
Tabelle errechnen sich aus drei unabhéangigen Experimenten, die jeweils mit Duplikaten
durchgefihrt wurden. Eine veranderte AB-Sensitivitat ist durch Fettdruck gekennzeichnet.

Stamm SAM 20 CTX5 E 15 VA 30
PA14 Wildtyp 7+1 9+2 7+1 6
PAl4AbamB 13+1 15+1 11+1 13+2
PAL4AbamC 10 +2 13+2 8+1 8
PA14 Tn_bamC |8 10+1 8+1 9+1
PA14AhIpA 8t 2 10+1 8+1 6
PA14 Tn_hipA 14 +3 13+1 8+1 6
PA14AdsbB 8+2 10+1 7 6
PA14 Tn_dsbB | 8+1 9+1 7+1 6
PA14AdsbH 82 10 +2 7 6
PA14 Tn_dsbH |6 9+1 8+1 6
PA14AdsbBAdsbH | 8 + 2 10 + 2 8+1 6
PA14AdsbAl 8+1 10+1 7+1 6

Abbildung 17: Agar-Diffusionstest. Auf den gezeigten Platten wurden PA14 WT, die AbamB-
Mutante und die AbamC-Mutante ausgestrichen, die AB-Plattchen platziert und alles Giber Nacht
bei 37 °C bebriutet. Am nachsten Tag zeigte sich dieses Bild: Die Bakterien wachsen auf den
Platten, gut erkennbar an der Pa-spezifischen griinen Farbe. Wirkt das AB auf die Zellen, so
bildet sich ein Hemmhof um das entsprechende Plattchen. Dort wachsen keine Bakterien. Je
groRer der Durchmesser des Hemmhofs, desto geringer ist die Konzentration des
entsprechenden ABs, die benétigt wird, um das Wachstum der Bakterien zu verhindern. Sind
die Bakterien resistent gegen das AB, ist kein Hemmhof zu erkennen. Wie in der Abbildung auf
der linken Seite zu sehen, zeigen sich beim WT kleine Hemmhdéfe um die Plattchen mit
Erythromycin 15 pg (E), Sulbactam mit Ampicillin je 10 pg (SAM) und Cefotaxim 5 pg (CTX).
Die WT-Bakterien sind resistent gegentber Vancomycin 30 ug (VA), Rifampicin 5 ug (RA) und
Bacitracin 10 ug (B). Die Hemmhofe der AbamB-Mutante (Mitte) sind deutlich gréRer, zusatzlich
bildet sich ein Hof um das Vancomycin-Plattchen. Gleiches zeigt sich auf der Platte mit der
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AbamC-Mutante (rechts im Bild), jedoch bei allen AB in geringerem Ausmaf als bei der
AbamB-Mutante. Auf allen Platten préasentiert sich der Hemmhof um das Erythromycin-
Plattchen im Gegensatz zu den anderen AB mit unscharfem Rand. Mit den Rifampicin- und
Bacitracin-Plattchen liel3 sich bei keinem der verwendeten Stamme ein Effekt verzeichnen.

Zusammenfassend ergeben die Ergebnisse der AB-Tests eine veranderte AB-
Sensitivitat fur die Mutanten AbamB und AbamC, jedoch nicht fir die anderen
untersuchten Deletionsmutanten. Die erhohte Sensitivitat deutet auf eine
maogliche Veranderung der AM-Integritat hin. Ist diese beeintrachtigt, kbnnen die
AB leichter in die Zelle eindringen und dort ihre Wirkung entfalten. Im Vergleich
zu BamB scheint BamC aber eine untergeordnetere Rolle beim Zusammenbau
der AM zu spielen, da die Effekte, die sich in diesen Experimenten mit der

AbamB-Mutante erzielen lie3en, sichtbar gré3er waren.

3.2.2 Widerstandsfahigkeit gegeniber Gallensalzen

Bei diesem Experiment wurde dem Nahrmedium, in dem die Stamme wuchsen,
Gallensalzen (Bile Salts, BS) zugefugt. BS finden sich im Gastrointestinaltrakt
des Menschen und spielen bei der Verdauung von Fett eine wichtige Rolle.
Geht man von der Annahme aus, dass der Darm als Hauptreservoir fur Pa im
menschlichen Kdrper dient (siehe auch Kapitel 1.1), spielt die Resistenz der
Bakterien gegen dort natirlicherweise vorkommende Substanzen eine wichtige
Rolle. Folglich sind die Auswirkungen dieser Stoffe auf die K.O.-Mutanten
besonders interessant. Normalerweise bildet die AM eine effiziente Barriere
gegenuber einer Vielzahl auRRerer Einflisse (Hancock et al. 1990). So auch
gegen BS. Daher sollten diese Experimente weitere Hinweise darauf geben, ob
die Membranintegritdt bei den untersuchten Mutanten gestort ist. Wie
vorausgegangene Versuche zeigten, kann der PA14 WT in einem Gemisch aus
primaren und sekundaren BS (Verhdltnis 1:1) Konzentrationen bis zu 0,3 %
(w/v) unbeschadet uberstehen und ohne Einschrankung wachsen. Bestehen
jedoch Stérungen der Integritat der AM, konnen die BS auch bei dieser
Konzentration in die Zelle eindringen und wachstumshemmend wirken. Ob
dieser Effekt bei den PAl4-Mutanten in dieser Arbeit zu beobachten ist, wurde
im Folgenden untersucht. Der Versuchsablauf ist in Kapitel 2.2.5 beschrieben.

Die Wachstumskurven der K.O.- und Tn-Mutanten in LB sowohl mit, als auch
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ohne 0,3 % BS sind im Anhang zu finden (Abbildung 26 und Abbildung 27). Die
Werte wurden bei unabhéngigen Experimenten an drei Tagen mit biologischen
Replikaten erhoben. Auch hier wurden pro Versuch und Stamm zwei technische
Replikate verwendet. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die ODsoo-Werte
nach 8 h ausgewahlt und daraus die Mittelwerte bestimmt. Die Rohdaten
befinden sich ebenfalls im Anhang (Tabelle 28). Anschliel3end wurde mit diesen
Werten die prozentuale Wachstumshemmung (pwachstum) in Bezug auf den WT
berechnet. Je grofier pwachswm, desto schlechter wuchsen die Mutanten im
Vergleich zum WT. Die Berechnungen erfolgten fir beide Nahrmedien getrennt.
Zur Berechnung der prozentualen Wachstumshemmung kam die folgende

Gleichung zur Anwendung:

100
Pwachstum = 100 - ODegg(WT) ODggo(Mutante)

Im Histogramm Abbildung 18 sind die Ergebnisse paarweise dargestellt. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte durch einen One-Way ANOVA-Test
des Programms GraphPad (Tabelle 14). Dabei wurden die pwachstum-Werte aller
Mutanten in LB mit 0,3 % BS mit dem Wachstum des gleichen Stamms in LB
ohne Zusatz von Gallensalzen, sowie dem Wachstum des WT in 0,3 % BS
verglichen. Zusatzlich wurden die Werte der Mutanten in LB denen des WT in
LB gegenibergestellt. In Abbildung 18 sind die signifikanten Ergebnisse
(p<0,001) mit einem Stern gekennzeichnet. Als Kontrolle wurde der
PAl4AbamB-Stamm eingesetzt, der bereits in vorausgegangenen Experimen-
ten unter gleichen Bedingungen ein eingeschranktes Wachstum zeigte. Die hier
zu untersuchenden Stamme prasentierten sich jedoch deutlich schwécher
beeintrachtigt als die Positivkontrolle. Deren Wachstum wies eine Hemmung
um mehr als 50 % im Vergleich zum WT auf. Bei den Stdmmen, die in dieser
Arbeit untersucht wurden, zeigte die Auswertung eine signifikante Wachstums-
hemmung der AbamC-Mutante (26,7 %), sowie der Tn-Mutante fir das Gen
hipA (28,65 %) in LB + 0,3 % BS. Auch bei der Tn_bamC-, AhlpA-, AdsbAl-
und der AdsbBAdsbH-Doppel-K.O.-Mutante liel3 sich eine Wachstumsvermin-

derung erkennen, jedoch ohne signifikanten Unterschied zum WT. Aul3erdem
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schien die AdsbAl-Mutante in LB schlechter zu wachsen, als in der 0,3 % BS-
Lésung, doch auch hier war die Wachstumshemmung nicht signifikant. Sowohl
die K.O.-, als auch die Tn-Mutanten der Gene dsbB und dsbH wurden, analog
zum WT, in ihrem Wachstum nicht durch die Gallensalze beeinflusst.
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Abbildung 18: Statistische Auswertung der Wachstumshemmung in Anwesenheit von
Gallensalzen. Die Balken des Diagramms reprasentieren die prozentuale Wachstums-
hemmung der verschiedenen PA14-Stamme in LB (schwarz) und LB + 0,3 % BS (weil)
vergleichen mit dem Wachstum des WT nach 8 h im jeweiligen Nahrmedium. Mit einer One-
Way ANOVA-Analyse wurden die signifikanten Werte bestimmt. Dazu wurden die pwachstum-
Werte aller Mutanten in LB + 0,3 % BS mit dem Wachstum des gleichen Stamms in reinem LB,
sowie dem Wachstum des WT in 0,3 % BS verglichen. Zusatzlich wurden die Werte der
Mutanten in LB denen des WT in LB gegenibergestellt. Die Sternchen kennzeichnen die
signifikanten Ergebnisse (p < 0,001).

Wachstumshemmung in %
N
o

=
o

Die Ergebnisse dieses Experiments bestétigten die Beobachtungen der Ver-
suche mit AB: Neben der AbamB-Mutante sind nur PA14AbamC und Tn_hIpA
durch BS in ihrem Wachstum signifikant beeintrachtigt. Auch hier zeigte sich

wieder ein deutlich schwécherer Effekt, vergleichen mit der Positivkontrolle
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AbamB. Dennoch lieferten diese Untersuchungen einen weiteren Hinweis fur

eine Bedeutung von BamC fur den Erhalt einer intakten AM.

3.2.3 Testung mit Humanserum

Als abschlieRenden Test der Integritdt und Funktionalitdt der AM der K.O.-
Mutanten, wurden die Bakterien Humanserum ausgesetzt. Dieses enthalt das
Komplementsystem, das im menschlichen Kdrper eine wichtige Rolle bei der
Immunabwehr spielt. Es wird unter anderem durch Kontakt mit Bakterien
aktiviert und fuhrt im Folgenden zur Lyse der Mikroorganismen durch den
Membranangriffskomplex (Whaley und Schwaeble 1997). Wie viele andere
gramnegative Bakterien besitzt auch Pa die Fahigkeit, Plasmaproteine und
Regulatoren des Komplementsystems ihres Wirts zu akquirieren und so ihr
Uberleben zu sichern (Zipfel et al. 2013, Hallstrom et al. 2015). Dass die
Zusammensetzung und Integritat der AM bei diesem Aspekt der Virulenz eine
wichtige Rolle spielt, wurde bereits fir viele gramnegative Spezies gezeigt
(Vitkauskiene et al. 2005, Hallstrom und Riesbeck 2010, Miajlovic und Smith
2014, Dudek et al. 2016, Weirich et al. 2017). Deshalb stellte sich die Frage, ob
die Stamme, die in den bisherigen Experimenten Hinweise auf Defekte in der
AM zeigten, auch eine erhdhte Sensitivitat gegentiber Humanserum aufweisen.
Dazu wurden zwei unabhéngige Experimente mit biologischen Replikaten nach
dem Protokoll aus Kapitel 2.2.6 durchgefihrt. Pro Versuch wurden jeweils drei
technische Replikate des WT, sowie der Stamme Tn_surA und AbamC
untersucht. Die Tn_surA-Mutante erwies sich in den vorangegangenen Ver-
suchen mit Serum als bessere Positivkontrolle als die AbamB-K.O.-Mutante und
wurde dementsprechend hier eingesetzt. Die AbamC-Mutante zeigte sich
sowohl hinsichtlich der AB-Sensitivitat, als auch in ihrer Widerstandsfahigkeit
gegen BS deutlich defizient, wohingegen die anderen K.O.-Stamme in diesen
Experimenten nicht oder kaum beeintrachtigt waren. Deshalb wurde die
Testung mit Humanserum nur mit der bamC-K.O.Mutante durchgefihrt, da von
diesem Stamm die vielversprechendsten Ergebnisse zu erwarten waren. In
Abbildung 19 sind die Resultate des ersten Versuchs dargestellt. Die Hohe der

Balken gibt an, wie viel Prozent der Bakterien im NHS Uberleben konnten. Als
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Referenzwert diente die Kolonienanzahl des jeweiligen Stamms nach Inkuba-
tion in HIS (siehe Kapitel 2.2.6). Zu erkennen war, dass beinahe 90 % der PA14
WT-Bakterien die 30-minttige Inkubation mit NHS unbeschadet Uberstanden.
Die Tn_surA-Mutante zeigte hingegen nur noch knapp 12 % ihres Wachstums
im Vergleich zum Versuchsansatz mit HIS. Von den AbamC-Mutanten Uberleb-
ten 65 %. Die Auswertung dieses Experiments lasst eine geringe Defizienz des
K.O.-Stamms bei der Resistenz gegen die Komponenten des Immunsystems im
Humanserum vermuten. Der Effekt bei der Positivkontrolle PA14 Tn_surA war
jedoch deutlich starker ausgepragt.

Serum Killing Assay Versuch 1
100+

80+

60 =

40+
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PA14AWT  PA14 Tn_surA PA14 AbamC

Abbildung 19: Uberleben in Humanserum — Versuch 1. Das Balkendiagramm zeigt das
prozentuale Uberleben des PA14 WT, sowie der Mutanten Tn_surA und AbamC nach 30-
mindtiger Inkubation in menschlichem Serum. Als Vergleich diente die Bakterienzahl der
Stamme des Versuchansatzes mit hitzeinaktiviertem Serum (siehe Kapitel 2.2.6). Knapp 90 %
der WT-Bakterien Uberlebte die Behandlung mit NHS. Die Tn_surA-Mutante, die als
Positivkontrolle eingesetzt wurde, zeigte noch nur etwa 12 % ihres Wachstums. Von den
AbamC-Mutanten Uberstanden 65 % die Inkubation im menschlichen Serum. Gezeigt sind die
Ergebnisse eines Einzelexperiments mit jeweils drei technischen Replikaten pro Stamm.

Im zweiten Versuch liel3 sich die gleiche Tendenz erkennen, jedoch weniger

ausgepragt als im ersten. Das zugehdrige Diagramm (Abbildung 28) und die
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Rohdaten beider Experimente (Tabelle 30 und Tabelle 31) sind im Anhang zu
finden.

Die Testung der AbamC-Mutante mit Humanserum scheinen die Ergebnisse der
Versuche mit AB und BS zunéchst zu bestatigen. Es zeigte sich ebenfalls ein
leicht defizienter Phanotyp, der im Vergleich zum WT anfalliger gegenuber
aulBeren Einflissen war. Trotzdem konnten die Bakterien den Komplement-
faktoren im menschlichen Serum weiterhin ein gewisses Mal} an Resistenz
entgegensetzen. Im Gegensatz zur Tn_surA-Mutante scheinen die Abwehr-

mechanismen der AbamC-Mutante weniger stark beeinflusst zu sein.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, K.O.-Mutanten von Pseudomonas aeruginosa PA14
fur die Gene bamC, hIpA, dsbB, dsbH und dsbAl zu generieren und diese
hinsichtlich der Integritat ihnrer AM zu charakterisieren. Dazu wurden Versuche
mit AB, BS und Humanserum durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die AbamC-
Mutante sensibler auf die getesteten Detergentien reagierte als der PA14 WT,
was auf bestehende Defizite in der AM der Mutante schlieRen lasst. Im Gegen-
satz dazu lieBen sich bei den K.O.-Mutanten der anderen Gene keine signi-
fikanten Unterschiede zum WT feststellen. Diesen Proteinen kommt im Prozess
der AM-Biogenese von Pa entweder keine entscheidende Aufgabe zuteil oder
ihr Verlust kann kompensiert werden, weshalb die AM der K.O.-Stamme den
untersuchten Einflissen eine ahnliche Widerstandsfahigkeit entgegensetzen
konnte, wie die des WT.

Die Suche nach neuen Therapiemoglichkeiten fur Infektionen mit Pa stellt die
Wissenschaft immer wieder vor Probleme. Das Screening von Compound-
Libraries liefert nur eine geringe Trefferzahl, da die Zellmembranen gram-
negativer Bakterien einen solch effektiven Schutz darstellen, dass nur sehr
wenige Compounds Uberhaupt an ihren Wirkort in der bakteriellen Zelle
gelangen kdnnen (Zgurskaya et al. 2015). Auf der Suche nach einem Weg, wie
die Wirkstoffe in die Zelle gelangen kdnnen, gilt die AM-Biogenese als vielver-
sprechender Ansatz, mit dem schon einige Durchbriiche erzielt wurden (Silver
2011, Zgurskaya et al. 2015). Die Vorteile, die eine Storung der AM-Integritat
von Bakterien wie Pa mit sich bringt, sind vielfaltig. Zunachst wird der Erreger
durch den reduzierten Schutz geschwéacht und anfallig fir extrazellulare Ein-
flisse. Zusatzlich wird gleichzeitig die Biogenese wichtiger AM-Virulenzfaktoren
gehemmt (siehe Kapitel 1.1.2). Dadurch kdénnen naturliche Abwehrmechanis-
men des menschlichen Korpers, beispielsweise das Komplementsystem im
Serum (siehe Kapitel 3.2.3), die Bakterien effizient lysieren und so die Infektion
bekampfen. Die meisten schweren Pa-Infektionen treten jedoch bei Patienten
mit supprimiertem Immunsystem auf (Lyczak et al. 2000). Dort ist es nicht

ausreichend, die Pathomechanismen der Bakterien zu schwachen oder
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auszuschalten und die Bekdampfung der Krankheitserreger den kérpereigenen
Abwehrsystemen zu Uberlassen. Die Patienten sind auf eine AB-Behandlung
angewiesen, welche aber ebenfalls durch eine Stérung der AM-Integritat
verbessert oder Uberhaupt erst ermoglicht werden kann.

4.1 Einfluss der K.O.-Mutationen auf die AB-
Sensitivitat

Derzeit werden zur Behandlung von Pa- Infektionen einige Fluorchinolone,
wenige Vertreter der B-Laktame in Kombination mit B-Laktamase-Inhibitoren,
und Aminoglykoside eingesetzt (Zgurskaya et al. 2015). Bei nosokomialen
Infektionen kommt haufig hinzu, dass die Bakterien multiple Resistenzen gegen
die gangigen AB besitzen (vergleiche Kapitel 1.1.3). Dadurch wird die Eradi-
kation erschwert und die Infektion kann bis zum Tod des Patienten fuhren.
Neben der Entwicklung alternativer AB spielt deshalb auch die Suche nach
Wirkstoffen eine grof3e Rolle, die die Bakterien fir bereits vorhandene AB
wieder sensibilisieren. Hintergrund der Auswahl der Proteine BamC, HIpA,
DsbB, DsbH und DsbAl als Fokus dieser Arbeit war die Uberlegung, dass
diesen Proteinen relevante Aufgaben bei der AM-Biosynthese zukommen. Die
Deletion eines der Proteine hatte demnach Konsequenzen fir den Aufbau und
die Integritdt der AM. Diese stellt bei Pa, sowie bei anderen gramnegativen
Bakterien, einen wichtigen Schutzfaktor vor antibiotischer Wirkung dar.
Schwéacht man die Barriere, kann das Eindringen des AB in die Zelle nicht mehr
effizient verhindert werden. Dadurch kénnten geringere Konzentrationen insbe-
sondere von AB mit bekannter Toxizitat (z.B. Colistin) eingesetzt werden und
zusétzlich die Entstehung neuer Resistenzen vermindert werden. Gegebenen-
falls werden dadurch sogar AB wirksam, die die Membran gramnegativer
Bakterien bisher nicht durchdringen konnten. Eine kombinierte Therapie aus
,2alten AB und Wirkstoffen mit membranpermeabilisierender Wirkung waére
deshalb erstrebenswert (Zgurskaya et al. 2015, Lamers und Burrows 2016). Die
in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zeigen, dass die AM der AbamC-
Mutante durchlassiger zu sein scheint, als die des WT. Im Gegensatz dazu ist

die Beeintrachtigung der bamC-Tn-Mutante durch AB, verglichen mit der
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zugehdrigen K.O.-Mutante, geringer ausgepragt. Dies lasst sich so erklaren,
dass die Tn-Kassette an einer Stelle im Gen sitzt, die dazu fihrt, dass zwar ein
trunkiertes, aber noch funktionsfahiges Protein entsteht.

Die AbamC-Deletionsmutanten sind weniger resistent gegentber Erythromycin
und Vancomycin. Erythromycin wird hauptsachlich zur Behandlung gram-
positiver Erreger eingesetzt und nur wenige Gramnegative, wie Legionellen
oder Chlamydien, reagieren sensitiv auf den Wirkstoff. Vancomycin hingegen
richtet sich ausschlief3lich gegen grampositive Bakterien. Die Veranderungen
der AM durch den Verlust von BamC machen Pa also empféanglich fir AB, die
vorher nicht zur Therapie geeignet waren. Darunter fallen auch Cefotaxim und
die Kombination von Ampicillin mit Sulbactam. Die Resistenzmechanismen, die
Pa naturlicherweise gegen diese AB besitzt, scheinen bei der AbamC-Mutante
jedenfalls nicht so wirksam sein, dass dadurch die mutmalfilich verbesserte Auf-
nahme der AB Uber die AM kompensiert werden konnte. Dadurch wird der

Stamm sensibel gegeniber den Wirkstoffen.

4.2 BamC als potentielles Target

Die im Voraus untersuchte Tn_bamC-Mutante zeigte sich im Agar-Diffusions-
test bei Vancomycin weniger resistent als der WT. Dieses Ergebnis bestatigte
die K.O.-Mutante PAl4AbamC, die zusatzlich auch sensitiver gegeniber
Ampicillin mit Sulbactam und Cefotaxim reagierte. Das Wachstum der AbamC-
Mutante in LB + 0,3 % BS war in den hier durchgefuhrten Experimenten
signifikant vermindert, wohingegen die Tn-Mutante nur eine leichte Wachstums-
hemmung gezeigt hatte. Die Inkubation in menschlichem Serum Uberlebten
etwa 65 % der AbamC-Bakterien.

Die Ergebnisse der Experimente mit BS bekraftigen die Vermutung der AB-
Sensitivitatstestung: Die Membran der AbamC-Mutante bietet den Bakterien
weniger Schutz als die des WT. Dadurch kénnen AB und BS in die Zelle ein-
dringen und ihre Wirkung gegen die Bakterien entfalten. Die Versuche mit
Humanserum scheinen zunachst ebenfalls darauf hinzudeuten, dass die
Mutante anfalliger gegenuber den enthaltenen Komponenten des Immun-

systems ist als der WT. Jedoch erwies sich die verwendete Methode nicht als
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optimal, da die Ergebnisse nicht zuverlassig reproduzierbar waren (Vergleich
Abbildung 19 und Abbildung 28) und zudem die Inkubationszeit mit 30 Minuten
sehr kurz ausfiel. Deshalb sind die hier erhobenen Daten nicht geeignet, um die
Hypothese einer verminderten AM-Integritat der AbamC-K.O.-Mutanten zu stut-
zen. Um fundierte Aussagen tiber das Uberleben der Mutante im menschlichen
Serum treffen zu kénnen, sollte das Wachstum der Bakterien im weiteren
zeitlichen Verlauf untersucht werden.

Die Eignung von BamC als potentielles Target war bereits Forschungsgegen-
stand vieler Arbeitsgruppen. In verschiedenen anderen Bakterien-Familien und
-Ordnungen wurden die Auswirkungen der entsprechenden Mutante untersucht.
Die AbamC-Mutanten von E. coli wiesen vermehrte Membranpermeabilitat und
leichte Defekte im Aufbau der AM auf (Wu et al. 2005, Sklar et al. 2007a). Diese
Beobachtungen decken sich weitgehend mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Im
Gegensatz zu PAl4AbamC zeigte sich die K.O.-Mutante in E. coli jedoch
sensibel gegenuber Rifamicin (Onufryk et al. 2005). Bei Yersinia enterocolitica
hingegen konnten Weirich et al. (2017) keinen Unterschied bezuglich der AB-
Sensitivitat zwischen AbamC und WT feststellen. Auch gegeniber BS und
weiteren Detergentien waren die Ergebnisse der Mutante mit denen des WT
vergleichbar. Das Ausbleiben einer Veranderung der Membranpermeabilitat
fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass BamC in Yersinia enterocolitica nur eine
untergeordnete Rolle spielt, oder der Verlust des Proteins anderweitig kompen-
siert werden kann. Zu einem &hnlichen Schluss fuhrten auch die Unter-
suchungen der AbamC-Mutante von Salmonella enteritidis. Hier lieRen sich
ebenfalls keine erheblichen Stérungen der Membran oder eine Reduktion der
AMPs feststellen. Die Sensitivitdt der Mutante gegeniber Vancomyin, Baci-
tracin, Rifampicin und Erythromycin war mit der des WT vergleichbar (Fardini et
al. 2009). Unabhangig davon konnten alle genannten Arbeitsgruppen zeigen,
dass die Deletion von bamC zu geringeren phéanotypischen Auswirkungen
fuhrte, als die Deletion von bamB. Deshalb ist davon auszugehen, dass BamC
eine untergeordnete, moglicherweise regulierende Funktion flr die Biogenese
der AMPs besitzt und nicht direkt an deren Faltung mitwirkt (Kim et al. 2012).
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In dieser Arbeit lie3 sich zeigen, dass die AM-Integritdt von Pa durch den
Verlust von BamC leicht gestort ist. Ausgehend von den hier durchgefihrten
Experimenten ware BamC als Target bei Pa geeignet. Entsprechend der Ergeb-
nisse anderer Arbeitsgruppen fiel jedoch auch hier auf, dass die Auswirkungen
des K.O.s auf die Bakterien, im Vergleich zur Positivkontrolle, nur leicht
ausgepragt waren. Basierend auf den hier vorliegenden Ergebnissen ware
BamC nicht das Target erster Wahl. Deshalb sollte PA14AbamC genauer
charakterisiert werden, um das Ausmall der der AM-Stérung besser
einschatzen zu kénnen. Fur die Auswahl eines Proteins als Ansatzpunkt neuer
Medikamente ist eine gravierende Schadigung der Bakterien bei
Funktionslosigkeit oder Verlust dieses Proteins eine wichtige Voraussetzung.
Unter dem Mikroskop sichtbare dysmorphe Veranderungen wirden einen
weiteren Hinweis zur Instabilitat der AM geben kdnnen. Sind die Bakterien nicht
auf dem Objekttrager fixiert, konnte im gleichen Zuge ihre Beweglichkeit beur-
teilt werden. Einschrankungen der Beweglichkeit wéaren dann auf eine
Funktionsstérung des Flagellums oder der Pili zurlickzufiihren. Waren in dieser
Stelle Veranderungen beobachtbar, kdnnten sich Versuche zu Swarming
motility, Biofilmbildung und Virulenz sinnvoll anschlieRen, da diese ebenfalls an
die Funktionsfahigkeit des Flagellums und der Pili gebunden sind (vergleiche
Kapitel 1.1.2). Um ein genaueres Verstandnis zur Funktion von BamC in Pa und
die Auswirkungen des Verlusts auf Protein-Ebene zu bekommen, sollte des
Weiteren Veranderungen der AMP-Zusammensetzung und -Expression im Ver-
gleich zum WT analysiert werden.

Fuhren diese Untersuchungen zu dem Schluss, dass BamC ein geeignetes
Target ware, stellt sich die Frage, wie sich eine solche Mutation auf klinisch
relevante Stamme auswirkt. Die klinischen Isolate, meist resistent gegen
multiple AB, unterscheiden sich in der Regel genetisch und ph&notypisch vom
Laborstamm PA14. Doch gerade hier sollen neu entwickelte AB zum Einsatz
kommen. Gelingt die Erstellung von K.O.-Mutanten auch hier, stehen neben der
oben beschriebenen Charakterisierung auch die direkte Auswirkung des K.O.s
auf die natirlichen und erworbenen Resistenzmechanismen im Fokus. Es ware

interessant herauszufinden, warum die natirliche Resistenz von Pa gegen
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Cefotaxim und Ampicillin mit Sulbactam bei der AbamC-Mutante nicht mehr
vorhanden ist. Wie wirkt sich das Fehlen des Proteins auf andere Resistenz-
mechanismen, beispielsweise den vermehrten Einbau von Effluxpumpen, aus?
Verlieren diese ihr Wirkung oder fuhrt der Verlust von BamC womdglich sogar
zu neuen Resistenzen, da die Targets von bisher eingesetzten AB fehlen oder

Porine zur Aufnahme das AB in die Zelle nicht mehr gebildet werden?

Eine ausfiihrliche Charakterisierung der AbamC-Mutante ist erstrebenswert, da
der Ansatz, dieses Protein als Ziel fur die Entwicklung neuer AB zu verwenden,
neben den bereits genannten Vorteilen weitere Nutzen hat. Homologe der
Proteine des BAM-Komplexes sind bei den meisten gramnegativen Bakterien
zu finden (Leyton et al. 2015, Bakelar et al. 2017). Vor allem in der Klasse der
Gammaproteobacteria besteht eine groRe Ahnlichkeit dieser Proteine (Webb et
al. 2012), wohingegen bisher keine eukaryotische Homologe gefunden wurden
(Paschen et al. 2005). Ebenso verhédlt es sich mit periplasmatischen
Chaperonen, wie HIpA, und den Proteinen der Dsb-Familie, insbesondere DsbA
(Schafer et al. 1999, Smith et al. 2016). Gelingt es, einen entsprechenden Wirk-
stoff gegen eines dieser Proteine zu finden, kdnnte das Medikament nicht nur
spezifisch bei Pa-Infektionen angewendet werden, sondern auch Ubergreifend
Wirkung auf die ganze Klasse der Gammaproteobacteria zeigen. Im Optimalfall
konnten auch Infektionen mit gramnegativen Bakterien aus anderen Klassen
damit behandelt werden. Dadurch, dass es zu diesen Targets keine eukaryo-
tischen Korrelate gibt, hatte ein entsprechendes AB keine direkten Auswir-
kungen auf menschliche Zellen, was die Nebenwirkungen des Medikaments
deutlich reduzieren wirde. Auf der anderen Seite bedeutet das, dass das AB
bei Bakterien ohne ein homologes Protein mit dhnlicher Struktur und Rolle in
der AM-Biogenese, keine oder nur unzureichende Wirkung besitzt. Diese
naturliche Resistenz kann aber auch als Vorteil genutzt werden:

Die physiologische Standortflora im GIT setzt sich zu 90 % aus Firmicutes und
Bacteroidetes zusammen (Ley et al. 2006, Arumugam et al. 2011). Hinzu
kommen, in absteigender relativer Haufigkeit, Actinobacteria, Proteobacteria,

Verrucomicrobia, Euryarcheota und viele weitere Phyla (Stallmach und
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Vehreschild 2016). Die Verwendung von AB verandert die Zusammensetzung
des Mikrobioms und verschiebt damit das physiologische Gleichgewicht
(Jernberg et al. 2007, Dethlefsen et al. 2008). Da die Darmflora eine wichtige
Rolle bei der Abwehr pathogener Keime spielt, beglnstigt die entstandene Dys-
biose nach AB-Behandlung die Entstehung opportunistischer Infektionen, weil
enteropathogene Erreger den Darm leichter kolonisieren kdnnen (van der Waaij
et al. 1971, Kamada et al. 2013). Auch die Entstehung resistenter Bakterien
wird gefordert, da durch horizontalen Gentransfer DNA-Elemente mit Resistenz-
kassetten Ubertragen werden kdnnen (Stallmach und Vehreschild 2016).

Ein Therapeutikum mit BamC als Target hatte, aufgrund des fehlenden Angriffs-
punkts, keine Wirkung auf die grampositiven Firmicutes. Auch auf die Klasse
der Bacteroidetes héatte der Wirkstoff vermutlich nur einen schwachen oder
keinen Einfluss. Es handelt sich hierbei zwar ebenfalls um gramnegative
Bakterien, allerdings besteht keine nahe Verwandtschaft zur Klasse der
Gammaproteobacteria, zu denen unter anderem Pseudomonaden, Entero-
bakterien und Legionellen gehéren. Damit bliebe der GrofR3teil der Darmflora von
diesem AB unbeeinflusst und die Symbiose der Bakterien im GIT ware so stark
gestort. Allerdings sind Enterobakterien ebenfalls Bestandteil der Darmflora.
Obwohl sie nur einen kleinen Anteil des Mikrobioms darstellen (Eckburg et al.
2005), ware es wichtig zu untersuchen, inwiefern Bakterien dieser Familie von
entsprechenden ABs betroffen waren und wie sich das auf die Zusammen-
setzung der Bakterien im Darm auswirken wiurde.

Auch die Lunge gesunder Menschen beherbergt ihr eigenes Mikrobiom. Es
setzt sich vor allem aus Firmicutes, Bacteroidetes und einem geringen Anteil
Proteobacteria zusammen (Park et al. 2014, Dickson et al. 2015). In der Lunge
von Patienten mit zystischer Fibrose, die besonders héufig von schweren respi-
ratorischen Infektionen mit Pa betroffen sind, ist in frihen Stadien der Erkran-
kung noch ein vielféaltiges, ausgewogenes Mikrobiom nachweisbar. Im Verlauf
der Krankheit nimmt die Diversitat jedoch deutlich ab. Pathogene Keime,
darunter vor allem Pa, dominieren nun die Mikrobiota der Lunge (Fodor et al.
2012, Stokell et al. 2015). Analog zum Mikrobiom des GIT ist auch hier der

Erhalt der physiologischen Besiedelung erstrebenswert, um den Kérper vor
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weiteren Infektionen zu schitzen. Vor allem bei Patienten, deren Immunsystem
bereits supprimiert ist, mussen Sekundarinfektionen dringlichst vermieden
werden. Wie bereits beschrieben, waren Firmicutes und Bacteroidetes nicht von
der antimikrobiellen Behandlung betroffen. Dennoch misste auch hier die
Wirkung des AB auf den kleinen Anteil an Proteobacteria Uberprift werden.

Das naturliche Mikrobiom der Haut, dass den Korper zuséatzlich zur physika-
lischen Barriere vor dem Eindringen pathogener Keime schuitzte, wird
hauptséachlich von grampositiven Bakterien dominiert: Staphylokokken, Coryne-,
Myko-, Propionibakterien und Enterokokken bestimmen das mikrobiologische
Bild. Zusatzlich finden sich neben Pilzen viele weitere Bakterien, die ubiquitér in
der Umgebung des Menschen vorkommen (Costello et al. 2009, Grice et al.
2009, Findley et al. 2013). Die physiologische Hautflora wirde auch bei gege-
benenfalls topischer Anwendung des neuen Medikaments, beispielsweise zur

Behandlung einer Otitis externa, nicht gravierend gestort werden.

4.3 HIpA als potentielles Target

Das periplasmatische Chaperon HIpA interagiert mit ungefalteten AMPs und
transportiert sie durch das Periplasma zur AM (siehe 1.2.2). Der Verlust des
Proteins kdnnte zur Akkumulation der ungefalteten AMPs im Periplasma und
damit zu einer gestorten Membranintegritat fihren.

Die Tn_hlpA-Mutante, welche im Rahmen der Arbeit untersucht wurde, lieferte
vielversprechende Ergebnisse: Verglichen mit dem WT zeigte die Transposon-
Mutante eine geringere Resistenz gegenidber Ampicillin mit Sulbactam und
Cefotaxim. Auch im BS-Assay wiesen die Bakterien eine signifikante Wachs-
tumshemmung von 28,65 % auf. Die anschlieBende Mutagenese der AhlpA-
K.O.-Mutante verlief jedoch problematisch, der Allel-Austausch zwischen PA14
WT und dem Vektor mit der K.O.-Kassette gelang nicht. Nach Abschluss des
Matings waren entweder Bakterien mit WT-Genom oder keine Kolonien vorhan-
den. Aus diesem Grund wurde der Abschnitt des Genoms, in dem hlpA liegt,
genauer betrachtet. Dabei fiel auf, dass das Gen des Chaperons von bamA und
IpxD eingerahmt wird. Letzteres Uberschneidet sich sogar in einigen Basen mit

dem Stopp-Codon von hlpA. Da LpxD ist ein essentielles Protein flr Pa ist
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(Badger et al. 2011), kam es beim Allel-Austausch im Zuge des Crossovers
zum Funktionsverlust des Proteins, mit letalen Folgen fir die Mutanten. Um
dies zu vermeiden, wurde die K.O.-Kassette angepasst, sodass sie nun das
komplette Gen IpxD enthielt und dieses nach der homologen Rekombination
und der Deletion von hlpA weiterhin intakt im Genom verblieb. Unter Verwen-

dung des neuen Konstrukts gelang die Herstellung von PA14AhIpA.

Die Versuche mit der K.O.-Mutante konnten die Ergebnisse der Tn-Mutante
generell nicht bestatigen. Die hohe Sensitivitdt der Tn-Mutante gegeniber
auRReren Einflussen lasst sich darauf zurtickfihren, dass Transposons gegeben-
enfalls auch die Expression der Gene in naherer Umgebung beeinflussen
(Kulasekara 2014). Daher ist es denkbar, dass die Proteine der flankierenden
Gene (bamA, IpxD) in der Tn-Mutante eine eingeschrankte Funktionalitat
aufweisen. Das wirde die Auswirkungen auf den Phanotyp erkléaren, die sich
hier zeigen.

Die AhlpA-Deletionsmutante zeigte bezuglich der AB-Sensitivitdt keine
Unterschiede zum WT. Das Wachstum in LB + 0,3 % BS war nur leicht ver-
mindert, ohne signifikante Differenz. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Untersuchungen der K.O.-Mutante des HIpA-Homologs Skp in E. coli. Schafer
et al. (1999) beobachteten zwar ein sensibleres Ansprechen der Mutante auf
Rifampicin, Vancomycin und Novobiocin. Dennoch wies die Physiologie der AM
nur leichte Veranderungen auf. Weitere Analysen der Askp-Mutante, sowie
einer Doppel-K.O.-Mutante AskpAdegP, fihrten zu dem Schluss, dass die
Funktion des Proteins redundant sei. Sklar et al. (2007b) postulierten, dass Skp
vermutlich eher Bestandteil eines Rettung-Pathways ist, der Stérungen des
primaren Wegs mit SurA teilweise kompensieren kann.

Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen in Yersinia enterocolitica. Die
K.O.-Mutante zeigte sich sensitiver gegeniber Erythromycin und prasentierte
leichte, eventuell subinhibitorische Veranderungen des Bakterienwachstums
unter Einfluss von Vancomycin. Im Beisein von BS war das Wachstum der
Mutante mit dem des WT vergleichbar. Jedoch war das Uberleben des Askp-

Stamms im Rahmen eines Serum Killing Assays signifikant reduziert. Aul3er-
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dem zeigten sich Veranderungen in der AMP-Zusammensetzung, sowie eine
verminderte Virulenz im Mausmodell (Weirich et al. 2017). In Anlehnung an
diese Ergebnisse mit Yersinia enterocolitica, wéare es also interessant, auch
PA14AhIpA unter dem Einfluss von Humanserum zu untersuchen, sowie sich
die Zusammensetzung der AMPs der Mutante anzuschauen. Hier kénnten sich,
ahnlich wie bei Yersinia enterocolitica, Veranderungen zeigen, die durch die
Versuche mit AB und BS nicht detektierbar waren. Dennoch ist nach den
vorliegenden Ergebnissen davon auszugehen, dass HIpA auch in Pa nur eine
untergeordnete Rolle bei der Aufrechterhaltung der AM-Integritat spielt. Daraus
lasst sich schlie3en, dass HIpA nicht zu den vielversprechenden potentiellen
Targets gehort.

Trotzdem stellt sich die Frage, warum die AM-Integritat der Tn-Mutante im
Gegensatz zur K.O.-Mutante so beeintrachtigt war. Grund dafur sind die Effekte
der Tn-Kassette auf die Nachbar-Gene von hlpA, die deren Expression beein-
flussen kann (Kulasekara 2014). Im Genom vom PA14 liegt IpxD downstream
von hilpA. LpxD wirkt als Katalysator in der LPS-Biogenese (Badger et al. 2011),
weshalb eine verdnderte Expression von IpxD eine Stdérung im Prozess der
LPS-Biogenese zur Folge hat. Neben der Schutzfunktion der LPS als aul3ere
Schicht der AM, wirken sie auch als Endotoxin und spielen damit eine wichtige
Rolle beztglich der Virulenz von Pa (siehe Kapitel 1.1.2). Demnach ist davon
auszugehen, dass die Mutante Tn_hlpA, neben der beobachteten Stérung der
AM-Integritat, auch in ihrer Virulenz vermindert sein kénnte. Das weist vor allem
auf die Eignung von LpxD als potentielles Target hin, zu dessen Potential zur
Entwicklung neuer AB bereits geforscht wird (Zhou und Zhao 2017).

Upstream von hlpA befindet sich das Gen bamA. Sind die Beeintrachtigungen
der Tn-Mutante auf eine gestdrte Expression dieses Gens zuriickzufiihren,
wurde sich hier ebenfalls ein interessanter Ansatzpunkt fir weitere Forschung
bieten. Als Kern-Bestandteil des BAM-Komplexes ist BamA fur Einbau und Fal-
tung von AMPs zustandig (siehe auch Kapitel 1.2.1). Eine Depletion von BamA
in E. coli fuhrt zu einer allgemeinen Reduktion von AMP (Werner und Misra
2005, Wu et al. 2005). Generell wird BamA als essentiell erachtet. Man ver-

mutet, dass auch in Pa die anderen Komponenten des Komplexes ohne BamA
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nicht weiter funktionieren wirden (Hoang et al. 2011). Deshalb waren weitere
Untersuchungen interessant, um herauszufinden, inwiefern Pa eine Reduktion
der BamA-Expression kompensieren kann. Da die Wachstumskurve der
Tn_hlpA-Mutante in LB der des WT entsprach und die Defizite der Bakterien
sich erst unter Austibung von Stress auf die Zelle, z.B. in Form von BS oder AB,
zeigten, miussen Anpassungsreaktionen in der Zelle abgelaufen sein, die einer
Reduktion der BamA-Expression entgegen wirken kdnnen. Diese reichen offen-
bar aus, um den sonst letalen Folgen fir die Zelle zu entgehen.

4.4 DsbB, DsbH und DsbAl als potentielle
Targ ets

Die Oxidoreduktase DsbAl und die IM-Proteine DsbB und DsbH spielen als
Enzyme bei der Bildung der Disulfidbriicken eine mal3gebliche Rolle. Da die
Faltung vieler Virulenzfaktoren davon abhangig ist, stellen diese Proteine attrak-
tive Targets dar (Heras et al. 2009). Pa besitzt zwei DsbB-Homologe (DsbB und
DsbH). Arts et al. (2013) konnten zeigen, dass die beiden Proteine redundante
Funktionen besitzen. Aus diesem Grund wurde auch in dieser Arbeit eine
AdsbBAdsbH-Doppel-K.O.-Mutante erstellt. Bei der Agar-Diffusionstestung mit
verschiedenen AB lieRen sich weder bei den Einzel-K.O.-Mutanten AdsbB,
AdsbH und AdsbA1l1, noch bei der Doppel-K.O.-Mutante Unterschiede zum WT
zeigen. Auch im Rahmen des BS-Assay wurde das Wachstum der Einzel-K.O.-
und der Tn-Mutanten der Gene dsbB und dsbH nicht durch die Gallensalze
beeinflusst. Des Weiteren zeigten bei diesen Versuchen sowohl PA14AdsbAl,
als auch PA14AdsbBAdsbH ein vermindertes Wachstum in LB mit 0,3 % BS,
jedoch ohne signifikanten Unterschied zum WT. Auffallig war, dass die AdsbAl-
Mutante offenbar auch in reinem LB schlechter wuchs. Zwar war dieser Unter-
schied ebenfalls nicht signifikant, dennoch kénnte es ein Hinweis auf eine
Beeintrachtigung der Mutante sein.

Die Ergebnisse entsprachen nicht den Erwartungen, die der aktuelle For-
schungsstand an die K.O.-Mutanten stellte. Die hier erzielten Resultate weisen
nicht auf eine gestorte AM-Integritat der K.O.-Mutanten auf und die Dsb-

Proteine scheinen sich daher nicht als Targets zu eignen. Betrachtet man
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jedoch andere Aspekte, wie die Auswirkungen der Mutationen auf
Virulenzfaktoren, kommt man zu einem anderen Schluss. So konnten bei einer
PA14AdsbBAdsbH-Mutante unter anderem signifikante Veradnderungen der
Biofilmformation und Elastase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Auch die PA14-
K.O.-Mutante des Gens dsbAl zeigte eine Reduktion mehrerer Hullproteine
(Arts et al. 2013). Beide Mutanten wiesen Defekte in ihrer Beweglichkeit auf und
prasentierten sich in unterschiedlichen Modellen signifikant weniger virulent
(Rahme et al. 1997, Tan et al. 1999, Ha et al. 2003, Kim et al. 2008, Arts et al.
2013). Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse suchten bereits mehrere
Arbeitsgruppen nach chemischen Verbindungen, die DsbA und DsbB in E. coli
hemmen. Einige dieser DsbB-Inhibitoren wurden auch an den DsbB-
Homologen von Pa getestet und erwiesen sich als wirksam. Der WT-Stamm
zeigte unter Einfluss des Wirkstoffs eine deutliche Einschrankung seiner
Beweglichkeit (Landeta et al. 2015, Smith et al. 2016). Daher sollten die oben
genannten Mutanten in weiteren in vitro Assays und insbesondere in geeig-
neten Infektionsmodellen (z.B. Galleria melonella) noch besser charakterisiert

werden.

4.5 Weitere Ansatze und Ausblick

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen gibt es eine Vielzahl
weiterer potentieller Targets, die im Zusammenhang mit der AM-Biogenese
stehen. Bei den hier durchgefiihrten Experimenten wurden PA14AbamB und
PA14-Tn_surA als Positivkontrollen verwendet. Verglichen mit den Ergebnis-
sen, die mit diesen beiden Stdmmen erzielt werden konnten, waren die Defizite
der AbamC-Mutante nur gering ausgepragt. Deshalb ist davon auszugehen,
dass BamB und SurA als Targets besser geeignet sind als BamC, da sich der
Verlust dieser Proteine deutlich starker auf die Zellen auswirkt. Auch in anderen
Arbeiten wurde gezeigt, dass BamB und SurA potentielle Targets sind. Dahin-
gehend wurden die beiden Proteine nicht nur in E. coli untersucht (Lazar und
Kolter 1996, Ruiz et al. 2005, Wu et al. 2005, Sklar et al. 2007b), sondern auch
die Auswirkungen eines K.O.s von BamB und SurA in weiteren gramnegativen

Spezies wie Yersinia enterocolitica (Weirich et al. 2017) oder Salmonella
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enteritidis (Fardini et al. 2009) néher beleuchtet. Auch im Pa-Stamm PAO1
konnte eine deutliche Stérung der AM-Integritit einer AbamB-Mutante

nachgewiesen werden (Lee et al. 2017).

In den letzten Jahren wurde intensiv nach neuen potentiellen Targets fur die
antibiotische Behandlung von Pa gesucht. Im Fokus standen dabei weitere Be-
standteile der Zellwandbiosynthese (Elamin et al. 2017, Lee et al. 2017),
Targets im Zellwandmetabolismus (Lamers und Burrows 2016) und das Porin
OmpH (Liu et al. 2018). LPS und die zugehorigen Biosynthesewege gelten
ebenfalls als vielversprechende Targets (Silver 2011, Walsh und Wencewicz
2014). Ein grofRer Durchbruch gelang bereits mit der Synthese von
Murepavadin, dem ersten Wirkstoff aus der Gruppe der AMP-Targeting-AB.
Sein Target ist das Lipopolysaccharid-Transport-Protein LptD (Srinivas et al.
2010, Urfer et al. 2016). Das AB zeigte vielversprechende Ergebnisse im
Einsatz bei klinischen Isolaten sowie in ersten Studien am Menschen (Sader et
al. 2018, Wach et al. 2018).

Unabhangig vom Forschungsansatz der Stérung der AM-Integritat widmen sich
einige Arbeitsgruppen der Suche nach Porinen und Uptake-Mechanismen, die
fur eine schnellere und leichtere Aufnahme von AB sorgen sollen. Dadurch
sollen héhere Wirkstoffkonzentrationen in den Zellen erreicht werden. Um die
Aufnahme der AB Uber diese Mechanismen zu ermdglichen, missen die AB
entsprechend modifiziert werden, damit sie den eigentlichen Uptake-Targets
ahneln (Page 2013, Isabella et al. 2015, Cunrath et al. 2016).

Ein weiterer Ansatz ist die Entwicklung von Effluxpumpen-Inhibitoren (Renau et
al. 2003, Bohnert und Kern 2005, Opperman und Nguyen 2015). Da Efflux-
pumpen eine signifikante Rolle bei der Entstehung von multiresistenten
Stammen spielen, stellen diese Inhibitoren nicht nur die Wirksamkeit einiger AB
wieder her, sondern kénnen auch das Auftreten von Resistenzen vermindern
(Lomovskaya et al. 1999).

Auf der Suche nach neuen Therapiemdglichkeiten fur Infektionen mit Pa und
anderen multiresistenten Keimen machen die aktuellen Fortschritte Hoffnung

auf die Entwicklung neuer, gut wirksamer AB-Klassen. Dennoch sind multiresis-
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tente Bakterien weiterhin ein gro3es Problem, weshalb die (Weiter-)Entwicklung

neuer Medikamente auch in Zukunft hochste Prioritat haben muss.
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5 Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa (Pa), ein gramnegatives, stabférmiges Bakterium, ist
ein opportunistischer Krankheitserreger, dessen Behandlung die Medizin vor
grol3e Herausforderungen stellt. Die meist nosokomial erworbenen Infektionen
mit Pa betreffen vor allem immunsupprimierte Patienten und fiihren nicht selten
zum Tod. Die Behandlung mit Antibiotika wird durch multiple intrinsische und
erworbene Resistenzen der Bakterien zunehmend schwerer. Um Pa auch in
Zukunft effizient bekampfen zu kdénnen, missen neue AB entwickelt werden.
Dabei spielt die Suche nach potentiellen Angriffszielen fur neue Wirkstoffe eine
wichtige Rolle. In dieser Arbeit wurden die Proteine BamC, HIpA, DsbB, DsbH
und DsbA1 auf ihrer Eignung als mégliche Targets genauer untersucht. Dazu
wurden, basierend auf dem Laborstamm PA14, K.O.-Mutanten dieser Proteine
generiert. Da die Auf3enmembran von Pa sowohl einen wichtigen Schutzfaktor
darstellt, als auch eine grof3e Rolle bei der Virulenz der Bakterien spielt, wurden
Proteine ausgewahlt, die an der AM-Biogenese beteiligt sind. BamC ist ein
Lipoprotein und Bestandteil des BAM-Komplexes, der fur Faltung und Einbau
von Proteinen in die AM sorgt. Die AulRenmembranproteine werden im Cyto-
plasma gebildet und anschlieBend zur AM und dem dort lokalisierten BAM-
Komplex transportiert. Dazu interagiert das periplasmatische Chaperon HIpA
mit den ungefalteten AMPs, transportiert sie durch das Periplasma zur AM und
verhindert die Aggregation der Proteine. Bei der Faltung und Stabilisierung
vieler AM- und von Pa sekretierter Proteine spielen Disulfidbriicken ebenfalls
eine wichtige Rolle. Die Oxidoreduktase DsbAl und die IM-Proteine DsbB und
DsbH spielen als Enzyme bei der Bildung von Disulfidbrickenbindungen eine
maf3gebliche Rolle. DsbAl katalysiert ihre Bildung, DsbB und DsbH reoxidieren
DsbA1 und stellen so den Ausgangszustand und damit die Funktionalitat wieder
her. Die beiden Proteine sind vermutlich redundant. Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit zusatzlich eine Doppel-K.O.-Mutante erstellt.

Mit Hilfe der in dieser Studie hergestellten Deletionsmutanten wurde untersucht,
ob die entsprechenden Gene fur die Integritdit der AM eine wichtige Rolle

spielen. Die Charakterisierung der Mutanten erfolgte durch Versuche mit AB,
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Gallensalzen und Humanserum. Dabei zeigten sich nur bei der AbamC-Mutante
Hinweise auf eine gestérte Membranintegritdt. Die Bakterien waren im
Vergleich zum Wildtyp sensitiver gegeniber Vancomycin, Cefotaxim und
Ampicillin in Kombination mit Sulbactam. Das Wachstum der Mutante zeigte
sich auch in Anwesenheit von Gallensalzen signifikant gehemmt. Die
Ergebnisse des Versuchs mit Humanserum deuteten zwar zunachst ebenfalls
ein eingeschranktes Uberleben der Bakterien an, bildeten allerdings nur einen
einzigen Zeitpunkt ab und sind deshalb nur bedingt verwertbar.

In allen Experimenten zeigten sich die Einschrdnkungen der Mutante im
Vergleich zum WT nicht besonders stark ausgepragt. Das lasst die Schlussfol-
gerung zu, dass BamC bei der AM-Biogenese von Pa eine eher untergeordnete
Rolle spielt. Daher scheinen die Bakterien den Ausfall des Proteins weitgehend
kompensieren zu kénnen, sodass die AM-Integritat nur in geringem Ausmalf
beeintrachtigt wird.

Zusammenfassend empfiehlt sich deshalb weder BamC, noch eines der
anderen untersuchten Proteine, als gutes Target fur die Entwicklung von

Antiinfektiva.
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7 Anhang

7.1 Plasmidkarten

pEXG2

5084 bp

Abbildung 20: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors
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pEXG2 bamC K.O.-Vektor

6899 bp

Abbildung 21: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors mit bamC-K.O.-Kassette
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pEXG2 hipA K.O.-Vektor

6763 bp

Abbildung 22: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors mit hlpA-K.O.-Kassette
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pEXG2 dsbB K.O.-Vektor

7063 bp

Abbildung 23: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors mit dsbB-K.O.-Kassette
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pEXG2 dsbH K.O.-Vektor

6697 bp

Abbildung 24: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors mit dsbH-K.O.-Kassette

108



pEXG2 dsbA1l K.O.-Vektor

6721 bp

Abbildung 25: Plasmidkarte des pEXG2-Vektors mit dsbA1-K.O.-Kassette
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7.2 Rohdaten der AB-Sensitivitatstestung

Tabelle 27: Rohdaten der AB-Sensitivitatstestung. Die Tabelle zeigt die GréRe der Hemmhdéfe in mm. Aus den Werten wurden pro Stamm und Anti-
biotikum der Mittelwert (Mittel) und die zugehdrige Standardabweichung (SD) berechnet und hier ebenfalls in mm angegeben. Verwendete Antibiotika:
Ampicillin 10 pg + Sulbactam 10 pg (SAM 20), Cefotaxim 5 pug (CTX 5), Erythromycin 15 pg (E 15), Vancomycin 30 pg (VA 30), Bacitracin 10 pg (B 10),

Rifampicin 5 pg (RA 5).

WT AbamB | AbamC |Tn_bamC| AhlpA | Tn_hlpA | AdsbB |Tn_dsbB | AdsbH |Tn_dsbH AA AdsbA1
SAM 20| 8 7 (12|12 |10 | 9 7 8 8 7 (10|12 | 6 6 7 8 7 7 7 6 7 6 7 7
SAM 20| 6 6 (11|11 |13 | 12| 8 8 6 6 [16 | 16 | 10 | 10 | 8 8 9 10| 6 6 |10 | 11| 7 6
SAM 20| 8 7 (14|14 | 10 | 8 8 8 (10| 8 |16 | 16 | 7 7 7 7 7 6 6 6 7 9 8 | 10
SAM 20| 8 8 |14 | 14
SAM20| 6 6 |11 | 12
SAM 20| 9 9 |14 | 14
Mittel 7,33 12,75 10,33 7,83 7,50 14,33 7,67 7,50 7,67 6,17 8,33 7,50
SD 1,15 1,36 1,86 0,41 1,52 2,66 1,86 0,55 1,51 0,41 1,97 1,38
CTX5 7 8 [15 |13 (12|12 |10 | 10| 9 8 (11|12 |10 | 9 8 9 (10| 8 |10 | 8 9 (10| 9 | 10
CTX5 8 9 (16 |14 (16 |15 |11 | 9 |10 | 10|14 |12 |11 | 12| 8 9 (11|12 | 8 9 [13 |12 | 10 | 10
CTXxs5 (10| 7 (15|15 |10 |11 |10 (11|10 |10 (13|14 | 9 8 [10 | 9 8 8 9 7 9 9 (10| 11
CTX5 9 (10|15 | 14
CTX5 8 8 [ 15| 15
CTX5 12 | 12 | 17 | 18
Mittel 9,00 15,17 12,67 10,17 9,50 12,67 9,83 8,83 9,50 8,50 10,33 10,00
SD 1,71 1,34 2,34 0,75 0,84 1,21 1,47 0,75 1,76 1,05 1,75 0,63
E 15 7 8 [10 | 12 | 8 8 7 8 8 7 8 8 8 7 7 7 7 7 8 7 8 7 7 7
E 15 7 7 (11|12 | 7 7 9 8 8 9 |10 | 8 7 7 7 8 7 7 7 8 7 7 8 7
E 15 7 7 (12 |12 | 9 9 9 8 8 8 8 7 7 7 8 7 8 7 7 8 7 9 6 8
E 15 8 7 |10 | 10
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7.3 Wachstumskurven und Rohdaten der Experimente mit BS

Wachstumskurven in LB Wachstumskurven in LB + 0,3 % BS
0.51 0.5+
-~ PA14WT
0.4+ - AbamB
-~ AbamC
0.34
(=] (=]
g 3 -~ AhlpA
a a]
@] o]
0.2 AdsbB
- dsbH
0.14
== AA
0.04 - ' T 1
N a N © N -~ AdsbA1

Messdauer [h] Messdauer [h]

Abbildung 26: Wachstumskurve der K.O.-Stamme in LB und LB + 0,3 % Gallensalze. Die Stamme PAl4AbamC (blau), -AhlpA (rot), -AdsbB
(orange), -AdsbH (violett), -AdsbA1 (tirkis) und die AdsbBAdsbH-Doppel-K.O.-Mutante (grau) wuchsen 8 h in LB ohne (links) bzw. mit Zusatz von 0,3 %
BS (rechts) in einer 24-Well-Platte. Stundlich wurde die OD bei einer Wellenlange von 600 nm als Korrelat zum Wachstum der Bakterien bestimmt. Die
Werte aus drei unabhéngigen Experimenten, mit jeweils zwei technischen Replikaten pro Versuch, wurden gemittelt und in dieser Abbildung
aufgetragen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung. Als Kontrolle diente der PA14 WT und die AbamB-Mutante. Alle Stamme
zeigten ein einheitliches Wachstum im LB. Im Nahrmedium mit 0,3 % BS wuchs die AbamC-Mutante sichtbar schlechter, jedoch zeigte sie eine
geringere Wachstumshemmung als der Kontrollstamm PAl4AbamB. Die Wachstumskurven der K.O.-Mutanten AhlpA, AdsbBAdsbH und AdsbAl
wichen leicht von der Kurve des WT ab. Die Stamme PA14AdsbB und PA14AdsbH waren in ihrem Wachstumsverhalten mit dem WT vergleichbar.
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Wachstumskurven in LB Wachstumskurven in LB + 0,3 % BS

0.51 0.51
PA14 WT
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AbamB

$
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Tn_hipA
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Abbildung 27: Wachstumskurve der Tn-Stamme in LB und LB + 0,3 % Gallensalze. Die Stamme PA14-Tn_bamC (blau), -Tn_hIpA (rot), -Tn_dsbB
(orange) und -Tn_dsbH (violett) wuchsen 8 h in LB ohne (links) bzw. mit Zusatz von 0,3 % BS (rechts) in einer 24-Well-Platte. Sttindlich wurde die OD
bei einer Wellenlange von 600 nm als Korrelat zum Wachstum der Bakterien bestimmt. Die Werte aus drei unabhéngigen Experimenten, mit jeweils
zwei technischen Replikaten pro Versuch, wurden gemittelt und in dieser Abbildung aufgetragen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
Standardabweichung. Als Kontrolle diente der PA14 WT und die AbamB-Mutante. Alle Stamme zeigten ein einheitliches Wachstum im LB. Im
Nahrmedium mit 0,3 % BS wuchs die Tn_hlpA-Mutante sichtbar schlechter, jedoch zeigte sie eine geringere Wachstumshemmung als der
Kontrollstamm PAl14AbamB. Die Wachstumskurve der Tn-Mutanten fir bamC wich ebenfalls leicht von der Kurve des WT ab. Die Stdmme Tn_dsbB
und Tn_dsbH waren in ihrem Wachstumsverhalten mit dem WT vergleichbar.
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Tabelle 28: ODgoo nach 8 h Wachstum in LB bzw. LB + 0,3 % BS

WT AbamB AbamC | Tn_bamC | AhipA Tn_hIlpA | AdsbB | Tn_dsbB | AdsbH | Tn_dsbH AA AdsbA1
LB |0,368 0,363 0,380 0,350 0,332 0,354 0,407 0,345 0,386 0,338 0,372 0,275

0,363 0,352 0,360 0,369 0,375 0,381 0,357 0,365 0,357 0,382 0,363 0,343

0,384 0,363 0,376 0,342 0,347 0,354 0,387 0,344 0,372 0,353 0,346 0,330

0,382 0,377 0,378 0,344 0,337 0,342 0,397 0,331 0,386 0,351 0,378 0,297

0,374 0,357 0,391 0,377 0,389 0,390 0,391 0,373 0,398 0,385 0,350 0,349

0,395 0,367 0,387 0,350 0,387 0,363 0,387 0,353 0,375 0,360 0,353 0,345

0,367 0,361 0,351 0,350

0,363 0,349 0,363 0,361

0,377 0,357

0,374 0,373

0,369 0,361

0,388 0,366

0,347 0,337

0,375 0,366

0,357 0,346

0,353 0,339

0,386 0,374

0,364 0,350

0,336 0,326

0,383 0,363

0,364 0,354
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WT AbamB | AbamC |Tn bamC| AhlpA | Tn_hipA | AdsbB | Tn_dsbB | AdsbH | Tn_dsbH | AA AdsbA1
0,347 0,333
0,387 0,371
0,369 0,356
0,354 0,348
0,362 0,353

BS 0,272 0,159 0,276 0,270 0,211 0,214 0,275 0,307 0,293 0,292 0,280 0,284
0,402 0,141 0,291 0,361 0,350 0,229 0,373 0,380 0,383 0,416 0,351 0,382
0,388 0,136 0,277 0,331 0,347 0,287 0,404 0,383 0,382 0,380 0,360 0,359
0,289 0,172 0,229 0,237 0,240 0,196 0,294 0,264 0,307 0,273 0,300 0,252
0,405 0,156 0,264 0,352 0,358 0,248 0,386 0,396 0,402 0,397 0,341 0,378
0,373 0,155 0,270 0,334 0,356 0,306 0,381 0,375 0,368 0,374 0,392 0,355
0,307 0,120 0,354 0,310
0,356 0,116 0,370 0,296
0,356 0,144
0,329 0,132
0,372 0,118
0,378 0,124
0,357 0,219
0,403 0,212
0,384 0,238
0,341 0,182
0,401 0,237
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WT AbamB AbamC |Tn_bamC | AhipA Tn_hIlpA | AdsbB | Tn_dsbB | AdsbH | Tn_dsbH AdsbA1
0,389 0,252
0,362 0,194
0,402 0,167
0,383 0,179
0,347 0,150
0,383 0,167
0,388 0,207
0,364 0,250
0,373 0,249
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Tabelle 29: Mittlere ODggo und Wachstumshemmung nach 8 h. Aus den Werten der ODsoo nach 8 h wurden die Mittelwerte und ihre
Standardabweichung bestimmt und in dieser Tabelle aufgefuhrt. Dabei wurde mit den Werten der Bakterienanséatze in LB bzw. LB mit 0,3 % BS separat
verfahren. Au3erdem wurde die prozentuale Wachstumshemmung in Bezug auf den WT berechnet, die verwendete Formel ist auf Seite 70 zu finden.

WT AbamB | AbamC |Tn_bamC| AhIpA | Tn_hlpA | AdsbB |Tn_dsbB | AdsbH |Tn_dsbH AA AdsbA1
LB
ODsoo 0,37 0,36 0,38 0,36 0,36 0,36 0,39 0,35 0,38 0,36 0,36 0,32
SD 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03
Wachstums-
0,00 % 3,39 % -2,66% |3,69% 2,35 % 1,89 % -5,15% |4,61% -2,77% |2,00 % 2,37 % 12,37 %

hemmung
LB +0,3% BS
ODeoo 0,37 0,18 0,27 0,31 0,32 0,26 0,35 0,35 0,36 0,36 0,34 0,34
SD 0,03 0,04 0,02 0,05 0,06 0,04 0,05 0,05 0,04 0,06 0,04 0,05
Wachstums-
H 0,00 % 51,87% |26,70% |14,11% |11,63% |28,65% |3,65% 4,06 % 2,68 % 2,82 % 7,70 % 8,36 %

emmung
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7.4 Rohdaten des Serum Killing Assays

Tabelle 30: Bakterienzahl und prozentuales Uberleben — Versuch 1

Stamm Bakterienzahl HIS | Bakterienzahl NHS | Uberleben in NHS
WT 5,51*10° 4,96*10° 89,87 %
Tn_surA 4,75*10° 5,49%10% 11,56 %
AbamC 5,19*10° 3,39*10° 65,19 %

Tabelle 31: Bakterienzahl und prozentuales Uberleben — Versuch 2

Stamm Bakterienzahl HIS Bakterienzahl NHS | Uberleben in NHS
WT 6,32*10° 3,36*10° 53,12 %
Tn_surA 2,85%10° 5,97*104 20,91 %
AbamC 4,06*10° 1,59*10° 39,18 %
Serum Killing Assay Versuch 2
100 -
30+
=X, 60+
3
&
=S 404
]
204
0.

PA14 WT

PA14 Tn_surA PA14 AbamC

Abbildung 28: Uberleben in Humanserum — Versuch 2. Das Balkendiagramm zeigt das
prozentuale Uberleben des PA14 WT, sowie der Mutanten Tn_surA und AbamC in

menschlichem Serum. Als Vergleich diente die

Bakterienzahl

der Stamme des

Versuchsansatzes mit hitzeinaktiviertem Serum. Etwas mehr als die Halfte der WT-Bakterien
Uberlebte die Behandlung mit NHS. Die Tn_surA-Mutante, die als Positivkontrolle eingesetzt
wurde, zeigte noch nur etwa 20 % ihres Wachstums. Von den AbamC-Mutanten (berstanden
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39 % die Inkubation im menschlichen Serum. Gezeigt sind die Ergebnisse eines
Einzelexperiments mit jeweils drei technischen Replikaten pro Stamm.
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